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RESUMO

Tibouchina papyrus ¢ uma Melastomataceae endémica do Cerrado que possui distribuicao
disjunta e restrita aos campos rupestres, com essas caracteristicas peculiares ela pode ser
considerada modelo de espécie, auxiliando em estudos de outras plantas do Cerrado que
exibem o mesmo conjunto de caracteristicas. Neste sentido, o objetivo desse trabalho foi
caracterizar a variabilidade genética existente em regides microssatélites do genoma de 7.
papyrus e utilizar metodologias de andlise estatistica espacial para avaliar a diversidade e a
estrutura genética nas trés subpopulagdes disjuntas da espécie. Foram amostradas folhas e
georreferenciados individuos nas Serras dos Pirineus (216) Serra Dourada (66) e Serra de
Natividade (192). Para a obteng¢do dos gendtipos foram utilizados dez locos microssatélites
desenvolvidos para a espécie. Os dez locos produziram uma média de 3,4 alelos e foi
detectado um grande nimero de alelos privados (19 no total) nas trés subpopulagdes
avaliadas. Foi observados valores de (f) significativos em duas subpopulagdes, indicando que
estas subpopulagdes ndo estdo seguindo as proporgdes esperadas para o equilibrio de Hardy-
Weinberg. O valor global de 0 foi significativo e igual a 0,712, apresentando uma altissima
divergéncia genética entre as subpopulagdes. Sendo assim, as trés subpopulacdes de T.
papyrus podem ser tratadas como trés diferentes ESUs. A estrutura genética espacial
intrapopulacional apresentou-se fraca em duas subpopula¢des, com baixos niveis de Sp. A
existéncia de autocorrelagdo espacial pouco intensa corrobora com a hipdtese de que espécies
com dispersdo pelo vento ndo exiba esta estrutura, em funcdo do fluxo génico causado pela
dispersdo de sementes em longas distancias. Isso € plausivel para 7. papyrus, que apresenta
dispersdo por anemocoria. Apesar da fraca EGE intrapopulacional encontrada em duas
subpopulagdes, baseado nos correlogramas de parentesco, foram observados valores positivos
e significativos nas primeiras classes de distancia, indicando um maior grau de parentesco
entre esses individuos. O intercepto do correlograma para cada uma das subpopulagdes pode
indicar o distanciamento minimo onde € mais provavel amostrar individuos menos
semelhantes, que ¢ uma informacao relevante para o manejo das subpopulagdes da espécie T.
papyrus. Com base nos dados genéticos obtidos ficou evidente que as trés subpopulacdes da
espécie 1. papyrus devem ser conservadas, pois cada uma contém uma quantidade de
variabilidade genética tinica que ndo ¢ compartilhada entre elas. Sendo assim, teoricamente
torna-se possivel a manutengdo do potencial evolutivo da espécie e evita a extingdo local nas

trés Unicas regides de ocorréncia natural da espécie.



ABSTRACT

Tibouchina papyrus 1s a Melastomataceae endemic to the Cerrado. It has a disjunct
distribution, restricted to “campos rupestres”. Therefore, it can be considered a model species,
helping guide Cerrado endemic plant studies. Thus, this study aimed to characterize genetic
variability in microsatellite regions of 7. papyrus genome and use spatial statistical analysis
methods to assess genetic diversity and structure in disjunct populations. Individuals were
georeferenced and leaf samples were taken from the localities of Serra dos Pirineus (216),
Serra Dourada (66) and Serra de Natividade (192). In order to obtain the genotypes, we used
ten microsatellite loci that were developed for 7. papyrus. The locus showed a mean of 3,4
alleles and a large number of private alleles was detected (19 in total) at the populations
studied. Values (f) significant were observed for two populations, indicating that populations
not are following the proportions expected by Hardy-Weinberg. The global 6 value is
significant and equal to 0.712, showing a high differentiation among the three populations
studied. Thus, the three populations of 7. papyrus can be treated as three different ESUs.
Spatial genetic structure was weak for two populations, with low levels of Sp. The low SGS
corroborates the hypothesis that wind-dispersed species present no SGS due to long distance
gene flow because of seed dispersal. This is plausible for 7. papyrus, which is a wind-
dispersed species. Despite the low intra-population SGS found in two populations, based on
the relationship between kinship and distance, significant positive values were observed for
the some distance class, indicating higher values for the relationship between these
individuals. The intercept of the correlogram for each population may indicate the minimum
distance where it is more likely that sampled individuals are less similar, which is an
information applicable for the management of 7. papyrus populations. Based on genetic data,
it was evident that the three 7. papyrus populations must be preserved, because each one
contains a number of unique genetic variability that is not shared between them. Thus,
theoretically it is possible to maintain the evolutionary potential of this species and to avoid

local extinction in only three regions where it occurs.
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1. INTRODUCAO

1.1 Bioma e espécie de estudo

O Cerrado ¢ o segundo maior bioma do pais, ocupando originalmente cerca de 23% do
territorio brasileiro, sendo superado em drea apenas pela Amazonia (Klink & Machado, 2005;
Marinho-Filho et al., 2010). Ocorre predominantemente em regides de clima estacional, solos
acidos e pobres em nutrientes, caracterizando-se por apresentar fisionomias variaveis: campo
limpo, campo sujo, campo rupestre, cerrado sensu stricto e cerradao (Ribeiro et al., 2008;
Alves & Kolbek, 2010). Ao lado da Mata Atlantica, ¢ um dos biomas mais alterados do pais,
nos ultimos 35 anos, mais da metade dos 2 milhdes de km? do Cerrado tem sido transformado
em pastagem e cultivos para agricultura (Klink & Machado, 2005). Este bioma possui uma
flora com um indice de endemismo muito alto, com 40% de flora endémica, sendo, portanto,
considerado a savana tropical mais rica do mundo (Ratter et al., 2003). Devido a grande
quantidade de cobertura vegetal original do Cerrado que estd sendo perdida, existe uma
urgéncia em implementar planos vidveis para a definicdo de areas de conservacdo no sentido
de preservar a biodiversidade deste bioma (Diniz-Filho ez al., 2007).

Arvores tropicais sdo especialmente vulneraveis aos efeitos de degradacdo do habitat,
devido as suas caracteristicas demografica e reprodutiva, incluindo baixa densidade de
ocorréncia, sistemas de acasalamento complexos, altas taxas de fecundagdo cruzada (Cascante
et al., 2002) e interagdes com polinizadores e dispersores de sementes (Ward et al. 2005).

Tibouchina papyrus (Figura 1) ¢ uma espécie de darvore pertencente a familia
Melastomataceae que tem importancia ecoldgica, ornamental e cultural, sendo considerada
uma das arvores simbolo do Estado de Goiis. Recebe o nome popular “pau-papel”, por
apresentar cortex perfeitamente branco, composto de camadas separaveis e bastante delgadas,
tendo consisténcia de papel da China. E uma arvore hermafrodita de aproximadamente 3
metros que ocorre em alturas elevadas acima de 900 metros (Teixeira, 1969; Rizzo, 1981;
Montoro & Santos, 2007; Ribeiro & Walter, 2008). Possui distribuicdo agregada, ou seja,
quando analisamos a distribuicdo espacial de seus individuos ao longo de uma paisagem
verificamos que em alguns lugares tém muito mais individuos e outros t€ém muito menos, ou

nenhum (Brown & Lomolino, 2006).



Figura 1. Tibouchina papyrus na Serra Dourada; A direita detalhe do tronco demonstrando as

lascas com aspecto de papel.

Segundo Montoro & Santos (2007), a espécie possui fruto tipo capsula e as sementes
sdo muito pequenas, com dispersdo anemocorica que ocorre em época de altas temperaturas e
baixa umidade relativa do ar, que favorecem o dessecamento e a deiscéncia do fruto, sendo
que o amadurecimento dos frutos acontece no periodo de abril a outubro.

As flores de T. papyrus sdo polinizadas por espécies de abelhas pertencentes ao género
Bombus sp., popularmente conhecida como mamangavas, sendo a presenca desses visitantes
observada somente durante o dia. Devido a natureza assincronica da floragdo de 7. papyrus, o
visitante floral necessita visitar varios individuos, promovendo assim a polinizacdo cruzada
(Montoro & Santos, 2007).

A espécie Tibouchina papyrus apresenta endemismo aos campos rupestres do bioma
Cerrado, regido que apresenta uma das mais altas taxas de endemismo vegetal, com vegetagao
composta por sub-arbustos e arbustos (Montoro & Santos, 2007; Ribeiro & Walter, 2008).
Até o momento, sua ocorréncia foi registrada somente em Serra dos Pireneus — Pirendpolis —

Goias, Serra Dourada no municipio de Mossamedes - Goias e em Serra de Natividade no



municipio de Natividade — Tocantins (Pohl, 1951; Teixeira, 1969; Rizzo, 1981; Montoro &
Santos, 2007; Ribeiro & Walter, 2008) (Figura 2).

Em decorréncia de sua distribuicao restrita, esta espécie foi enquadrada pelo critério D2
da TUCN (2001) como vulneravel, na revisdo da lista de espécies de flora ameagada do Brasil
proposta pela Fundacdo Biodiversitas (2005) e publicada pelo Ministério do Meio Ambiente
(Instru¢do Normativa n° 6/08), critério utilizado para espécies com populagdes muito
pequenas, tipicamente menos que 20 km’, ou com ocorréncia em poucas localidades, que
dessa forma estdo sujeitas a eventos estocasticos e, portanto capazes de se tornar Criticamente

em Perigo ou até Extinta (IUCN, 2001).

Figura 2. Mapa de ocorréncia registrada para espécie Tibouchina papyrus. Obtido: ArcGis

9.2 (ESRI, 2006).



1.2 Diversidade e estrutura genética

Conhecer os padrdes de distribui¢do da variabilidade genética dentro e entre populagdes
naturais ¢ fundamental para adotar estratégias conservacionistas efetivas e eficientes (DeSalle
& Amato, 2004; Frankham, 2010). De acordo com Loveless & Hamrick (1984), para tomar
decisdes fundamentadas sobre procedimentos de preservacdo e amostragem, os pesquisadores
devem entender como a variabilidade genética € distribuida ao longo de uma espécie.

A diversidade genética pode assegurar s populacdes um alto potencial adaptativo e
evolutivo para contrapor os efeitos gerados pelas estocasticidades ambientais (Geburek &
Konrad, 2008), sendo medida pela heterozigosidade esperada (H,) (Nei, 1972; Nei, 1978),
além disso, pode ser caracterizada pela porcentagem de locos polimérficos (P), nimero médio
de alelos por loco (4) e heterozigosidade observada (H,).

O estudo da variabilidade genética das espécies endémicas do Cerrado, como
Tibouchina papyrus, ¢ de suma importancia para avaliar a probabilidade de persisténcia
dessas espécies nos remanescentes de Cerrado. Pequenas populagdes estdo sujeitas a um
rdpido declinio em niimero e a extingdo local, devido a trés principais razdes: perda da
variabilidade genética, causada principalmente por endogamia e/ou deriva genética, variagdes
nas taxas de nascimento e mortalidade (flutuagdes demograficas) e flutuagdes ambientais de
toda ordem (Primack & Rodrigues, 2001; Frankham ez al., 2008). Um aspecto favoravel para
estudar a diversidade genética usando marcadores microssatélites € que em geral, um grande
numero de alelos é detectado (Ferreira & Grattapaglia, 1998; Oliveira, 20006).

A estrutura genética refere-se a distribuicdo de alelos e genotipos. Ela pode se
manifestar entre populagdes geograficamente distintas e assim como a diversidade genética, ¢
influenciada por fatores como o modo de reprodugdo, distribui¢do espacial dos individuos e
fatores evolutivos (Loveless & Hamrick, 1984).

A medida classica para avaliar a estrutura genética de uma populagcdo ¢ baseada nas
estatisticas-F de Wright (1951) (Holsinger & Weir, 2009), que permitem a caracterizacdo da
distribui¢do da variabilidade genética entre as populacdes (Fsr), assim como dos niveis de
endogamia ao nivel populacional (Fis) e total (Fir) (Wright, 1951; Holsinger & Weir, 2009).
Neste sentido, a estrutura genética da populacdo refere-se a heterogeneidade na distribuicio

dos alelos nos gendtipos entre as populacdes (Robinson, 1998; Diniz-Filho & Telles, 2002).



O fluxo génico pode ser quantificado indiretamente a partir da analise da estrutura
genética das populacdes utilizando o valor de Fsr, sendo assim considerado como uma
estimativa de fluxo génico, pois assume que a estrutura genética da populagdo se segue um
modelo de fluxo génico em ilhas (Wright, 1943), ou seja, onde ha um equilibrio entre
migragdo e deriva genética. Partindo deste pressuposto, Fst ¢ uma fun¢do do niimero de
migrantes por gera¢do, Nm, onde N é o tamanho da populagdo e m ¢ a taxa de migrantes por
geracdo (Cockerhan & Weir, 1993).

Padrdes de variabilidade genética dentro da espécie sdo utilizados para definir unidades
de conservacdo intraespecifica (Ryder, 1986; Avise & Hamrick, 1996; Newton et al., 1999;
Frankham et al, 2008). Essas unidades sdo chamadas de unidades evolutivamente
significantes (ESU), o conceito foi aplicado por Ryder em 1986, para fornecer uma base para
a priorizacdo para populagdes de espécies que apresentam atributos genéticos importantes
para as geragdes presentes e futuras. Isto proporcionou uma base para as discussdes sobre
unidades de conservagdo abaixo do nivel de espécie (Guia & Saitoh, 2007).

Inicialmente, o conceito foi aplicado a populagdes com isolamento reprodutivo e
historico e com caracteristicas adaptativas distintas de outras populagdes dentro da espécie
(Ryder, 1986; Waples, 1991). Moritz (1994) propos que se os genotipos do DNAmt revelam
monofilia reciproca entre as populac¢des e os locos nucleares mostram que existe divergéncia
significativa nas freqiiéncias dos alelos, entdo elas devem ser definidas como ESUs separadas
e manejadas separadamente. Segundo Crandall e colaboradores (2000) a ideia fundamental
das ESU’s € que a conservagdo deve ter como objetivo a preservagdo de processos evolutivos

e potencial adaptativo, e ndo apenas das espécies.

1.3 Estrutura genética espacial

A estrutura genética espacial (EGE) refere-se a distribuicdo espacial ndo aleatdria dos
genotipos de individuos dentro de uma populagdo (Vekemans & Hardy, 2004). Diversos
processos evolutivos e ecologicos, como a dispersdo de sementes e pdlen, competi¢do inter e
intra-especifica e heterogeneidade do ambiente podem afetar os padrdes de distribui¢do
espacial dos individuos dentro de uma populacdo (Loveless & Hamrick, 1984; Loiselle et al.,

1995; Oddou-Muratorio et al., 2003).



Dispersdo de sementes e polen esta entre os principais determinantes da estrutura
genética em plantas. Sendo assim, o conhecimento desses pardmetros ¢ relevante para o
estabelecimento de gestdo e orientagdes para conservacdo dessas espécies (Ndiade-Bourobou
et al., 2010). Estimar diretamente a dispersdo de sementes e polen ndo ¢ uma tarefa facil e
requer experimentacdo com esfor¢co consideravel. Assim, abordagens indiretas foram
desenvolvidas para estimar o fluxo génico, estas abordagens baseiam-se na verificagdo da
EGE (Smouse et al., 2001; Smouse & Sork, 2004; Burczyk & Koralewski, 2005; Hardy et al.,
20006).

A dispersdo de sementes e polen geralmente acontece em diferentes escalas espaciais e
pode contribuir de maneiras distintas para o fluxo génico dentro de uma populacdo. Kalisz et
al. (2001) apontaram quatro possiveis cenarios, com diferentes caracteristicas de dispersao: (i)
Quando a dispersdo de ambos, pdlen e sementes € localizada, individuos mais préximos
geograficamente serdo mais aparentados e a populagdo ird evoluir pelo modelo de fluxo
génico, isolamento por distancia, descrito por Wright, 1946. (ii) Por outro lado, quando a
dispersdo de ambos, polen e semente ocorre de forma ampla, dentro de uma populagdo, ndo
havera EGE. (iii) Quando a dispersdo do polen ¢ extremamente localizada, mas a semente ¢
dispersa a longas distancia, espera-se que ndo existird endogamia e nem EGE (se ndo ha
autofecundacdo), e (iv) quando o polen ¢ muito disperso, mas a dispersdo de sementes ¢
extremamente localizada, ndo havera endogamia, porém, espera-se encontrar agregagdes de
individuos aparentados, que resultara em uma EGE significativa. Assim, a magnitude e
escala de dispersio devem ser medidas para verificar sua influéncia no fluxo génico e
consequentemente na EGE.

Segundo Loveless & Hamrick (1984), diferentes padrdes na dispersdo de sementes t€ém
efeitos nos niveis de variagdo genética dentro das populagdes e na distribuicdo da variagédo
genética entre as populacdes. Em espécies que apresentam dispersdo por anemocoria, o
movimento das sementes depende da velocidade dos ventos e das caracteristicas morfologicas
das sementes. Este tipo de dispersdo inibe a diferenciacdo local, mesmo com a migracdo
sendo limitada.

Em abordagens intrapopulacionais, a EGE pode ser caracterizada pela relagdo entre
estimativa de parentesco entre os pares de individuos e as distancias fisicas (geograficas) entre
eles (Loiselle et al., 1995;. Rousset, 2000; Hardy, 2003a), auxiliando na detec¢do de

individuos aparentados e permitindo inferir sobre o alcance do fluxo génico e o tamanho do



grupo de vizinhanga, informagdes que sdo importantes para a gestdo de programas de
conservacao (Collevatti et al., 2010).

A forca da EGE pode ser medida como a taxa de diminui¢do da similaridade genética
com a distancia geografica. Considera-se que uma variavel apresenta autocorrelacio espacial,
quando os valores da varidvel de interesse observados em pares de locais distanciados entre si
sdo mais similares (autocorrelacdo positiva) ou menos similares (autocorrelagdo negativa) do
que o esperado para pares de observagdes associados ao acaso (Legendre, 1993).

As téenicas moleculares aliadas as técnicas de autocorrelacdo espacial possibilitaram o
aprimoramento dos métodos de andlise e permitiram a estimativa do fluxo génico aparente
dentro e entre popula¢des, com base na EGE entre plantas (Epperson, 2003; Fenster et al.,
2003; Vekemans & Hardy, 2004; Diniz Filho ef al., 2008). Os marcadores microssatélites sao
eficientes para este tipo de analise, pois apresentam um padrido de heranca co-dominantes e
tem sido utilizados para responder questdes acerca do tamanho efetivo da populagdo, estrutura
genética, taxa de migragdo, sistemas de acasalamento e conservagdo de recursos genéticos

(Wright & Bentzen, 1994; Brondani et al., 2003).



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Caracterizar a variabilidade genética existente em regides microssatélites do genoma
de Tibouchina papyrus e avaliar a estrutura genética espacial nas subpopulagdes disjuntas de

Tibouchina papyrus com ocorréncia restrita ao cerrrado rupestre.

2.2 Objetivos Especificos

- Descrever a variabilidade genética existente nos individuos de cada uma das trés areas de
ocorréncia da espécie Tibouchina papyrus;

- Verificar se a variabilidade genética esté estruturada entre e dentro das subpopulagdes;

- Estimar a divergéncia genética entre as trés subpopulacdes;

- Estimar o fluxo génico aparente entre as trés subpopulagdes;

- Avaliar se existe padrio espacial na variabilidade genética intrapopulacional;

- Verificar se hd formagdo de grupos de vizinhanca do ponto de vista genético entre os

individuos dentro de cada subpopulagao.



3. HIPOTESES

1. Considerando que as subpopula¢des de Tibouchina papyrus sdo grandes, a polinizagdo ¢
realizada por abelhas do género Bombus sp e a floragio € assincrOnica, espera-se uma elevada
ocorréncia de fecundacdo cruzada, portanto existe uma alta variabilidade genética para a

espécie T. papyrus;,

2. Devido ao fato da area de ocorréncia da espécie 7. papyrus ser restrita a somente trés
localidades disjuntas (Serra dos Pirineus, Serra Dourada e Serra de Natividade), elevados
niveis de estruturagdo na variabilidade genética serdo encontrados e consequentemente uma
alta divergéncia genética entre as subpopulagdes; Sendo assim, € provavel que ndo haja fluxo

génico atual entre essas subpopulagdes de 7. papyrus;

3. Com base no padrdo de dispersdo de sementes anemocorico de 7. papyrus, hd uma
estruturagdo genética espacial intrapopulacional fraca ou inexistente, ja que este tipo de

dispersdo inibe a formagao de grupos aparentados, mesmo com a migragdo sendo limitada.



4. METODOLOGIA

4.1 Coleta

A coleta do material foi realizada nas areas de ocorréncia registradas para a espécie
Tibouchina papyrus: Serra dos Pirineus e Serra Dourada, ambas localizadas no Estado de
Goias, e Serra de Natividade, que estd localizada no Estado do Tocantins (Figura 2). Sobre os
afloramentos rochosos, a cobertura das Serras ¢ composta por campo rupestre, um tipo de
vegetacdo complexa, rica em espécies, onde predominam as formagdes herbaceo-arbustivas,
com solos rasos e pobres em nutrientes (Alves & Kolbek, 2010).

As duas subpopulagdes localizadas no Estado de Goias estdo presentes no Parque
Estadual da Serra dos Pirineus (extensdo de aproximadamente 28.333 hectares) e Parque
Estadual da Serra Dourada (area aproximada de 30.000 hectares).

Nas subpopulagdes Serra dos Pirineus e Serra Dourada, tentou-se fazer uma
representacdo maxima, amostrando folhas de todas as plantas que era possivel a realizacdo da
coleta. Devido a grande quantidade de individuos da espécie na Serra de Natividade, cerca de
1.000 no total, nem todas as plantas observadas no local foram amostradas. Nessa
subpopulac¢io os individuos estdo divididos em dois grupos, um localizado sob a Serra (560 m
de altitude) e outro abaixo dela (300 m de altitude), assim, foram amostradas 96 plantas de
cada grupo. Para todos os individuos amostrados foram determinadas as coordenadas
geograficas pelo Sistema de Posicionamento Global — GPS (Figuras 3, 4, 5 e 6). No total
foram coletadas folhas de 474 individuos (Tabela 1). As folhas coletadas foram depositadas
em sacos de papel pardo, identificados com o nimero da planta e sua subpopulagio de
origem. Posteriormente, as amostras foram acondicionadas em caixas de isopor com gelo,

para o transporte até o laboratorio.

Tabela 1. Caracterizagdo das trés subpopula¢des amostradas de Tibouchina papyrus.

Localidade Numero de arvores amostradas Latitude (S) Longitude (W) Altitude (m)

Serra dos Pirineus 216 16°03° 58”  50°10° 22~ 990
Serra Dourada 66 15°47 44>  48°49° 57~ 1010
Serra de Natividade 192 11°40° 08”  47°41° 517 330 ¢ 560

Total 474
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Figura 3. Distribui¢do espacial dos individuos de Tibouchina papyrus amostrados na

subpopulagdo de Serra dos Pirineus.
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subpopulagdo de Serra de Natividade.
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4.2 Obtencdo dos dados genéticos

O trabalho foi realizado no Laboratorio de Genética & Biodiversidade, da
Universidade Federal de Goias, em Goiania, GO. A extragdo do DNA total foi realizada a
partir de tecido foliar, conforme o protocolo de extragdo de DNA proposto por Doyle &
Doyle (1987) e descrito por Ferreira & Grattapaglia (1998) (Apéndice 1). Apos a extragdo, o
DNA foi quantificado e diluido para a concentracdo de trabalho de aproximadamente
2,5ng puL™.

Para a amplificag¢do via PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase) com o DNA de cada
individuo, foram utilizados 10 pares de iniciadores para regides microssatélites polimorficas,
desenvolvidos para a espécie (Telles ef al., 2010) (Tabela 2). As reacdes foram realizadas a
partir de um coquetel com volume final de 15 pL (Tabela 3) e o programa de termociclagem
foi utilizado com os seguintes passos: (1°) Desnaturagdo do DNA a 94°C por 5 minutos; (2°)
94°C por 1 minuto; (3°) temperatura especifica de anelamento do iniciador por 1 minuto; (4°)
Extensdo da molécula pela enzima Tag DNA polimerase a 72°C por 1 minuto; (5°) 30 ciclos
seguindo do 2° ao 4° passo; (6°) Passo final de extensdo de 7 minutos a 72°C para finalizar os

produtos amplificados.

Tabela 2. Relacdo dos pares de iniciadores de regides microssatélites utilizados e suas

caracteristicas.
Loco MR Sensu Anti-sensu T. AVA*
Tpap 4 (ATA), AATGTCAGTCGAAGGCTGGT ATTTGCATGCTCATTTGGTT 54 136/151
Tpap 5 (GTT) 5 CGCTGCCTTCTTTACGATTC CTAACCCCACGCCAGATTT 58  348/351
Tpap 6 (TAA), CAAGCGCATAAACATAAACT  ACAAAACCAAGAAATTGCGG 56  137/143
Tpap 8 (CGG)s TAGCGGGAGATCATTCCAAG  GGTAGGTGCAGAGCATGTGA 68  221/236
Tpap 12 (GA) CCGACGGGGTCATTTTATTA  AAAGTCGGGTCAATCGTGTC 60  151/175
Tpap 15 (TGC)s  GACTAGCGGATGGAAATGGA  GGGCAAACAAGGTGAGGATA 66  224/227
Tpap 16 (AAAT); CACCAAAATGAGGGAGGAAA  CCATCAATCCTTGTTGTCCC 58 257/261
Tpap 17 (AGAAGG); GGAGGATGGTGATAGGGGTT  ATGCTAACGAACAACCCGAC 65 242/254
Tpap 18 (AGTC);  CCACGTCACTCGATTACCCT CAAGGGACTTTTGGTTTCCA 64  188/192
Tpap 19 (ACC) s TGGAAACCAAAAGTCCCTTG AGAGAGAGAGAGGACTGGTGGA 54  124/127

*T,: temperatura de anelamento; AVA: amplitude de variagdo do tamanho dos alelos
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Tabela 3. Protocolo da reagdo em cadeia da polimerase (PCR).

Reagentes Concentracio Volume (ul) Concentracio final

H,0 MilliQ autoclavada - 1,4 -

DNA ~2,5ng/uL 5 12,5 ng
Iniciadores (foward/reverse) 0,9mM 43 0,26 mM
BSA (Albumina bovina) 25mg/mL 1,3 2,16 mg
Tampio da enzima 10x 1,5 1X

dNTP's 2,5 mM 1,3 216 mM
Tag-polimerase 5 unidades/ pL 0,2 lu

Total - 15

Os fragmentos amplificados foram separados em gel desnaturante de poliacrilamida na
concentragcdo de 6%, com o sistema de eletroforese vertical utilizando 90 watts por cerca de
uma hora e meia, com tampao TBE 1X. A coloracdo do gel foi realizada segundo o protocolo
de Creste et al. (2001) e apos a secagem das placas o tamanho de cada alelo foi determinado
por comparagdo com marcador de peso molecular padrdo 10 pares de bases (10 pb ladder
Invitrogen®). O loco Tpap5 por apresentar alelo de tamanho maior que 330 pares de bases o
tamanho de cada alelo foi determinado por compara¢do com marcador de peso molecular
padrdo 50 pares de bases (50 pb ladder Invitrogen®). Apds a genotipagem de todos os
individuos, a confirmag¢do de cada um dos alelos foi realizada a partir de uma nova

eletroforese, contendo uma amostra de todos os alelos existentes.

4.3 Anadlise estatistica

4.3.1 Caracterizacdo da variabilidade genética

Foram estimados os seguintes pardmetros genéticos basicos: niimero médio de alelos
por loco, freqliéncias alélicas e genotipicas, heterozigosidade esperada sob condi¢des do
equilibrio de Hardy-Weinberg (He) e heterozigosidade observada (Nei 1973). A fim de
conhecer o poder de discriminacdo individual dos locos, também foram estimadas as
probabilidades de identidade genética (I) (Paetkau er al., 1995) e de exclusdo de paternidade
(Q) (Weir, 1996), para cada loco e para o conjuntos de locos.

O numero médio de alelos por loco foi obtido pela divisdo do numero total de alelos

pelo nimero total de locos. A heterozigosidade média observada (H,) foi obtida pela razio
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entre o niamero total de heterozigotos e o numero de individuos. Para a sua obten¢do, as
propor¢des obtidas para cada loco foram somadas e divididas pelo nimero total de locos
polimérficos:

H =1- ZPH , onde Pii ¢ a freqiiéncia dos genotipos homozigotos.

A heterozigosidade esperada (H.) foi obtida a partir das freqii€ncias alélicas, segundo

as freqiiéncias genotipicas esperadas, conforme equilibrio de Hardy-Weinberg, de acordo com

Nei (1973):
,onde z é o nimero de individuos, » € o niimero de locos, k£

¢ o numero de alelos no loco i e p; € a freqiiéncia do j-ésimo alelo do i-ésimo loco.
A Probabilidade de Exclusdo de Paternidade (PE), que se refere a probabilidade de se

excluir uma falsa paternidade ¢ calculada por loco 0,):

> 1 ) ; -
L= u T Fu -5 v - u v ’ n
0, =>p.0-p,) ZZZP p2(4—3p, —3p,)» © generalizando para todos os locos, tem

u
u  vEu

se que QO zl—H(l—QL). Sendo p, as frequéncias alélicas do loco u na populacdo ¢ Q a
L

probabilidade de que pelo menos um loco do sistema permita a exclusdo de um dos provaveis
pais.

A Probabilidade de Identidade (PI), que ¢ a probabilidade de dois individuos
escolhidos aleatoriamente em uma populagdo terem genotipo idéntico, foi calculada segundo
n (Zaf —-a, )— 2n’ (a3 +2a, )+ n(9a2 + 2)— 6

(n—l)(n—2)(n—3)

nimero de amostras, a; ¢ dado por: Z p} , em que p; ¢ a frequéncia do j-ésimo alelo
J

Paetkau et al. (1998) em que: Pl =

na qual, n é o

calculado por loco e multiplicada para todos os locos.

Foi feita a verificagdo da existéncia de alelos privados em cada subpopulagio.
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4.3.2 Estrutura genética entre subpopulagoes

Os coeficientes de Wright (1951) (0, F e f) foram estimados conforme proposto por
Weir & Cockerham (1984), pela analise de varidncia das freqiiéncias alélicas. A significancia
estatistica desse teste foi obtida a partir de randomizagdes e foi utilizada a correcdo de
Bonferroni (Goudet ef al. 1996).

O indice de fixacdo ou coeficiente de endogamia que estima a deficiéncia ou excesso
de heterozigotos ¢ calculado com base nas heterozigosidades esperada e observada (Werr,
1996). Por sua vez, F também ¢ um coeficiente de endogamia de Wright, porém envolvendo
todos os individuos da espécie, representada pelo conjunto de todas as subpopulacdes, assim,
F ¢ um estimador de correlagdo entre genes dentro de individuos (Cockerham & Weir, 1993).
O estimador 0 ¢ uma medida de diferenciagdo entre subpopula¢des e ¢ conseqiiéncia da
correlagdo entre genes de diferentes individuos na mesma subpopulacdo (Weir & Cockerham,
1984, Cockerham & Weir, 1993), a propor¢do da variabilidade genética medida pelo 0, foi
estimada par a par entre as trés subpopulagdes.

De acordo com o modelo stepwise mutation, a maioria das mutagdes que ocorrem em
marcadores microssatélites envolve a adicdo ou subtragdo de uma unidade de repeticdo (Ohta
& Kimura, 1973; Valdes et al., 1993). Sendo assim, a diferenciacdo genética entre as
populacdes também foi estimada pelo Rsr (Slatkin, 1995), um andlogo ao 0, baseado neste
modelo de mutacdo e obtido pela andlise de variancia do tamanho dos alelos.

A partir do valor de 6 foi obtido uma estimativa indireta do fluxo génico entre as trés
subpopulagdes pela equacdo de migragdo de Wright, 1951, que equivale ao numero de

migrantes por geragdo (Nm):

[I—IJ
Nm:FL

4
O Fgsr foi substituido pelo 0, conforme sugerem Cockerham & Weir (1993).
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4.3.3 Estrutura genética espacial intrapopulacional

A caracterizacdo da distribui¢do espacial dos gendtipos dentro das subpopulagdes foi
realizada a partir do coeficiente de parentesco Fij, (estimador J. Nason) com base em Loiselle
et al. 1995, entre plantas dentro das classes de distincia, as classes de distdncia foram
determinadas de forma que todas representassem um niimero aproximado de pares de pontos
(Tabela 4). Este método se baseia na probabilidade de se amostrarem aleatoriamente dois
alelos em dois individuos e eles serem idénticos por descendéncia. Os valores de Fij foram

computados conforme descrito a seguir:
Fij = Z {Z a[z ciz cj(xlcia - Plaxxlcja - Pla)/ Z ciz g 1) + Za(ﬁla(l - l’la)/(”l - 1)):|/Z 1 Z a(Pla(l - Pla))

onde, X € uma variavel indicadora (xii;= 1 se o alelo no cromossomo ¢ do loco / do
individuo i € a, caso contrario X.i;= 0), pia € a freqii€éncia de um alelo no loco /, na amostra de
referéncia, n; ¢ o nimero de genes definidos numa amostra do loco / (o nimero de individuos
vezes o nivel de ploidia menos o nimero de alelos missing), e > . representa a soma dos
cromossomos homoélogos do individuo i. Aqui, o termo envolvendo (#; — 1) € uma correcio
do viés de amostragem.

Para testar a estrutura do parentesco, foi realizada uma regressao linear dos valores de
Fij em fungdo da distancia espacial entre os individuos. O intervalo de confianca dos valores
dos valores de foi Fij estimado por jackknife sobre os locos e também foi realizado teste com
10.000 permutagdes para verificar a significdncia do parentesco em todas as classes de
distancia e da regressdo.

A forca da estrutura genética espacial foi quantificada usando o pardmetro

S, =b/(F, —1), onde F; € o coeficiente médio de parentesco entre os individuos da primeira

classe de distancia e b ¢ a inclinacdo da regressdo (Vekemans & Hardy, 2004). A dispersdo de
sementes foi estimada com base na vizinhanga genética (Nb) utilizando a inclinagdo da
regressdo b e o Fjj (Nb = (F;- 1)/b ou Nb = 1/S,) seguindo Vekemans and Hardy (2004). As
distribui¢des de freqii€éncias das distancias par a par das trés subpopulacdes foram comparadas

pelo teste Kolmogorov-Smirnov.
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Tabela 4. Classes de distancia utilizadas para andlises de estrutura genética espacial

intrapopulacional das trés subpopulagdes de Tibouchina papyrus.

Classes de Distancia (m)

Subpopulacées 1 2 3 4 5§ 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Serra dos Pirineus 50 90 210 410 600 800 1000 1500 2000 3000 4000 4700

Serra Dourada 70 110 210 350 1000 1500 1750 2000 2200 2600
S. Natividade 20 50 70 100 130 150 220 400 1100 1150 1200 1300

4.3.4 Programas utilizados

Para o calculo das estatisticas descritivas e diversidade de Nei que foram estimadas
por loco e para as subpopulag¢des foi utilizando o programa FSTA 2.9.3 (Goudet, 2002). As
estatisticas-F e de Rgy também foram realizadas no programa FSTAT 2.9.3.

Para avaliar se a diferenca entre os valores de 0 e Rgr € significativa, foram realizadas
estimativas da média e do erro padrdo por jackknife dos dois valores no programa SPAGeDI
1.2 (Spatial Pattern Analysis of Genetic Diversity) (Hardy & Vekemans, 2002).

A existéncia de alelos privados nas subpopulacdes foi determinada utilizando o
programa GDA (Genetic Data Analysis) (Lewis & Zaykin, 2002).

As andlises de Probabilidade de Exclusio de Paternidade e Probabilidade de
Identidade foram realizadas utilizando o programa Identity 1.0 (Wagner & sefC, 1999).

O programa SPAGeDI 1.2 (Spatial Pattern Analysis of Genetic Diversity) (Hardy &
Vekemans, 2002) também foi utilizado para verificar a existéncia de estrutura genética
espacial em cada subpopopulacio.

A confecgdo dos correlogramas foi realizada no programa STATISTICA 7.1.

O teste Kolmogorov-Smirnov foi calculado no programa SYSTAT® Software, Inc.

2007.
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5. RESULTADOS

5.1 Caracterizagdo da variabilidade genética

Para os dez locos analisados, o niimero total de alelos foi igual a 34, variando entre 2 e
9 com uma média de 3,4 alelos por loco. A amplitude de variagdo no tamanho dos alelos em
pares de base foi observada entre 124 a 351. Os valores de heterozigosidade esperada (He) e
observada (Ho), considerando o conjunto de locos foram iguais a 0,402 e 0,140 (Tabela 5). As
probabilidades combinadas de identidade (I) ¢ de exclusdo de paternidade (Q) foram iguais a
0,00007 e 0,918, respectivamente (Tabela 5).

A analise de alelos privados revelou a presenca de 19 alelos privados em 7 dos locos
analisados, representando 55,88% do total de alelos em 70% dos locos. A subpopulagdo da
Serra Dourada foi a que apresentou o maior numero de alelos privados, totalizando 9 alelos
privados, sendo 6 deles pertencentes ao loco Tpapl2; a subpopulacdo da Serra dos Pirineus
foi a que apresentou o menor numero de alelos privados, com apenas 2 alelos presentes em

dois locos diferentes (Tabela 6).

Tabela 5. Relacdo dos locos com seus respectivos nimeros de individuos analisados (N),
heterozigosidade esperada (He), observada (Ho), probabilidade de identidade (I) e
probabilidade de exclusdo de paternidade (Q).

Locos N Na He* Ho* | Q

Tpap4 446 4 0,671 0,128 0,16516 0,412
Tpap5 468 2 0,160 0,119 0,71860 0,073
Tpap6 453 2 0,110 0,068 0,79789 0,052
Tpap8 421 5 0,671 0,382 0,15104 0,436
Tpapl2 459 9 0,601 0,316 0,21848 0,349
Tpapl5 460 2 0,278 0,045 0,56074 0,119
Tpapl6 473 2 0,391 0,186 0,44744 0,157
Tpapl7 467 3 0,395 0,139 0,40222 0,205
Tpapl8 464 2 0,245 0,000 0,60128 0,107
Tpapl9 474 2 0,499 0,126 0,37614 0,186

Global - 3.4 0,402 0,140 7,1x10° 0,918

*Valores significativos p<0,0017, correcdo de Bonferroni para o valor nominal de 0,05.
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Figura 6. Distribui¢do das frequéncias alélicas nos locos Tpap4 (a, b, c¢) e Tpap5 (d, e, f) nas

trés subpopulagdes de Tibouchina papyrus.
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Figura 7. Distribui¢do das frequéncias alélicas nos locos Tpap6 (a, b, ¢) e Tpap8 (d, e, f) nas

trés subpopulagdes de Tibouchina papyrus.
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Figura 8. Distribuicdo das frequéncias alélicas nos locos Tpapl12 (a, b, ¢) e Tpapl5 (d, e, f) nas

trés subpopulagdes de Tibouchina papyrus.
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Figura 9. Distribui¢do das frequéncias alélicas nos locos Tpapl6 (a, b, c) e Tpapl7 (d, e, f) nas

trés subpopulagdes de Tibouchina papyrus.
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Loco Tpap18 - Serra dos Pirineus Loco Tpap19 - Serra dos Pirineus
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Figura 10. Distribui¢do das frequéncias alélicas nos locos Tpapl8 (a, b, ¢) e Tpapl9 (d, e, f)

nas trés subpopulagdes de Tibouchina papyrus.
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Tabela 6. Relacdo dos locos que apresentaram alelos privados, com os respectivos alelos

privados, a subpopulagdo na qual o alelo esta presente e sua freqiiéncia alélica.

Subpopulacées
Frequéncias Alélicas
Alelos Serra de
L . rra Pirin rra Dourada . .
oco Privados Se dos eus Se ourad Natividade
Tpap4 136 1,000 - -
139 - 1,000 -
148 - - 0,758
151 - - 0,241
Tpap 6 143 - 0,420 -
Tpap 8 221 - - 0,477
227 - - 0,068
236 0,355 - -
Tpap 12 151 - - 0,728
163 - 0,189 -
165 - 0,303 -
167 - 0,007 -
171 - 0,015 -
173 - 0,007 -
175 - 0,030 -
Tpap 16 161 - - 0,659
Tpap 17 248 - - 0,251
254 - 1,000 -
Tpap 18 192 - - 1,000

5.2 Estrutura e divergéncia genética entre subpopulacées

O niimero médio de alelos, por subpopulagio, variou entre 1,5 na Serra dos Pirineus e
2,1 na Serra Dourada (Tabela 7). Foram encontrados valores de (f) significativos nas
subpopulagdes Serra dos Pirineus e Serra Dourada, o que sugere que existe endogamia, ou
seja, nao existe panmixia dentro dessas subpopulagdes. Na subpopulagdo da Serra de
Natividade foi observado valor de (f) ndo significativo, ou seja, as freqiiéncias alélicas estdo
seguindo as propor¢des esperadas para o equilibrio de Hardy-Weinberg dentro dessa

subpopulagdo.
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Tabela 7. Variabilidade genética nas trés subpopulacdes de Tibouchina papyrus, baseada em
dez marcadores microssatélites. (N) numero de individuos; (A) nimero médio de alelos;

heterozigosidade esperada (He), heterozigosidade observada (Ho) e indice de fixagado (f).

Populacio N A He Ho f
Serra dos Pirineus 216 1,5 0,205 0,155 0,246
Serra Dourada 66 2,1 0,357 0,280 0,216
Serra de Natividade 192 1,8 0,409 0,386 0,057™

N = Nio Significativo, p > 0,00167, corre¢do de Bonferroni para o valor nominal de 0,05.

O valor global de F foi significativo e igual a 0,748, sugerindo que a variabilidade
genética deve estar estruturada nas trés subpopulagdes. O valor global obtido para 0 foi
significativo e igual a 0,712, variando nos locos entre 0,114 (Tpap 5) e 1 (Tpap 18), indicando
uma elevadissima diferenciacdo genética entre essas subpopulacdes. O valor global de Rgr foi
igual a 0,831. No entanto, para a maioria dos locos, os valores de Rgr foram semelhantes ou
iguais aos valores de 0, ndo diferindo significativamente entre eles (Figura 12). O nlimero de

migrantes por geracdo (Nm), estimado a partir do valor de 0, foi igual a 0,102.

Tabela 8. Andlise de variancia das frequéncias alélicas e analise de variancia do tamanho dos

alelos para os locos microssatélites em trés subpopulac¢des de Tibouchina papyrus.

Loco f 0 F Rst
Tpap 4 0,810 0,855 0,872 0,989
Tpap 5 0,253 0,114 0,286 0,114
Tpap 6 0,380 0,504 0,501 0,504
Tpap 8 0,430 0,393 0,517 0,562
Tpap 12 0,474 0,513 0,579 0,739
Tpap 15 0,836 0,898 0,893 0,898
Tpap 16 0,525 0,654 0,646 0,654
Tpap 17 0,647 0,728 0,747 0,907
Tpap 18 1,000 1,000 1,000 1,000
Tpap 19 0,975 0,976 0,984 0,976
Global 0,652 0,712 0,748 0,831

Correcdo de Bonferroni para o valor nominal de 0,05.
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Figura 11. Comparagdo entre os valores globais estimados para Rsr e 0 pela analise das médias

e desvio padrao.

A andlise de divergéncia genética (0) par a par entre as subpopulagdes indicou que as
subpopulagdes Serra dos Pirineus e Serra de Natividade sdo as mais similares geneticamente,
exibindo um valor de 0 igual a 0,655. O maior valor de 0 encontrado foi entre as

subpopulagdes de Serra dos Pirineus e Serra Dourada (0,843) (Tabela 9).

Tabela 9. Divergéncia genética (0) entre as trés subpopulacdes de Tibouchina papyrus.

Serra dos Pirineus Serra Dourada Serra de Natividade
Serra dos Pirineus 0,000
Serra Dourada 0,843 0,000
Serra de Natividade 0,655 0,691 0,000
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5.3 Estrutura genética espacial intrapopulacional

A frequéncias de distribuigdo espacial par a par dos individuos amostrados diferiu
significativamente entre as trés subpopulagdes (Figura 13). Para Serra dos Pirineus, a
distancia média entre as arvores ¢ igual a 1.775 m (SD = 1.235 m) e a maioria dos individuos
exibiu uma distancia par a par menor que 2.000 m e a maior distancia par a par observada foi
acima de 4.000 m. Para Serra Dourada a distdncia média entre as arvores foi 1.030 m (SD =
840 m), exibindo uma distribui¢do menos agregada dos individuos, diferente das outras
subpopulagdes. Os individuos da Serra de Natividade apresentaram distribuicdo mais

agregada do que as outras duas subpopulagdes, com média igual a 650 m (SD = 487,5 m).
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Figura 12. Distribui¢@o das distancias par a par entre individuos das trés subpopulacdes de 7.

papyrus (Teste Kolmogorov-Smirnov p < 0,001).

O correlograma obtido para os individuos da Serra dos Pirineus (Figura 14) apresentou
um padrio clinal de EGE fraco, mas exibindo valores positivos e significativos do coeficiente

de parentesco nas primeiras classes de distancias (at¢ 90 m) e negativos e significativos na
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ultima classe de distancia (cerca de 4000 m). Sendo assim, a analise do correlograma
completo mostra que o parentesco esta fracamente relacionado com o logaritmo de distancia
(R?=0,002; p < 0,001). Para esta subpopulagdo o tamanho do grupo de vizinhanga genética
(Ny) foi igual a 72,93 (Tabela 10).

A analise de EGE na Serra Dourada (Figura 15) revelou que o coeficiente de
parentesco diminui fortemente apds a primeira classe de distdncia (70 m), entretanto, o
correlograma total ndo apresentou um padrdo clinal, sendo o coeficiente de parentesco pouco
relacionado com o logaritmo de distancia geografica (R* = 0,003; p < 0,05). A vizinhanga
genética (Np) foi igual a 105,70 (Tabela 10).

No correlograma dos individuos da Serra de Natividade (Figura 16) apresentou um
padrao clinal com correlagdo entre o coeficiente de parentesco e distancia positiva e
significativa até a oitava classe de distincia, diminuindo fortemente apds 220 m, apresentando
correlagdo negativa e significativa nas ultimas classes. A andlise do correlograma nessa
subpopulagdo revelou que o parentesco estd relacionado com o logaritmo de distancia (R* =
0,191; p <0,001). O valor de vizinhanga genética foi 11,88 (Tabela 10).

A estrutura genética espacial intrapopulacional apresentou-se fraca para as
subpopulagdes Serra dos Pirineus e Serra Dourada, com baixos niveis de Sp. A andlise da

Serra de Natividade foi a que revelou o maior valor de Sp(0,0841) (Tabela 10).
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Figura 13. Correlograma entre coeficiente de parentesco e classe de distncia de individuos
da Serra dos Pirineus. As linhas pontilhadas indicam o intervalo de confianga (95%; 10.000

permutagdes).
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Figura 14. Correlograma entre coeficiente de parentesco e classe de distancia de individuos
da Serra de Dourada. As linhas pontilhadas indicam o intervalo de confianga (95%; 10.000

permutagdes).
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Figura 15. Correlograma entre coeficiente de parentesco e classe de distdncia de individuos
da Serra de Natividade. As linhas pontilhadas indicam o intervalo de confianga (95%; 10.000

permutagdes).

Tabela 10. Comparacdo da estrutura genética espacial intrapopulacional e vizinhanga
gendtica entre as trés subpopulagdes. F; — valor de Fij (intra grupo); b — inclinagcdo da
regressdo; S, — parametro de for¢a da estrutura genética espacial; N, — vizinhanga genética.

Subpopulacées Fr* b* S, Np
Serra dos Pirineus 0,060 £0.069 -0,0129 0,0137 72,93
Serra Dourada 0,072 £ 0,030 -0,0089 0,0095 105,70
Serra de Natividade 0,143 + 0,064 -0,0721 0,0841 11,88

* Valores significativos; p < 0,05.
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6. DISCUSSAO
6.1 Variabilidade e estrutura genética

De uma maneira geral o numero de alelos observados foi relativamente baixo,
considerando o que deve ser esperado para locos microssatélites que sdo potencialmente
multialélicos (Goldstein & Schlotterer, 2001; Ellegren, 2004). Entretanto, esta pequena
quantidade de alelos pode estar relacionada com o tamanho das regides microssatélites que
estdo sendo avaliadas nesses locos. Geralmente os locos que apresentam um nimero maior de
repeticdes tendem a apresentar um maior numero de alelos (Weber, 1990), o que sugere que
em regides microssatélites mais longas espera-se que a mutagdo ocorra com maior frequéncia
do que em regides microssatélites menores (Harr & Schlétterer, 2000; Ellegren, 2000). Isso foi
observado para Tibouchina papyrus, onde os dois locos mais polimorficos (Tpapl2 e Tpap8)
também sdo os locos que possuem maior numero de repeticdes (seis).

Por outro lado, se for considerado o tamanho dos motivos de repeticdo destas regides,
que na sua maioria s3o trinucleotideos, seria esperado um maior nimero de alelos, uma vez
que espera-se altas taxas de mutacdo em motivos menores (Ellegren, 2004). No entanto,
existem muitos modelos de mutacdo para essas regides microssatélites do genoma (Ellegren,
2004) e a variagao diferente do esperado em funcdo do tamanho, também tem sido observada
em locos microssatélites de alguns outros organismos (Van Oppen et al., 2000), tais como
Salmonideos (Angers & Bernatchez, 1997) e a espécie de formiga Camponotus consobrinus
(Crozier et al., 1999).

A probabilidade de exclusio de paternidade (Q), que se refere a probabilidade de
excluir uma falsa paternidade apresentou valor combinado igual 0,918, que pode ser
considerado de moderado a alto (Moreira et al., 2009), pois trata-se de um valor que mede o
poder de exclusdo do sistema, por exemplo, um teste de paternidade, cujo valor ideal ¢ de
0,99999 (Collevatti et al., 1999; Oliveira et al., 2006). Outra medida importante em analises
de vinculo genético ¢ a probabilidade de identidade (I), que ¢ a probabilidade de dois
individuos escolhidos ao acaso em uma populagdo possuirem genétipos idénticos. A (I)
apresentou uma probabilidade de identidade combinada igual a 7,1x10”, valor considerado

bom para este tipo de andlise, isso porque a probabilidade de identidade combinada deve ser
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praticamente nula para demonstrar que o microssatélite € um 6timo marcador para discriminar
os individuos (Collevatti et al., 1999).

Sabe-se que a presenca de alelos privados em algumas populagdes pode ser indicativa
de restricdo ao fluxo génico (Slatkin, 1985). O elevado numero de alelos privados encontrado
para T. papyrus, provavelmente estd relacionado com este fato, uma vez que a mesma
apresenta uma distribuicdo extremamente disjunta e restrita a apenas trés localidades distantes
geograficamente a ponto de ndo ser possivel a existéncia de fluxo génico atual. Sendo assim,
espera-se uma elevada divergéncia genética entre as subpopulagdes, causada pela atuagdo da
deriva genética ao longo de sucessivas geragdes. De fato, foram encontrados elevados valores
de distancia genética entre as subpopulacdes de 7. papyrus analisadas.

Segundo Loveless & Hamrick (1984), fatores ecologicos afetam a reproducdo e a
dispersdo e sdo particularmente importantes na determinagdo da estrutura genética. Os
padrdes de estruturacdo genética dentro e entre as subpopulagdes de 7. papyrus mostram-se
congruentes com as caracteristicas ecoldgicas da espécie. 7. papyrus ¢ considerada como uma
planta autocompativel, o que pode resultar em niveis mais elevados de endogamia. Os valores
significativos encontrados nas subpopulacdes da Serra dos Pirineus e Serra Dourada
indicaram que as freqiiéncias alélicas na subpopulacdo ndo estdo seguindo as proporgdes
esperadas para o equilibrio de Hardy-Weinberg, ou seja, existe endogamia dentro dessas
subpopulagdes. O valor de f ndo significativo na subpopulag¢do de Serra de Natividade revela
que ndo existe diferenca significativa entre os valores de heterozigosidade esperada e
observada, o que indica que as freqiiéncias alélicas na subpopulagdo estdo seguindo as
proporgdes esperadas para o equilibrio de Hardy-Weinberg, ou seja, o acasalamento ocorre ao
acaso dentro da subpopulagdo. O valor de f encontrado na Serra de Natividade provavelmente
¢ resultado do tamanho populacional, ja que esta subpopulagdo apresenta um grande numero
de individuos, o que pode evitar a ocorréncia de acasalamento entre individuos aparentados.

O aumento da endogamia pode ocasionar reducdo dos valores adaptativos (fitness)
individuais e adaptabilidade populacional, causando redugdo nas taxas de reproducdo e
aumento nas taxas de mortalidade (Eckert et al., 2008) e, consequentemente, podem levar
estas duas subpopulacdes a extingao.

O indice de fixagdo total (F) foi igual a 0,748 e significantemente diferente de zero, o
que indica uma preferéncia de cruzamentos dentro das subpopulacdes em relacdo aos

cruzamentos entre as subpopulagdes (fluxo génico), que ¢ decorrente da distribui¢do ndo
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aleatoria dos alelos entre as subpopulagdes, ou seja, héd estruturagcdo da variabilidade genética.
De acordo com Wright (1951), valores de 6 entre 0 e 0,15 indicam fraca diferenciagdo
genética, valores entre 0,15 e 0,25 indicam diferenciagdo moderada e valores acima de 0,25
indicam grande diferenciagdo. Sendo assim, as subpopulagdes de 7. papyrus podem ser
consideradas como altamente estruturadas, com uma diferenciacdo genética muito alta entre
as trés subpopulagdes (0 = 0,712), isso significa que aproximadamente 71% da variagdo
genética encontra-se entre as subpopulagdes e, consequentemente, 29% desta variagdo ocorre
dentro das subpopulagdes.

O nimero de migrantes por geragdo (Nm) foi baixo e igual a 0,102, confirmando a
hipdtese de auséncia de fluxo génico atual. Sendo assim, como o valor de Nm foi menor que
1, espera-se que os efeitos da migracao (fluxo génico) ndo sejam suficientes para contrapor os
efeitos da deriva genética (Wright, 1951), favorecendo, assim, um aumento na divergéncia
genética entre as subpopulagdes. De acordo com Smouse & Sork (2004), o valor do fluxo
génico estimado a partir da divergéncia genética reflete o fluxo que ocorreu durante um longo
periodo. Portanto, o fluxo génico atual entre as trés subpopulagdes da espécie 7. papyrus deve
ser ainda menor, ja que elas estdo geograficamente isoladas.

Quanto as estimativas de 0 e Rgr, verificou-se que ndo houve diferenga significativa
entre os dois valores, o que também foi encontrado para outras espécies de plantas tropicais
(Loveless et al., 1998; Lemes et al., 2003; Zucchi et al., 2003; Soares et al., 2009). Segundo
Hardy et al. (2003b) quando os valores de 0 e Rsy ndo se diferem (0 = Rgr) indica que o
tamanho dos alelos ndo contribui com informagdes sobre a diferenciag@o entre populagdes.

O padrao de alto nivel de diferenciacdo entre as subpopulagdes observado para T.
papyrus ndo ¢ o comumente encontrado para outras espécies de plantas (Collevatti et al.,
2001; Lemes et al., 2003; Zucchi et al. 2003; Moreira et al., 2009). No entanto, a maioria
dessas espécies avaliadas apresenta uma distribuicdo geografica mais ampla. Rossi ef al.,
2009, estudaram a espécie Psychotria ipecacuanha que também apresenta distribui¢do
disjunta, ¢ encontraram alto valor de diferenciagdo similar ao da espécie 7. papyrus (0° =
0,683).

As subpopulagdes mais proximas geograficamente (Serra dos Pirineus e Serra
Dourada), que estdo distantes 170 km apresentaram o maior valor de 0 (0,843), enquanto que
as subpopulagdes (Serra dos Pirineus e Serra de Natividade) que estdo a uma distancia de 520

km apresentaram o menor valor de 0 (0,655). As subpopulacdes que estdo mais distantes
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geograficamente, 587 km (Serra Dourada e Serra de Natividade) apresentaram o valor 0 igual
a 0,691.

Uma das hipoteses para explicar como 0s organismos que sdo intimamente relacionados,
estdo localizados, atualmente, em amplitudes amplamente difundidas geograficamente ¢ que
seus ancestrais ocorreram em partes da crosta terrestre que antes eram unidas, mas
posteriormente se separaram (Brown & Lomolino, 2006). Marcadores do genoma nuclear
sofrem recombinagdo, fator que impede a detec¢do de eventos demograficos mais antigos.
Sabendo que eventos histdricos como expansdo, fragmentagdo e efeito gargalo, sdo fatores
determinantes da estrutura genética atual dessas subpopulagdes (Avise, 2000), torna-se
importante a avaliagdo de dados gerados também a partir do genoma cloroplastidial, pois
permita testar hipoteses biogeograficas mais especificas e verificar as influéncias de eventos
geologicos que podem ter determinada a estrutura genética atual da espécie 7. papyrus.

Dentro desse contexto, Castro e colaboradores (2010) realizaram um estudo
filogeografico da espécie 7. papyrus, a partir de andlises regides de DNA cloroplastidiais ndo
codificantes, onde foi estimado o tempo de coalescéncia entre as mesmas subpopulacdes de 7.
papyrus avaliadas neste estudo. Os resultados encontrados corroboraram com a analise de
agrupamento apresentada neste estudo. O ancestral comum mais recente divergiu em dois
clados ha cerca de 293.430 anos antes do presente, separando o grupo Serra Dourada do grupo
Serra dos Pirineus e Serra de Natividade. Recentemente, houve entdo a divergéncia entre as
subpopulagdes de Serra dos Pirineus e Serra de Natividade, aproximadamente 201.081 anos
antes do presente. A distribuicdo disjunta apresentada atualmente pela espécie 7. papyrus
deve representar uma reliquia climatica.

Criada em 1992, a CBD (Convention on Biological Diversity) apresenta a
biodiversidade como um conceito hierdrquico, composto de trés niveis primarios de
organizacdo a serem protegidos: genes, espécies e ecossistemas (MMA, 2000). Em um
contexto de conservagdo bioldgica, o nivel de fluxo génico entre populagdes de plantas da
mesma espécie ¢ importante no que diz respeito a manutencao da espécie. Segundo Frankham
et al. (2008), em espécies que apresentam baixo fluxo génico, onde as populagdes se
diferenciaram por deriva genética, essas populagdes podem ser designadas como ESUs
separadas, ainda que ndo sejam adaptativamente diferentes.

Assim, considerando a alta divergéncia genética entre as subpopulagdes de 7. papyrus

encontrada nesse trabalho e o ndo compartilhamento de haplotipos entre as subpopulagdes,
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formando assim trés grupos monofiléticos, resultado do estudo filogenético de Castro et al.
(2010), as trés subpopulagdes de 7. papyrus podem ser tratadas com trés diferentes ESUs.
Desta forma, assumem-se formas independentes para o manejo e conservagdo de cada
subpopulagdo. Assim, programas visando uma possivel restauracdo florestal devem
contemplar os genotipos de cada ESU para que a espécie mantenha o potencial evolutivo e
ndo haja comprometimento do futuro da espécie.

Duas subpopulacdes de 7. papyrus (Serra dos Pirineus e Serra Dourada) estdo
localizadas em Parques Estaduais, ainda assim ¢ uma espécie que pode ser considerada
ameacada, por apresentar endemismo & um habitat altamente instavel, que sofre altos niveis
de perturbacdo causada pelo fogo durante a estagdo seca e por modificacdes edaficas durante
a estac¢do chuvosa. Essas perturbacdes podem ser altamente varidaveis entre os habitats locais e
pode causar alteragdes subitas no tamanho da populagdo, fazendo com que o tamanho e a
densidade populacional de 7. papyrus seja muito variavel no espago ¢ ao longo dos anos
(Collevatti et al., 2010). Assim, existe a necessidade de implantacio de uma unidade de
conservagdo na Serra de Natividade, com o objetivo de prevenir a perda de uma parte

consideravel da variabilidade genética existente para a espécie.

6.2 Estrutura genética espacial intrapopulacional

A existéncia de autocorrelacdo espacial pouco intensa € plausivel para espécies que
apresentam dispersdo anemocorica pelo efeito causado pelo fluxo gé€nico a partir de sementes
dispersas em longas distancias. Segundo Kalisz et al. (2001) quando a dispersdo do pdlen é
localizada, mas a semente é dispersa a longa distancia, espera-se que ndo existira EGE. A
dispersdo de sementes pelo vento parece ser decisiva para determinagdo dos correlogramas
produzidos nas trés areas de ocorréncia de 7. papyrus, ja que o fluxo génico via semente deve
estar ocorrendo em quantidade suficiente para evitar a diferenciacdo das freqii€éncias alélicas
locais nas subpopula¢des da Serra dos Pirineus e Serra Dourada. A presenca de EGE na
subpopulacdo da Serra de Natividade se deve provavelmente a geomorfologia da Serra,
formando uma divisdo geografica dos individuos, com dois grupos isolados, um localizado
sob a Serra e o outro abaixo dela, sendo assim, a dispersdo pelo vento ndo ocorre de forma

suficiente para homogeneizar as freqiiéncias alélicas dentro dessa subpopulagio.
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Os valores de f estimados para as trés subpopulacdes ndo foram congruentes com a
analise de estrutura espacial. Os valores significativos de f encontrados nas subpopulacdes da
Serra dos Pirineus e Serra Dourada poderiam indicar que o modo de dispersdo exerce um
efeito de isolamento de distancia, onde individuos que estdo mais proximos espacialmente
apresentariam valores positivos e significativos de coeficiente de parentesco, o que ndo foi
observado nos correlogramas das duas subpopulacdes. Em Serra de Natividade o valor de f
ndo diferente de zero poderia indicar que o modo de dispersdo estad exercendo efeito
homogeneizador na variabilidade genética intrapopulacional, dificultando assim formagdo de
grupos de vizinhanga muito estruturados espacialmente, entretanto isso nao foi observado na
subpopulacgdo, ja que o correlograma revelou a presenca de estrutura genética espacial, onde
individuos que estdo mais proximos espacialmente apresentaram valores positivos e
significativos de coeficiente de parentesco.

De acordo com Bizoux ef al., 2009, a auséncia de EGE pode ser também consequéncia
direta de ambientes mais abertos (Horn ef al., 2001), o que também se aplica a espécie T.
papyrus que ocorre no cerrado rupestre, onde o vento pode promover a dispersdo de sementes
a longas distancias.

Virios estudos tém revelado EGE dentro de populagdes de espécies arboreas (Martins
et al., 2006; Bittencourt & Sebbenn, 2007; Bittencourt & Sebbenn, 2008; Born ef al., 2008;
Collevatti et al., 2010). Alguns tém relatado a existéncia de uma fraca EGE (Loiselle et al.,
1995, Jones & Hubbell, 2006; Bizoux et al., 2009; Collevatti et al., 2010), enquanto outros
ndo tém detectado a existéncia de EGE (Doligez & Joly, 1997, Epperson & Alvarez-Buylla,
1997; Gongalves et. al., 2010). Essa variacdo pode ocorrer em func¢do de diferentes fatores
ecologicos e genéticos operando nas populagdes naturais das diferentes espécies, aliados aos
diferentes métodos de amostragem espago-temporal e procedimentos de andlises estatisticas
(Smouse & Peakall, 1999; Vekemans & Hardy, 2004).

A EGE das subpopulagdes de T. papyrus, medida pela estatistica S, (valor médio =
0,035), estd entre os valores que tém sido observados para espécies de plantas, valores esses
que variaram entre S, = 0,174 para a espécie Phaseolus lunatus e S, = 0,005 para a espécie
Neolitsea sericea (Vekemans & Hardy, 2004). Os valores de S, e Nb sdo inversamente
proporcionais (Nb = 1/S,), pois quanto maior a forca da EGE, menor a vizinhanga genética, ou

seja, menor o numero de individuos que estdo se cruzando ao acaso.
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Apesar da fraca EGE intrapopulacional encontrada em duas subpopulagdes de 7.
papyrus, foi observado, baseado nos correlogramas de parentesco das mesmas, valores
positivos e significativos nas primeiras classes de distdncia, indicando algum grau de
parentesco entre os individuos que estdo mais proximos espacialmente. As distancias
representadas por estas classes fornecem uma importante informagao para o manejo dessas
subpopulagdes, pois indicam um distanciamento minimo entre os individuos a serem
amostrados. Caso exista a intencéo de coletar amostras para compor cole¢cdes de germoplasma
ou implantacdo de programas de recuperacdo de areas degradadas, essa informagdo otimiza a
amostragem com o intuito de obter maior representatividade da variabilidade genética da
espécie com o menor nimero de individuos. Segundo Diniz-Filho & Telles (2002) ¢
recomendado utilizar o intercepto do correlograma para definir o tamanho do intervalo de
distancia como critério de amostragem, evitando a coleta de individuos pertencentes a mesma

area de vizinhanga genética.
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7. CONCLUSAO

. Existe um baixo polimorfismo nas dez regides microssatélites avaliadas no genoma de

T. papyrus;

e A diferenciagdo genética encontrada entre as subpopula¢des de 7. papyrus foi muito
elevada, sugerindo auséncia de fluxo génico atual entre elas, fazendo com que cada

subpopulag¢do seja considerada uma ESU.

. Existe uma fraca EGE dentro de duas subpopulacdes de 7. papyrus, compativel com o
modo de dispersdo de sementes da espécie (anemocoria) ¢ a presenga de EGE em uma

subpopulagdo se deve provavelmente, a geomorfologia da Serra.

J O intercepto do correlograma para cada uma das subpopulacdes pode indicar o
distanciamento minimo onde torna-se mais provavel amostrar individuos menos
semelhantes geneticamente, que ¢ uma importante informagdo para o manejo das

subpopulagdes da espécie T. papyrus.

. Com base nos dados genéticos obtidos ficou evidente que as trés subpopulagdes da
espécie T. papyrus devem ser conservadas, pois cada uma contém uma quantidade de
variabilidade genética Unica que ndo ¢é compartilhada entre elas. Sendo assim,
teoricamente torna-se possivel a manutencdo do potencial evolutivo da espécie e evita a

extin¢do local nas trés tinicas regides de ocorréncia natural da espécie.
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10. APENDICES

9.1 Extracdo de DNA Vegetal

1. Primeiro verifique se todas as solugdes estdo preparadas. Ligue o banho-maria a 65°C.
Prepare trés conjuntos idénticos de tubos devidamente numerados. Anote na ata de laboratorio

a correspondéncia entre os nimeros nos tubos e a identificagdo das amostras.

2. Para cada extragdo serdo utilizados 1ml de tampao de extragdo. Calcule a quantidade total
necessaria de tampao de extracdo multiplicando o niimero de amostras + 1 (para seguranga)
por Iml. Adicione 2-mercapto-etanol a quantidade necessaria de tampao, na propor¢do de

Sul de 2-mercapto-etanol para cada mililitro de tampdo de extragdo. Mantenha o tampao de

extracdo aquecido em banho-maria a 65°C.

3. Pese 50 a 200 mg de tecido fresco para cada amostra diretamente dentro do tubo.
Quantidades em torno de 150 mg sdo geralmente ideais. Se estiver utilizando folhas, corte-as
em tiras de aproximadamente 3 a 5 mm de largura. Disponha as tiras de tecidos dentro do

tubo verticalmente de maneira a permitir a maceragao do tecido contra as paredes do tubo.

4. Adicione nitrogénio liquido em quantidade suficiente para encher o tubo. Espere até que o
nitrogénio liquido tenha baixado (20 a 30 segundos), pois assim, o tecido estard bem

congelado antes de iniciar a maceragao.

5. Macere rapidamente por uns 20 a 40 segundos até o tecido se mostrar bem pulverizado. Ao
tecido recém macerado adicione 1ml de tampao de extracdo. Ressuspenda o tecido no tampao
com o auxilio de um vortex para homogeneizar bem (se ndo homogeneizar use um palito de

dente).
6. Incube os tubos em banho-maria a uma temperatura de 65°C por um minimo de 30

minutos. Durante a incubacio, agite os tubos a cada 10 minutos para homogeneizar. Retire os

tubos do banho-maria. Deixe-os chegar a temperatura ambiente.
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7. Em capela de exaustdo, faca a primeira extragdo com solvente organico adicionando 600 pl

de CIA (cloroférmio-alcool isoamilico 24:1). Agite os tubos no vortex e depois invertendo-os

durante 5 minutos (no minimo 20 vezes) ou até fazer uma emulsdo homogénea.

8. Centrifugue os tubos em microcentrifuga a velocidade maxima (14000 rpm) durante 5

minutos.

9. Retire cuidadosamente os tubos da centrifuga, evitando perturbar a interface entre as duas

fases formadas. Pipete a fase superior (aquosa) para um novo tubo. Para acelerar esta
operagdo regule a pipeta para 180 Mle retire 3 aliquotas (~540 ”1) fixas. A fase aquosa no

novo tubo adicione 1/10 do volume (~50 “1) de uma solug¢do de CTAB 10%, 1,4 M NaCl

(solugdo bastante viscosa). Agite no vortex e misture bem durante 5 minutos até

homogeneizar a solugdo. Repita a extracdo com 600 Ml ge c1A (passo 7). Retire novamente a

fase aquosa superior e transfira-a para um novo tubo.

10. Adicione 2/3 do volume da solucdo aquosa (~400 Ml) de isopropanol frio (-20°C). Misture
calmamente para precipitar os acidos nucléicos. Leve o tubo a -20°C por no minimo 30

minutos.

Precipitagdo:

1. Centrifugue os tubos a 6000 a 7500 rpm em microcentrifuga durante 3 a 5 minutos, para
formar um pellet.

2. Com cuidado derrame o maximo possivel de sobrenadante sem perder o pellet*

3. Lave o pellet duas vezes em 1 ml de etanol 70%. Deixe o pellet imerso por 5 a 10 minutos

cada vez. Retire o etanol.

4. Lave o pellet uma vez em 1 ml de etanol 95% (ou absoluto) durante 2 a 3 minutos. Retire o

maximo possivel do etanol, deixando secar bem.
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5. Ressuspenda o pellet em 50 plou 100 ulde T.E. 1 X.

*Se nesta fase o pellet se apresentar grande demais, viscoso e amarelado, é provavel que
outras substdncias estejam agregadas, como polissacarideos, por exemplo. E aconselhdvel
“lavar” o pellet com NaCl. Primeiro lave uma vez com etanol 95% retire o etanol, deixe
secar e depois adicione 500 ul de NaCl 2M e levar as amostras ao Banho Maria a 65° C por
10 a 15 minutos.Leve ao Freezer, centrifugue a 6000 a 7500 rpm por 3 a 5 minutos, nesta
fase o que ndo entrar em solugdo consiste em contaminante indesejavel. Repita os passos 11
a 4 - no passo N° 3 costumamos lavar apenas uma vez nesta fase- ressuspenda o pellet

(passol).

9.2 Protocolo para coloracdo com nitrato de prata de fragmentos separados em gel de

poliacrilamida (CRESTE et al., 2001).

Procedimento/ Solucio Tempo
Fixacdo (Etanol 10%, 4cido acético 1%) 10 minutos
Lavagem (Agua destilada) 1 minuto
Pré tratamento (Acido nitrico 1,5%) 3 minutos
Lavagem (Agua destilada) 1 minuto
Impregnacdo (Nitrato de Prata 0,2%) 20 minutos
Lavagem (Agua destilada) 30 segundos
Lavagem (Agua destilada) 30 segundos
Revelacao* (30g de NaCO3/1L 4-7 minutos
Bloqueio (Acido acético 5%) 5 minutos
Lavagem (Agua destilada) 1 minuto

* Solu¢do deve ser utilizada resfriada (12 °C) e deve-se acrescentar 0,54mL de formaldeido (37%) na hora do
uso. Utilizar apenas metade da soluc@o até que a mesma fique escura, quando pode ser colocada o restante da

solu¢do
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