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RESUMO

Tabebuia aurea ¢ uma espécie arborea de ampla distribui¢ao no Cerrado que esta sujeita
aos efeitos deletérios da fragmentacao deste bioma. Neste trabalho, foram estudadas 237
amostras de 12 popula¢des de Tabebuia aurea com base na variacdo de 11 locos
microssatélites, com o objetivo de analisar a diversidade e estrutura genética e testar as
causas da diferenciacdo das populagdes. Tabebuia aurea possui alta diversidade
genética em todas as populacdes com 379 alelos encontrados, uma média de 34,4 alelos
por loco, as populagdes apresentaram uma média geral de 11,89 alelos revelando um
elevado contetido informativo associado aos marcadores microssatélites. Os valores
médios de heterozigosidade esperada (He) e observada (Ho) encontrados para os locos
foram de 0,894 e 0,692 respectivamente. O coeficiente de endogamia dentro das
populagdes variou de 0,075 em AGE a 0,337 em PAN, todos os valores sdo
significativos, P < 0,00038 com intervalo de confianca de 95%, indicando que as
frequéncias alélicas ndo estdo seguindo as proporgdes esperadas para o equilibrio de
Hardy-Weinberg, ou seja, que esta ocorrendo o acasalamento entre individuos
aparentados. A populagdo da Esta¢do Ecologica de Aguas Emendadas (AGE), em area
de preservagdo permanente, apresentou a maior diversidade genética. As outras
populagdes em areas de preservacao permanente, Parque Nacional das Emas (PNE) e
APA do Rio Pandeiros (PAN), ndo apresentaram maior diversidade genética que as
demais areas em fragmentos de matriz agricola. Entretanto, o coeficiente de endogamia
foi maior nas areas mais afetadas por disturbios antropicos quando comparado a area de
conservagdo. A diferenciacao entre populacdes ¢ baixa, porém significativa (€= 0,061;
P =0,0005), (F = 0,264, P = 0,0005) (f = 0,216; P = 0,0005). Os valores de € foram
inferiores aos valore de Rgr, indicando que os alelos sdo mais propensos a serem
idénticos por estado que por descendéncia. O modelo de isolamento genético por
distancia foi testado, correlacionando a matriz de distdncia genética com a matriz de
distancia geografica e se mostrou ineficiente para a divergéncia encontrada entre as
populagdes. Os acasalamentos ndo aleatorios dentro e entre as populagdes, o padrao de
distribuicao de 7. aurea em grupos € a polinizagdo a curta distancia, provavelmente sao

os fatores responsaveis pela estrutura genética em 7. aurea.

Palavras Chave: Tabebuia aurea, Cerrado, Microssatélites, Conservagao.



ABSTRACT

Tabebuia aurea is a tree widely distributed in the Cerrado and that is subject to the
deleterious effects of fragmentation of this biome. In this work, were studied 237
samples from 12 populations of Tabebuia aurea based on the variation of 11
microsatellite loci, in order to analyze the genetic diversity and structure and test the
causes of differentiation of populations. Tabebuia aurea has high genetic diversity in all
populations with 379 alleles found an average of 34.4 alleles per locus, the population
had an overall average of 11.89 alleles revealing a high information content associated
with microsatellite markers. The average values of expected heterozygosity (He) and
observed (Ho) found for the loci were 0.894 and 0.692 respectively. The inbreeding
coefficient within populations ranged from 0.075 to 0.337 at the EGM in PAN, all
figures are significant, P <0.00038 with a confidence interval of 95%, indicating that the
allele frequencies are not following the expected proportions for balance Hardy-
Weinberg equilibrium, namely, what is occurring mating between related individuals.
The population of the Ecological Station of Aguas Emendadas (AGE), in permanent
preservation area, showed the greatest genetic diversity. The other populations in areas
of permanent preservation, Emas National Park (ENP) and the APA Rio Pandeiros
(PAN), did not show greater genetic diversity than other areas in the agricultural matrix
fragments. However, the inbreeding coefficient was higher in areas most affected by
human disturbances when compared to the conservation area. The differentiation
between populations is low, but significant (6 = 0.061, P = 0.0005), (F = 0.264, P =
0.0005) (f = 0.216, P = 0.0005). ® values were lower than those of values gsr,
indicating that the alleles are more likely to be identical by descent by state. The pattern
of genetic isolation by distance was tested by correlating the genetic distance matrix
with the matrix of geographical distance and was inefficient for the discrepancy found
between populations. The non-random mating tooth and between populations, the
distribution pattern of 7. aurea in groups and pollination at short distance, probably are

the factors responsible for genetic structure in 7. aurea.

Keywords: Tabebuia aurea, Cerrado, Microsatellite, Conservation.
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INTRODUCAO

1.1. Diversidade e Estrutura Genética de Populacgoes

A "diversidade biologica" refere-se a todos as formas de vida, com suas
multiplas variedades, que ocorrem na Terra. Isso inclui ndo s as espécies, mas as ragas
e populacdes, as quais possuem seus proprios atributos caracteristicos. A biodiversidade
do planeta estd sendo rapidamente esgotada como consequéncia direta e indireta das
acoes humanas. Um numero desconhecido, mas grande de espécies ja estdo extintas,
enquanto muitas outras t€ém o tamanho populacional reduzido, o que as colocam em

risco (MILLER, et al., 1985, FRANKHAM, 2003).

A variabilidade genética — variedade de alelos e gendtipos presentes nas
populacdes — ¢ o material bruto sobre o qual a selegdo natural atua para permitir a
adaptacdo e evolu¢do dos organismos e sua adequacdo as mudancas ambientais
(HAMRICK, 1983). A perda da diversidade genética reduz o potencial evolutivo e
recursos genéticos de uma espécie em programas de melhoramento e para a conservagao
genética € necessario entender como a variagdo genética ¢ distribuida e quais as
caracteristicas do ambiente ou da espécie que influenciam esta distribuicao

(FRANKHAM et al., 2008).

As espécies arboreas pelo seu grande porte e longevidade, sdo organismos
chaves nos ecossistemas, pois propicia habitats e condigdes ambientais que suportam
centenas de espécies vegetais e animais em um simples hectare. A redugdo na
diversidade genética destas espécies pode reduzir o valor adaptativo, predispondo-as
doengas, reduzindo a produtividade e limitando a evolugdo. Por isso, a variabilidade
genética das espécies ¢ fundamental para a sustentabilidade e estabilidade dos

ecossistemas (RAJORA; PLUHAR, 2003).

A estrutura genética de populagdes de uma espécie refere-se a forma como a
variabilidade genética ¢ distribuida entre e dentro dos niveis hierarquicos de subdivisdo
de uma espécie. O estudo da estruturacdo populacional ¢ baseado na distribuicdo das
frequéncias genotipicas e alélicas sob a influéncia de quatro forgas evolutivas: selecao

natural, deriva génica, mutacdo e recombinagdo. Além dessas forcas, existem outros
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eventos que influenciam a estrutura genética das populagdes, tais como migracao,

endocruzamento e tamanho efetivo populacional (HARTL; CLARK, 1997).

A estrutura pode se manifestar entre distintas populacdes geograficas, dentro de
um grupo local de individuos ou mesmo em grupos de progénies e pode ser definida
como a distribui¢do ndo aleatoéria de alelos e gendtipos (BROWN, 1978). A estrutura
genética pode ser demografica ou temporal. A estrutura genética demografica refere-se
a distribuicdo espacial dos individuos, sendo caracteristica de cada espécie e
determinada principalmente pelo sistema de reproducdo e pelos padroes de dispersao. A
estrutura genética temporal refere-se a subdivisdo da diversidade genética entre
geragdes, como por exemplo, entre pais e filhos, diferentes fases ontogénicas (plantulas
e jovens, jovens e adultos), ou ainda pode referir-se as diversas geracdes contidas em
um banco de sementes ou de germoplasma (LOVELESS; HAMRICK, 1984;
HAMRICK, 1987).

O termo “fluxo génico” ¢ usado para designar todos os mecanismos que
resultam em movimentos de genes dentro de uma populagdo e de uma populagdo para
outra (SLATKIN, 1987). Enquanto os efeitos de fatores evolutivos como selecao
natural, mutacdo e deriva genética levam a diferenciacdo dentro e entre populacdes, o
fluxo génico atua para homogeneizar a variagdo genética espacial dentro e entre as
populagdes além de introduzir nova variagao genética (WRIGHT, 1951; SLATKIN,
1995). Em plantas, o fluxo génico ocorre pelo movimento de pdlen e pela dispersdo das
sementes e o reconhecimento desses dois estagios de fluxo génico em plantas ¢

fundamental para a estrutura genética dentro das populagdes (LEVIN, 1981).

Os conceitos de estrutura populacional hierarquica foram desenvolvidos por
Sewall Wrigth para quantificar diferengas genéticas entre subgrupos a partir dos niveis
de heterozigosidade média e sua relacdo entre e dentro de populagdes (WRIGHT,
1965). Em estudos de populagdes naturais, a identificacdo de estrutura genética e a
descricdo da diversidade genética dentro e entre populacdes sdo em sua maioria
realizadas a partir da utilizagdo das chamadas “estatisticas F’ de Wright, (WRIGTH,
1951) Fis, Fst e Fir, sendo considerada a medida mais eficiente para avaliar a estrutura

de populagdes (HOLSINGER; WEIR, 2009).
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Esses coeficientes sdo baseados nos niveis de heterozigosidade presente nos trés
niveis hierdrquicos de uma estrutura populacional: o individuo, a subpopulacdo e a
populagdo total. Usando uma abordagem diferente, Cockerham (1969) descreveu
medidas de diferenciacdo analogas aos coeficientes de Wright (f, 0 e F), baseadas na
analise de variancia das frequéncias alélicas. Em suma as defini¢des de Wright para
esses coeficientes sdo: Fis ou f mede a correlagdo entre a frequéncia de alelos dentro de
individuos em relacdo a subpopulacdo a que pertencem; Fsr ou 6 mede a correlagdo
entre a frequéncia de alelos entre os individuos dentro de subpopulagdes e reflete o
nivel de diferenciagdo genética entre elas; Fir ou F mede a correlagdo entre a frequéncia
de alelos dentro de individuos, considerando todos os individuos da populagdo total

(WRIGHT, 1951; HOLSINGER; WEIR, 2009).

A quantidade de diferenciacdo genética entre populagdes tem uma intima relagao
com as taxas de importantes processos evolutivos como muta¢do, migracdo e deriva
genética, como demonstrado por Wright (1931). Por exemplo, grandes populacdes entre
as quais ha uma grande taxa de migracdo tendem a apresentar pouca diferenciacao,
enquanto pequenas populacdes entre as quais hd pouca migragao tendem a ser altamente
diferenciadas. Fst ¢ uma medida conveniente da diferenciagdo genética e por isso, as
“Estatisticas F”’ estdo entre as estatisticas descritivas mais utilizadas em genética de
populagdes. O Fgsr estd diretamente relacionado a variagdo na frequéncia dos alelos
entre as populagdes e ao grau de semelhancga entre os individuos dentro das populagoes,
ou seja, um valor baixo significa que as frequéncias alélicas sdo semelhantes entre as
populagdes e um valor alto indica que as frequéncias alélicas sdo diferentes entre as

populagdes (HOLSINGER; WEIR, 2009).

A genética da conservagdo se baseia no uso da teoria e das técnicas da genética
para reduzir o risco de extingao das espécies ameagadas e preservar a biodiversidade. A
perda de variabilidade genética ¢ o tema central na genética da conservacao, pois
populagdes pequenas (especialmente de espécies aldgamas) que ocorrem em areas
fragmentadas podem sofrer depressdo por endogamia, levando a perda de
heterozigosidade, diversidade genética e adaptabilidade (FRANKHAM et al., 2008;
ELLSTRAND; ELAM, 1993; AVISE, 1994).
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1.2. Uso de Marcadores Microssatélites

Hé4 uma grande amplitude de ferramentas passiveis de serem utilizadas em
trabalhos de caracterizacdo de diversidade genética, como os marcadores moleculares
baseados em isoenzimas, RAPD (Random Amplification of Polymorphic DNA), RFLP
(Restriction Fragment Length Polymorphism) e microssatélites (FERREIRA;
GRATTAPAGLIA, 1998).

Marcadores microssatélites possuem todas as caracteristicas desejaveis para
serem utilizados em estudos de genética de populacdes, como o alto nivel de
polimorfismo e heranga codominante o que permite a distingdo entre homozigotos e
heterozigotos (POWELL, et al., 1996). Sao altamente informativos, sdo baseados em
PCR, necessitando de baixa quantidade de DNA e ndo requerem radioatividade. Além
disso, microssatélites desenvolvidos para uma espécie podem ser utilizados em outras
espécies taxonomicamente mais proximas, uma vez que as regides franqueadoras
complementares aos primers sdo frequentemente conservadas entre espécies (BROWN

etal., 1996).

As regides microssatélites sdo constituidas por sequéncias curtas de DNA
repetitivo, com 1 a 6 pares de bases (motivos) repetidas varias vezes de maneira idéntica
e adjacente (repeticdo em tandem). As sequéncias de DNA que flanqueiam
microssatélites sdo conservadas, o que permite a selecdo de primers para a sua
amplificacdo via PCR. O polimorfismo ¢ baseado nas diferencas de comprimento das
sequéncias devido a diferenca no numero de motivos repetidos (LITT; LUTY, 1989;

WEBER; MAY, 1989; TAUTZ, 1989).

Os microssatélites estdo entre os mais variados tipos de seqiiéncia de DNA no
genoma. Em contraste com DNA unico, o polimorfismos de microssatélites resulta
principalmente de variabilidade no comprimento do que na seqiiéncia principal. A
variagdo genética em locos microssatélites ¢ caracterizada pela alta heterozigosidade e
a presenca de alelos multiplos. Com o advento da PCR no final de 1980, a andlise e
genotipagem de polimorfismos de microssatélites tornou-se evidente. Microssatélite
tornou-se rapidamente o marcador de escolha para o mapeamento genético e,
posteriormente, também para estudos de genética de populacdes e areas afins

(ELLEGREN, 2004).



18

Os marcadores microssatélites que sdo classificados como perfeitos, ndo possui a
sequéncia de repeticao interrompida por nenhuma base diferente das que compdem seu
motivo (por exemplo, TATATATATATATATA) enquanto que nos imperfeitos verifica-se
uma ou mais bases diferentes entre os motivos de repetigdo (por exemplo,
TATATATACTATATA). Os compostos sao formados por sequéncias repetitivas
adjacentes com diferentes composi¢oes de motivos (por  exemplo,

TATATATATAGTGTGTGTGT) (WEBER, 1990).

O polimorfismo de tamanho apresentado pelas regides microssatélites ¢ devido a
altas taxas de mutagdo em relagdo a outras regides do DNA. Essa taxa ¢ estimada em
10 a 10 por loco por gametas por geragio, mas tende a ser altamente variavel entre
espécies (WEBER; WONG, 1993; ELLEGREN, 2000). Devido a alta taxa de mutagao,
¢ de se esperar que o DNA codificante tenha uma baixa densidade de microssatélites, ja
que profundas transformacdes implicariam em uma perda de funcionalidade das

proteinas a serem codificadas (OLIVEIRA et al., 2006).

Vérios mecanismos tém sido propostos para explicar a alta taxa de mutagao dos
microssatélites, como erros durante a recombinagao, crossing-over desigual e a mutagao
slippage, que parece ser 0 mecanismo mais provavel para explicar o polimorfismo de
tamanho encontrado nos microssatélites, que ¢ o mecanismo de derrapagem da DNA
polimerase (slippage), que ocorre durante a replicacio do DNA e que pode ser o
mecanismo pelo qual as sequéncias simples repetitivas foram formadas pela primeira
vez (LEVINSON & GUTMAN, 1987; SCHLOTTERER; TAUTZ, 1992; ELLEGREN,
2000). A derrapagem da DNA polimerase refere-se a dissociacdo que pode ocorrer entre
a fita molde e a fita nascente de DNA durante a replicacdo e que pode provocar um
realinhamento errado pela formag¢do de um “laco” em qualquer uma das fitas. Desse
modo a DNA polimerase continua a alongar a nova fita com um erro de pareamento de
bases, com perda no numero de repeticdes se o laco se formar na fita molde ou um
ganho de repeticdes se o laco se formar na fita nascente (ELLEGREN, 2000;
OLIVEIRA et al., 20006).

Os modelos propostos para explicar o mecanismo de mutagdo dos
microssatélites sao o modelo de mutagao stepwise (SMM — Spepwise Mutation Model),
onde ¢ assumido que a mudanga no estado alélico ocorre pela perda ou ganho de uma

unidade de repeticio (OHTA; KIMURA, 1973), e o modelo de alelos infinitos
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(KIMURA & CROW, 1964), que considera que cada novo alelo mutante ¢ um novo

estado alélico ndo existente anteriormente na populacao (OLIVEIRA et al., 2006).

A variabilidade de microssatélites ¢ amplamente utilizada para inferir niveis de
diversidade genética em populagdes naturais. A taxa de mutacdo elevada dos
microssatélites os torna particularmente util para estimar os niveis de diversidade

genética (VALI et al., 2008).

Viérios trabalhos foram publicados sobre o desenvolvimento de marcadores
microssatélites para espécies de plantas do Cerrado que contribuem para maior
conhecimento, utilizagdo e conservacao das espécies, tais como: para Caryocar
brasiliense (COLLEVATTI et al., 1999), para Tabebuia aurea (BRAGA et al., 2006),
para Annona Crassiflora (PEREIRA et al., 2008) e para Tibouchina papyrus (TELLES,
etal.,2011).

Os marcadores microssatélites, por serem codominantes, multialélicos,
abundantes e bem distribuidos ao longo do genoma, sdo eficientes para avaliar a
variabilidade genética em populagdes naturais e podem auxiliar os estudos e a
conservagdo da biodiversidade, pois sdo capazes de estimar os niveis de
heterozigosidade e relaciona-los com parametros importantes na sobrevivéncia das
espécies; analisar estruturas familiares, o efeito da reproducao sexuada na populagao;
estimar o tipo de distribui¢ao espacial e temporal das populagdes em relagdo ao fluxo
génico, quantificar os efeitos da fragmentacdo de habitas e serve como guia de
estratégia de conservacdo (EPPERSON, 1990; SOLE-CAVA, 2001; COLLEVATTI et
al.,2001a; 2001b).

1.3. Conservacao do Cerrado

O Brasil, que contém mais de 13% da biota mundial ¢ considerado um pais
megadiverso. Com cinco importantes biomas e o maior sistema fluvial do mundo, o
Brasil, indiscutivelmente, tem a mais vasta biota continental da Terra. O Brasil também

contém dois /hotspots de biodiversidade, o Cerrado e a Mata Atlantica e a maior area
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umida tropical do mundo, o Pantanal (MITTERMEIER et al., 1997; BRANDON et al.,
2005).

O Cerrado ocupa a porcao central do Brasil e engloba parte dos estados da Bahia,
Goias, Maranhdo, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Parana, Piaui, Sdo
Paulo e Tocantins, além do Distrito Federal (Figura 1). O dominio do Cerrado ocorre
desde o Amapd e Roraima, até o Parand, em sentido latitudinal, enquanto que, em
sentido longitudinal ocorre desde Pernambuco, Alagoas e Sergipe até o Pard e o
Amazonas. Os estados do Mato Grosso do Sul, Parand e Sdo Paulo possuem a menor
area de cobertura vegetal natural por bacia, enquanto que a regido Norte do Cerrado
possui as areas com os maiores indices de vegetacdo natural. O Cerrado tem como
biomas adjacentes a Mata Atlantica, a Caatinga, a Floresta Amazdnica e o Pantanal que,
pela propor¢do de ecoétonos (areas de transicdo que abrigam grande diversidade de
espécies), também colaboram na enorme diversidade bioldgica do bioma (SANO et al.,

2008; PEREIRA, 2007; COUTINHO, 2009).

Figura 1: Mapa de vegetacdo do Brasil (adaptado de IBGE, 1993) mostrando a area central do bioma do
Cerrado e encraves em outros biomas (na cor laranja) e as areas de transi¢ao existentes nas areas de
contato dos biomas (na cor cinza).
Fonte: MACHADO et al., 2004a.
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O Cerrado possui a mais rica flora dentre as savanas do mundo (>7.000 espécies
de plantas), com alto nivel de endemismo. A riqueza de espécies de aves, peixes,
répteis, anfibios e insetos ¢ igualmente grande, embora a riqueza de mamiferos seja
relativamente pequena. O numero de espécies arbdreas e arbustivas em vegetacdo de
savana, como (Cerrado sensu stricto) € superior a 800, quase 40% dos quais sdo
endémicas. Nos ultimos 35 anos mais da metade dos 2 milhdes de Km® originais do
Cerrado foram cultivados com pastagens plantadas e culturas anuais (RATTER et al.,

1997; KLINK; MACHADO, 2005).

A grande diversidade de espécies de animais e plantas do Cerrado também esta
associada com a ndo menos desprezivel diversidade de ambientes. No Cerrado a
heterogeneidade espacial (a variagdo dos ecossistemas ao longo do espago) ¢
considerado um fator determinante para a ocorréncia de um variado niimero de espécies.
Os ambientes do Cerrado variam significativamente no sentido horizontal, sendo que
areas campestres, capoes de mata, florestas e areas brejosas podem existir em uma
mesma regido (MACHADO et al, 2004a). A vegetagdo do Cerrado apresenta
fisionomias que englobam formagdes florestais, savanicas e campestres. Além disto, a
fertilidade e drenagem do solo, o relevo, as flutuagdes climaticas incluindo
precipitagdes sazonais, os afloramentos rochosos e a presenca do fogo sdo os elementos

abidticos que mais contribuem para a caracteriza¢do do Cerrado (PEREIRA, 2007).

O Cerrado ocorre em altitudes que variam de aproximadamente 300m, na Baixada
Cuiabana (MT), a mais de 1.600m na Chapada dos Veadeiros (GO). Além do clima,
caracterizado pela presenga de invernos secos e verdes chuvosos, influenciaram na
distribuicdo da flora alguns efeitos devido ao solo (quimica e fisica do solo,
disponibilidade de 4gua e nutrientes), a geomorfologia e a topografia, a latitude, a
frequéncia das queimadas, a profundidade do lencol freatico, o pastejo e inumeros
fatores antropicos, como a abertura de areas para agricultura, extragdo de madeira,
manejo de pastagem, dentre outros (EITEN, 1972, 1982, 1994; RIBEIRO; WALTER,
1998).

A umidade do solo ¢ outro fator que pode afetar a fisionomia do Cerrado,
como essa vegetagdo, em sua maioria € restrita a solos que sdo bem drenados durante

todo o ano, comumente mostra fisionomia acentuada e as alteracdes floristicas a medida
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que se aproxima de pastagens alagadas. Onde cerrados interfluviais estdo cercados por
veredas, ¢ comum observar um declinio na altura média de arvores e um aumento da
densidade de plantas lenhosas em direcdo as margens do cerrado, onde ocorre uma
comunidade distinta de espécies de arvores do cerrado mais resistente a saturacdo do
solo. Tabebuia aurea (Silva Manso) Benth & Hook. F. ex S. Moore (Bignoniaceae) ¢
uma das espécies de arvores que toleram a satura¢do do solo esdo comumente
encontrados nestas comunidades 4s margens do cerrado (RATTER et

al., 1973; OLIVEIRA-FILHO et al., 1989).

Em funcao de suas boas condi¢des de topografia, tipo de terreno e facilidade de
desmatamento, o Cerrado representa a principal regido brasileira produtora de graos e
gado de corte do Brasil. Com a ocupagdo das terras do Cerrado para a producdo
agricola, as areas nativas foram sendo removidas em uma escala acelerada nas ultimas
décadas. As taxas de desmatamento no Cerrado tém sido historicamente superiores as
da floresta Amazonica ¢ o esforco de conservagao do bioma é muito inferior ao da
Amazonia: apenas 2,2% da drea do Cerrado encontram-se legalmente protegida.
Estima-se que 20% das espécies animais e vegetais ameacadas de extingdo ou
endémicas ndo ocorram nas dareas legalmente protegidas (AGUIAR, et al., 2004;

KLINK; MACHADO, 2005).

Apesar de alta biodiversidade e endemismo, este bioma tem sido fragmentado
devido a expansdo agricola, resultando em "ilhas" de habitat selvagem rodeado por um
"oceano" de culturas e comprometer a viabilidade das espécies. A manutencdo de
populagdes nao isoladas, em muitas e grandes areas preservadas podem ser necessarias
para a viabilidade das espécies no bioma Cerrado, fornecendo meios para o fluxo génico
via pdlen e sementes. Além disso, estas areas desempenham um papel importante na
manuten¢do de pequenas populacdes em areas altamente perturbadas, como fonte de
pélen e sementes e para contribuir com a viabilidade das populagdes de polinizadores

e dispersores (COLLEVATTI et al., 2001b; COLLEVATTI et al., 2010).

A fragmentagdo do Cerrado provoca a diminui¢do no tamanho das populagdes e
isolamento entre elas, podendo comprometer a persisténcia, em longo prazo, de muitas
espécies desse bioma (ELLSTRAND; ELAM, 1993). A altera¢do destas areas pode

reduzir a variabilidade genética através do efeito fundador, ou efeito gargalo. A deriva
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genética e o fluxo génico restrito provocam um acréscimo na endogamia promovendo
um aumento da divergéncia genética entre as populagdes. A endogamia pode levar a
fixagdo de alelos deletérios, colocando em risco de extingdo determinadas populagdes

presentes neste habitat (GILPIN; SOULE, 1986; YOUNG et al., 1996).

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 conservacao no sentido de preservar a biodiversidade deste bioma. Embora
existam vdrias formas de se promover a prote¢do da biodiversidade, a criacdo de unidades
de conservagdo corresponde a mais basica e efetiva forma de se alcangar esse objetivo.
Mesmo as unidades de conservagdo deficientes de implantagdo e manejo sdo mais efetivas
na conservagdo do que as areas nao protegidas. Entretanto, a disputa pelo espaco ¢ o uso
ndo planejado dos recursos naturais tém gerado grandes conflitos entre a conservagdo da
biodiversidade e a area necessaria para uso da populagcdo humana (BRUNER et al., 2001;

MACHADO et al., 2004b; DINIZ-FILHO et al., 2007).

Embora nas ultimas décadas houvesse um crescente interesse no estudo do
Cerrado brasileiro, que ¢ extremamente rico em biodiversidade e altamente ameagado
pelo desenvolvimento da agricultura, o conhecimento sobre esse bioma ¢ bastante
incompleto e a necessidade para o estudo das espécies de arvores, visando a sua
preservagao e exploragdo econdmica racional, tornou-se evidente nos tltimos anos, com
especial atencdo para os niveis de variagdo genética (RATTER et al. 1996; NEWTON
et al. 1999).

Sobre a diversidade, estrutura genética e sistema de cruzamento de plantas do
Cerrado podem ser citados os trabalhos com Annona crassiflora (TELLES et al.,
2003a), com Eugenia dysenterica (TELLES et al., 2003b), e com Dipteryx alata
(SOARES et al., 2008), para Caryocar brasiliense (COLLEVATTI et al., 2001a;
2001b), para Eugenia dysenterica (ZUCCHI, 2003), para Solanum spp. (MOURA et al.,
2009), para Tibouchina papyrus (TELLES et al., 2010) e comparando diversas espécies
de arvores do Cerrado (COLLEVATTI et al., 2010).
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1.4. Tabebuia aurea

A familia Bignoniaceae esta entre as dez familias mais diversas de plantas
lenhosas das florestas umidas da regido Neotropical. Entretanto, a familia ¢
especialmente diversa em Florestas Estacionais Semideciduais ¢ Deciduais. A América
tropical apresenta cerca de 600 espécies, dessa forma, a familia Bignoniaceae pode ser
considerada como um modelo apropriado para o estudo da evolucdo da diversificacdo
que deu origem a incrivel diversidade de espécies nas comunidades de plantas nos

tropicos (GENTRY, 1986; GENTRY, 1990).

Estudos da biologia reprodutiva de Bignoniaceae mostraram que os diferentes
padrdes de morfologia floral que esta familia apresenta, estdo associados aos de
dispersores de pdlen (morcegos, beija-flores, mariposas, borboletas e abelhas). Outros
estudos mostraram que esta familia possui varios padrdes fenologicos de floracao,
concluindo que a alta diversidade dessas espécies parece estar relacionada aos diferentes

padrdes fenologicos apresentados (GENTRY, 1974a; 1974b, 1976).

Etimologicamente, Tabebuia, do tupi, significa pau que flutua ou formiga;
Aurea em funcdo das flores douradas; Caraiba, do tupi, kara’ib, ¢ arbusto sébio,
inteligente, sagrado. Na medicina popular, o Paratudo ou Caraiba fornece cha da casca e
das raizes como expectorante, antisséptico e também para gripes. Além disso, constitui
importante fonte de recurso para diversas espécies de animais, como papagaios, veado,
bugio, jacutinga, aracud, que comem as flores, folhas e frutos e utilizam ocos em

troncos para nidificar (ALMEIDA et al., 1998; SILVA JUNIOR, 2005).

Tabebuia aurea (Silva Manso) Benth & Hook. F. ex S. Moore, Bignoniaceae, ¢
popularmente conhecida como caraiba, caraibeira, para-tudo, caroba-do-campo, ipé-
amarelo-do-cerrado (Figura 2). Essa ¢ uma espécie de ampla distribui¢do no territorio
brasileiro, ocorrendo no Cerrado sentido restrito e cerraddo, no Distrito Federal e nos
estados do Amapéa, Amazonas, Bahia, Ceara, Goids, Maranhdo, Minas Gerais, Mato
Grosso, Mato Grosso do Sul, Para, Pernambuco, Piaui, Parana, Roraima, Sdo Paulo e
Tocantins. Pode ocorrer de maneira esparsa em terrenos bem drenados no Cerrado e, em
agrupamentos quase homogéneos em solos muito umidos ou até pantanosos no Pantanal

e na Caatinga (LORENZI, 2002).
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Figura 2: Individuo adulto de Tabebuia aurea (A);
folhas (B); folha, caule, fruto e semente (C).
Fonte: Fernando Camargo

As espécies do género Tabebuia apresentam padrdo de floragdo do tipo “big
bang” (floragdo simultanea intra e inter-individuo, por um periodo curto) ou cornucopia
(floracdo simultanea intra e inter-individuo, porém por um periodo mais longo).
Tabebuia aurea floresce massiva e sincronicamente, por aproximadamente um mes,

durante a estagao seca (julho a setembro). Possui antese diurna, corola tubular, ¢
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produtora de néctar e polinizada por abelhas principalmente dos géneros Centris e

Bombus (GENTRY, 1974; BARROS, 2001).

Tabebuia aurea ¢ uma espécie lenhosa tipica do cerrado que apresenta
caracteristicas de espécie indicadora para conservacao. Suas caracteristicas biologicas e
de reproducao ja foram relativamente bem estudadas, de forma que o conhecimento
prévio sobre a ecologia da espécie ¢ consideravel. Sua ampla distribui¢ao pelo Cerrado
¢ interessante por possibilitar comparagdes inter-regionais. E susceptivel aos efeitos da
fragmentacdo de habitat, pois sua densidade populacional ¢ afetada por agdes antrdpicas
na vegetacdo natural. Seu valor econdmico também ¢ bastante consideravel, pois ¢

utilizada como melifera, ornamental, medicinal e sua madeira ¢ empregada para varios

fins (ALMEIDA, et al., 1998).

O interesse deste trabalho ¢ conhecer a diversidade e a estrutura genética de
populagdes de 7. aurea em areas de conservacdo e areas fragmentadas do Cerrado, a
fim de gerar informacdes uteis para tracar possiveis estratégias de conservacao. Nossa
hipdotese de trabalho foi que as populagdes serdo pouco diferenciadas devido ao
potencial de dispersao de polen a longa distancia e que as populagdes de areas
fragmentadas possuem menor diversidade genética e maiores niveis de endogamia do

que as areas de conservagao.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Caracterizar e comparar a variabilidade genética e avaliar a estrutura genética em

populagdes de Tabebuia aurea (Bignoniaceae) no Cerrado.

2.2. Objetivos Especificos

- Descrever e comparar a diversidade genética em doze populagdes de Tabebuia

aurea baseado em um conjunto de locos microssatélites.

- Descrever e comparar as estimativas de endogamia para as populagdes em

areas de conservagao e fragmentadas.
- Descrever a estrutura genética das populacdes de Tabebuia aurea

- Analisar o papel da fragmentacao atual na estrutura genética das populagdes de

Tabebuia aurea dando subsidios para a conservacao das espécies e do cerrado.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Amostragem

Para o presente estudo foram amostrados individuos de 7. aurea em doze
populacdes listadas na Tabela 1. As coletas das populagdes para a extracdo do DNA e
para a analise da diversidade genética de 12 populagdes foram realizadas em algumas
regides da distribui¢do geografica de 7. aurea, sendo trés areas de preservacao
permanente do Cerrado e nove areas altamente fragmentadas. Procurou-se amostrar
todos os individuos (jovens e adultos) encontrados em cada localidade e foram

coletados até 30 individuos.

Tabela 1: Localidades das populagdes amostradas de Tabebuia aurea.

POPULACAO LOCALIDADE N COORDENADAS
1- AGE Aguas Emendadas - DF 30 S153504.7 W47 39 59.7
2- ARA Fazenda Araguaia - TO 12 S113343.9W494815.9
3- BAG Barra do Gargas - MT 26 S150047.3 W51 16 41.7
4- BAR Barreiras - BA 14 S12 05 06.3 W45 26 50.8
5- BOD Serra da Bodoquena - MS 21 S20 35 59.2 W56 00 12.4
6- CAR Céaceres - MT 19 S16 08 23.7 W57 59 19.8
7- FAT Fatima - TO 22 S1048 20.8 W48 54 22.9
8- PAN Pandeiros - MG 19 S153053.6 W44 41 32.5
9- POT Portelandia - GO 16 S171931.6 W5242 17.1

10 - PNE Parque Nacional das Emas - GO 14 S17 54 43.2 W52 21 08.9
11- SUM Sumidouro/Lagoa Santa - MG 14 S19 17 01.5 W43 37 59.6
12- VIB Vila Boa - GO 30 S15 00 46.0 W47 02 32.9

A Estagio Ecologica de Aguas Emendadas (ESECAE) ¢ uma érea de
preservacao permanente do Cerrado, possui 10.547,21 hectares (Decreto n° 11.137 de
16/06/88) e esta situada na regido de Administrativa VI, Planaltina, nordeste do Distrito
Federal, onde foram coletadas 30 amostras . A estagdo que esta sob a responsabilidade
da Secretaria do Meio Ambiente e Recursos Hidricos — SEMARH e ¢ considerada uma
das Unidades de Conservagcdo mais estudadas do Brasil (BRAZ; CAVALCANTE,
2001). A vegetacdo e flora da ESECAE tem sido objeto de varios estudos que
constataram que esta ¢ uma unidade de conservagdo rica e diversa, muito representativa
da flora do Cerrado stricto sensu do Distrito Federal e do bioma. Esta grande

diversidade foi relacionada, por Felfili (1998), a sua posi¢do geografica, permeada por
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nascentes das bacias do Tocantins /Araguaia e do Parana (MAURY et al., 1994; SILVA
JUNIOR; FELFILI, 1998) (Figura 3).
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Figura 3: Distribui¢do geografica das 12 populagdes de T. aurea coletadas no Bioma Cerrado.
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Fonte: Galileu Morgado da Silva - Instituto de Estudos Socio-Ambientais — UFG, 2011.

No Parque Nacional das Emas, area de preservagdo permanente do Cerrado,
foram coletadas 14 amostras. Esta ¢ uma area que possui mais de 131.800 ha e estd
localizado no extremo sudoeste do Estado de Goias, proximo as divisas com o Mato
Grosso ¢ Mato Grosso do Sul. Representa uma das mais importantes unidades de
conservagao do Cerrado, devido a sua extensdo, integridade de hdabitats, riqueza
faunistica, presenga de espécies raras e ameacadas de extingdo. O parque estd incluido
nas acdes prioritarias para Conservagdo da Biodiversidade do Cerrado e Pantanal como
area de importancia biologica extremamente alta (IBAMA, 1989). Parque Nacional das
Emas (PNE) localiza-se na regido sudoeste do Estado de Goids, com mais de 130 mil
hectares, principal area preservada do Cerrado brasileiro e reserva. Apesar de sua
importancia, ele enfrenta uma série de problemas, entre os quais a contaminacao de seus
rios pelos agrotoxicos lancados pelas fazendas de soja vizinhas, o atropelamento de
animais nas estradas que o circundam e os incéndios criminosos que frequentemente

destroem sua vegetacdo (NEIMAN, 1989).

Na APA Estadual do Rio Pandeiros, area de preservacdo permanente, foram
coletadas 19 amostras. Esta area pode ser destacada pela grande ocorréncia de veredas.
O rio Pandeiros, afluente do rio Sdo Francisco, teve sua APA, criada em setembro de
1995 (IEF, 2008), abrangendo os municipios de Janudria, Bonito de Minas e Conego
Marinho no Norte de Minas Gerais, com ocorréncia em uma area de transi¢ao entre os
biomas Caatinga e Cerrado. A APA do Rio Pandeiros ¢ formada por diversos afluentes
de curta duracdo ou permanentes, cujo abastecimento estd diretamente ligado as

veredas, que se localizam, especialmente, ao longo do médio rio Pandeiros (IGA, 2006).

As outras nove areas amostradas eram bastante fragmentadas, e com alto nivel
de distarbio antropico. A localidade de Fazenda Araguaia em Tocantins, no Pantanal do
Araguaia, em area alagada entre os rios Formoso e Araguaia foram coletadas 12
amostras. Em Barra do Gargas, no Mato Grosso, foram coletadas 26 amostras em area
alagavel do rio Araguaia. Barreiras, no Oeste da Bahia, ¢ um importante polo
agropecuario em regido de chapada onde predomina vegetacao de cerrado sensu stricto.
Nessa localidade foram coletadas amostras de 14 individuos. Na regido proxima a Serra
da Bodoquena, no Mato Grosso do Sul, foram coletadas 21 amostras em area de cerrado

sensu stricto em solo bem drenado. Em Caceres, no Pantanal Matogrossense, Mato
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Grosso, foram coletadas 19 amostras em area alagavel. Em Fatima no Tocantins, situada
a esquerda da bacia do rio Tocantins, foram coletadas 22 amostras em vegetacdao de
cerrado. Em Vila Boa, limite leste do Pantanal goiano no vale do rio Parana, foram
coletadas 30 amostras em area alagavel. Em Portelandia, no Sudoeste de Goids, em
Cerrado de afloramento de arenito, area bastante fragmentada cercada por pastagem e
lavoura, foram coletadas 16 amostras. Em Lagoa Santa, MG, foram coletadas 14
amostras em cerrado continuo com a Floresta Estacional Semidecidual em afloramento

de arenito (Figura 3).

3.2. Obtenciao dos Dados Moleculares

3.2.1. Extracio de DNA

O DNA gendmico total das amostras de Tabebuia aurea foi extraido de folhas
expandidas de acordo com o protocolo de extragao proposto por DOYLE & DOYLE
(1987) e descrito por Ferreira & Grattapaglia (1998) utilizando o CTAB (Cationic
hexadecyl trimethyl ammonium bromide) como detergente do tampdo de extragdo.
Depois de extraido, o DNA foi quantificado em eletroforese em gel de agarose 1%,
utilizando como padrdo o marcador de peso molecular A DNA de 50, 100 e 200ng/uL e

diluido a uma concentragdo de cerca de 3ng/uL.

3.2.2. Amplificacio dos locos Microssatélites

Foram utilizados onze pares de primers para amplificagdo dos locos de 7. aurea
(Tabela 2). Para as reagdes em cadeia da polimerase (PCR), de volume total de 10 pL,
foram utilizados os seguintes reagentes: 9,0 ng de DNA, 5 uM de cada primer
(foward/reverse), 1 unidade de Taq DNA polymerase (Phoneutria), 2,5 uM de dNTP, 10
uM de tampao (10 mM Tris-HCI, pH 8,3, 50 mM KCI, 1,5 mM MgCl2), 5 mg de BSA,
5 uM de MgCl2 e 1,7 pL de 4gua Milli-Q. As amplificacdes foram realizadas em
termocicladores Gene Amp PCR System 9700 Applied Biosystems sobre as seguintes
condi¢des: 95°C por 5 min (1 ciclo), 95°C por 1 min, 56°C por 1 min (temperatura de
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anelamento de todos os primers), 72°C por 1 min (35 ciclos); e 72°C por 30 min (1

ciclo).

Tabela 2: Locos microssatélites desenvolvidos para a espécie Tabebuia aurea (Braga et
al. 2006) ¢ utilizados neste trabalho.

Tamanho
Loco Repeticio do motivo Classificaciao (pb) Ta (°C)
Tau 12 (TOBR(TA)TG)29 Composto 180 56
Tau 13 (TC)22(ACTCCC)TC)4(AC)11 Imperfeito 120 56
Tau 14 (CT)3(TCC)(CT)20 Imperfeito 168 56
Tau 15 (AG)32 Perfeito 151 56
Tau 16 (CT)33(CA)11 Composto 234 56
Tau 17 (GA)7(GC)(GA)3(GC)5(AG)21(GGGAGG)(GA)7  Imperfeito 222 56
Tau 21 (GA)26 Perfeito 238 56
Tau 24 (GA)33 Perfeito 188 56
Tau 27 (CT)24(CA)8(CC)(CA)7 Composto 212 56
Tau 28 (CT)33 Perfeito 186 56
Tau 31 (CT)28(CA)10(CTT)(GT)5 Imperfeito 265 56

Nome dos locos, repetigdes dos motivos, classificacdo segundo Weber (1990), tamanho do alelo em pares
de bases e a temperatura de anelamento.

As reagoes de amplificacdo foram feitas em sistemas simples, onde as amostras
foram amplificadas com um par de primer de cada vez. A verificagdo da amplificacdo
do DNA foi feita através de eletroforese em gel de agarose a 3% de concentragdo,
utilizando 2 pL do produto da amplificacdo, 4 pL. de tampao de carregamento e 3 pL do
marcador 1 Kb DNA Ladder. Verificada a amplificagio da amostra através da
intensidade das bandas, avaliava-se a necessidade de diluicdo e estimava-se a
concentracdo da diluicdo para a genotipagem das amostras. Em seguida, as amostras
foram distribuidas em placas para genotipagem, diluidas e misturadas para a formacao
dos sistemas multiplex de genotipagem, desenvolvidos por Braga et al., 2006,

combinando primers fluorescentes de diferentes cores (Tabela 3).

Tabela 3: Relacao dos multiplex formados e as fluorescéncias utilizadas para cada

primer: 6FAM(azul), HEX(verde) e NED(amarelo) (Applied Biosystems,CA).

Multiplex 01 Multiplex 02 Multiplex 03 Multiplex 04
Tau 12 (6-FAM) Tau 15 (6-FAM) Tau 28 (6-FAM) Tau 21 (6-FAM)
Tau 16 (HEX) Tau 13 (HEX) Tau 24 (HEX) Tau 31 (NED)

Tau 17 (NED) Tau 14 (NED) Tau 27 (NED)
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Os primers foram marcados com fluorescéncia (6-FAM, azul; HEX, verde e
NED, amarelo) (Applied Biosystems, CA), desenvolvidos a partir de uma biblioteca
gendmica enriquecida para a sequéncia repetida de dinucleotideos AG/TC (BRAGA et
al., 2006). As amostras submetidas a analise no sequenciador automatico de DNA ABI-
3100 (Applied Biosystems) consistiram de um volume final de 10 pL contendo: 1uL do
produto da reacdo de amplificagdo, 0,5 uL de marcador de tamanho conhecido (ladder)
marcado com fluorocromo ROX, e 8,5 uL de formamida Hi-Di (Applied Biosystems).
Essa mistura foi submetida a desnaturagao por 5 minutos a 95°C, seguida resfriamento
imediato a 0°C e submetida a analise pelo seqiienciador ABI-3100 para obten¢do dos

genotipos.

Apo6s a eletroforese no sequenciador automatico, os projetos foram analisados
pelo programa Genemapper 3.5 (Applied Biosystems) para a visualizagdo dos
genotipos. Como os marcadores microssatélites utilizados neste trabalho apresentam
motivos de dinucleotideo foi preciso um critério de arredondamento com intervalos em
pares de bases pré-estabelecidos (Bin) para a determinagdo dos gendtipos, onde a

variacao dos alelos ocorreu a cada dois pares de bases e os alelos foram numeros pares.

3.3. Analise Estatistica

3.3.1. Caracterizacao da Variabilidade Genética

A partir da matriz dos gendtipos de locos microssatélites foram estimados os
parametros genéticos de utilizando o programa Arlequin 3.11 (EXCOFFIER, 2007). Por
meio deste programa foram calculados a heterozigosidade média observada (Ho), a
heterozigosidade esperada (He) conforme equilibrio de Hardy-Weinberg, de acordo com

Nei (1975), que constitui uma estimativa da diversidade genética.

A riqueza alélica ¢ uma medida de variagdo genética do numero médio de alelos,
independente do tamanho da amostra, o que permite comparar amostras com diferentes
tamanhos. A riqueza alélica (Rs) foi calculada com o programa FSTAT 2.9.3.2 (GOUDET,
1995).
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Com base nas estimativas das heterozigosidades esperadas (He) e observadas
(Ho) foi calculado o indice de fixacdo ou coeficiente de endogamia (f) para cada loco,

como medida da deficiéncia ou excesso de heterozigotos.

3.3.2. Estrutura genética entre as populacoes

Os coeficientes de Wright (1951) (0, F e f) foram estimados conforme proposto
por Weir & Cockerham (1984), pela analise de varidncia das frequéncias alélicas
utilizando o programa FSTAT (GOUDET, 2002). A significancia estatistica desse teste
foi obtida a partir de randomizag¢des e foi utilizada a corre¢dao de Bonferroni (GOUDET,

et al. 1995).

A diferenciacdo genética entre as populagdes também foi estimada pelo Rgr
(SLATKIN, 1995), através do programa SPAGeDi (HARDY; VEKEMANS, 2002) com
as estimativas da média e do erro padrao por jackknife. O Rgt pode ser interpretado
como a correlagdo entre o tamanho de alelo dos diferentes individuos na mesma
populacdo e considera o modelo stepwise mutation, em que a maioria das mutagdes que
ocorrem em marcadores microssatélites envolve a adi¢ao ou subtragao de uma unidade
de repeticao (OHTA; KIMURA, 1973; VALDES et al., 1993). Ele ¢ andlogo ao 0, com
a ressalva de que para O a correlagdo entre as frequéncias alélicas de diferentes
individuos da mesma populacdo considera um modelo de infinitos alelos

(COCKERHAM 1969, WEIR; COCKERHAM, 1984).

Para testar a hipotese de "isolamento por distdncia" uma matriz linearizada de
Fsr par a par foi obtida por AMOVA utilizando o software Arlequin (SCHNEIDER e?
al., 1997) e correlacionadas com uma matriz de distancia geografica (com distincias

variando de 76 a 1.561 Km) par a par por um teste de Mantel (MANTEL, 1967).
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4. RESULTADOS
4.1. Caracterizacao da Diversidade Genética

Os valores de heterozigosidade esperada (He) e observada (Ho), considerando o

conjunto de locos sdo de 0,894 e 0,692 (Tabela 4) respectivamente.

Tabela 4. Caracterizacdo dos locos microssatélites baseado nas 12 populacdes de 7.

aureaq.
LOCOS N H. H, F
TAU 12 30 0,897 0,582 0,346
TAU 13 24 0,88 0,673 0,198
TAU 14 25 0,878 0,667 0,247
TAU 15 29 0,908 0,713 0,236
TAU 16 43 0,929 0,626 0,314
TAU 17 52 0,928 0,827 0,122
TAU 21 39 0,864 0,704 0,133
TAU 24 35 0,86 0,643 0,217
TAU 27 33 0,868 0,831 0,041
TAU 28 34 0,924 0,644 0,287
TAU 31 35 0,901 0,7 0,201
Média 34,455 0,894 0,692 0,216

N, Numero total de alelos por loco; He, heterozigosidade esperada; Ho, heterozigosidade observada; f,
coeficiente de endogamia. Intervalo de confianga 0,05.

O ntimero de alelos variou entre 24 para o loco TAU13 e 52 para o TAU17, com
uma média de 34,4 alelos por loco. Os resultados demonstram um elevado contetido
informativo associado aos marcadores microssatélites, reforcando sua utilidade em
estudos de genética de populagdes naturais de 7. aurea. Os 11 locos microssatélites
apresentaram altos niveis de polimorfismo tanto dentro como entre as 12 populagdes

(Figura 4).



36

TAU12
0,14
0,12
< 0,1
—
S
& 0,08
jon)
o
£ 0,06
=
0,04
0,02
0
S &N I O 0 O Al T O X O N T O X0 O AN T O 0o AN T OO 0 o AT X
v o N N n O O O O O >~ > > >~ 0 0 0w NSOy OO O O O a
F e T S B e e e . TR TR e oo/l St S b b R S T s s S S
ALELOS
0.14 TAU13
0,12
= ol
>
& 0,08
3
= 0.06
= 0,04
0,02
0
AN T O 0 O N T VvV 0w O A I O 0 O a4 g v 0 O < O v
- ZD 3 dagdgd a0 o ¥ XTI IT2 2 LR
ALELOS
TAU14
0,14 U
0,12
= o1
S
& 0,08
3
= 0.06
=
0,04
0,02
0
S O T 0 O A T v o O a N T v 0w o N T v W O A T O
dd I T 22222 g g gL DRERE X X X XX
ALELOS

Figura 4: Distribuicdo das frequéncias alélicas para os 11 locos microssatélites de 7. aurea. No eixo Y as
frequéncias alélicas e no eixo X os alelos encontrados para cada loco.
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Figura 4: Continuagao

As populagdes apresentaram uma média geral de 11,89 alelos e um numero
médio de alelos por populagdao que variou de 19,18 em Aguas Emendadas (AGE) a 8,45
em Sumidouro(SUM). A riqueza alélica dentro das populacdes variou de 1,928 em
AGE a 1,839 em SUM. Os valores de heterozigosidade esperada (He) e observada (Ho)
foram maiores em AGE com He = 0,92881 e Ho = 0,860; em SUM estes valores foram
bem menores, com He = 0,83927 e Ho = 0,64404. Os valores encontrados para o
coeficiente de endogamia dentro das populagdes (f) foram significativos para todas elas,
variando de 0,075 para AGE e de 0,337 para Pandeiros (PAN). As frequéncias alélicas
nao estdo seguindo as proporgdes esperadas para o equilibrio de Hardy-Weinberg

(Tabela 5).
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Tabela 5: Caracteriza¢dao das 12 populagdes de Tabebuia aurea baseado em 11 locos
microssatélites.

Populacoes N A Ry He Ho f
AGE 30 19,18 1,928 0,92881 0,86 0,075
ARA 12 9,81 1,886 0,88639 0,706 0,21
BAG 26 12 1,846 0,84624 0,61779 0,275
BAR 14 10,72 1,917 0,91722 0,71205 0,234
BOD 21 14,9 1,921 0,92123 0,7702 0,169
CAR 19 11 1,868 0,86859 0,64833 0,264
FAT 22 12,18 1,896 0,89641 0,71626 0,206
PAN 19 12,09 1,902 0,90242 0,6051 0,337
POT 16 10,72 1,874 0,87427 0,75303 0,159
PNE 14 11 1,903 0,90318 0,63718 0,306
SUM 14 8,45 1,839 0,83927 0,64404 0,241
VIB 30 10,63 1,848 0,84828 0,63022 0,261
Total 237 11,89 - - - -

N, Numero de individuos; A, nimero médio de alelos por populagdo; Rg, riqueza alélica; He,
heterozigosidade esperada; Ho, heterozigosidade observada; e (f), coeficiente de endogamia dentro das
populacdes, todos os valores sdo significativos, p < 0,00038, valor obtido por corre¢do de Bonferroni para
o valor nominal de o = 5%.

4.2. Estrutura genética das Populacoes

A andlise de estrutura genética revelou baixa diferenciagdo entre as 12
populagdes, porém significativa. O coeficiente de endogamia para o conjunto de
populagdes (F) variou de 0,108 para o loco TAU27 e 0,393 para o loco TAUI12, com
uma média de 0,264 (Tabela 6). O Coeficiente de endogamia dentro das populacdes (f)
atingiu uma média de 0,216, variando de 0,041 para o loco TAU27 e de 0,346 para o
loco TAU12 (Tabela 6). O coeficiente de diferenciagdo entre as populagdes (6) variou
entre 0,036 para o loco TAU28 e 0,091 para o loco TAU24, com um valor global de
0,061 (Tabela 6). O coeficiente de diferenciacdo populacional (Rsr) (com
base no tamanho do alelo, P=0,000) variou entre 0,054 para o loco TAUI12 e 0,466 para
0 loco TAU27, com um valor global de 0,188, e para todos os locos, os valores de 6

foram menores que os valores de Rgr, sendo assim, significativa a diferenca entre eles

(Tabela 6)
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Tabela 6: Estrutura genética das doze populagdes de Tabebuia aurea.

LOCOS F f 0 Rsr
TAU 12 0,393 0,346 0,073 0,054
TAU 13 0,239 0,198 0,051 0,193
TAU 14 0,29 0,247 0,056 0,167
TAU 15 0,282 0,236 0,06 0,095
TAU 16 0,35 0,314 0,053 0,205
TAU 17 0,163 0,122 0,047 0,104
TAU 21 0,202 0,133 0,08 0,073
TAU 24 0,288 0,217 0,091 0,457
TAU 27 0,108 0,041 0,07 0,466
TAU 28 0,312 0,287 0,036 0,231
TAU 31 0,25 0,201 0,061 0,074
Total 0,264*+0,025 0,216*+0,027 0,061*+0,005 0,188*+0,049

F, coeficiente de endogamia para o conjunto de populagdes; f, coeficiente de endogamia

intrapopulacional; 6 indice de fixagdo entre populagdes; Rgy, diferenciagdo de populagdo com
base no tamanho do alelo (P = 0,000; valor significativo para todos os locos). Intervalo de confianga =

95% obtidos por bootstrapping com 10000 replicacdes.

Na andlise de Fsr par a par, a populacdo Pandeiros apresentou menor

diferenciagdo com as popula¢des de Aguas Emendadas e de Fazenda Araguaia (Tabela

7); a populagdo de Barra do Garcas (BAG) apresentou valores altos e significativos de

divergéncia genética com todas as outras populacdes (Tabela 7). O teste de Mantel,

utilizado para testar a hipotese de isolamento por distancia, revelou que os valores de

diferenciagdo par a par nao foram significativamente correlacionados com a distancia

geografica (P<0,006633, = -0.081444, b=-0.000007) (Tabela 7).

Tabela 7: Divergéncia genética (Fs7) par a par entre as 12 populacdes de 7. aurea.

AGE ARA BAG BAR BOD CAR FAT PAN POT PNE SUM VIB
AGE  0,00000
ARA 003512 0,00000
BAG 0,03833  0,03258  0,00000
BAR 0,03235™ 0,01646™ 0,03793 0,00000
BOD 0,01953  0,05079  0,05656 0,00498™5 0,00000
CAR  0,04632™ 0,01183™ 0,03211 0,02422  0,01434™  0,00000
FAT 0,00014™ 0,00008™ 0,06426 0,02550™ 0,02201  0,01221™ 0,00000
PAN  0,02195  0,01997 0,05179 0,00690™ 0,03676  0,00487™ 0,03100  0,00000
POT  0,02897  0,05100 0,06807 0,04716 0,05771  0,02461" 0,03088 0,03820  0,00000
PNE 0,00394™ 0,03022 0,07179 0,02034™ 0,00485" 0,01243™ 0,05363 0,05121 0,00140™ 0,00000
SUM 0,05110  0,04889  0,08819 0,01572™ 0,04512  0,01843™ 0,06363 0,05413 0,03958  0,05396  0,00000
VIB  0,05488  0,03349  0,07751 0,00522"° 0,04785  0,01777"° 0,03363 0,04609 0,05367  0,05140 0,08865 0,00000

NS, valores ndo significativos de divergéncia genética entre as populagdes. P<0,006633, r = -0.081444,
valores obtidos apos 10100 permutagdes com intervalo de confianga de 95% por multiplas comparagdes.
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5. DISCUSSAO

5.1. Diversidade Genética

As 12 populacdes analisadas de Tabebuia aurea, possuem altos niveis de
diversidade genética, com um razodvel nimero médio de alelos por loco e com altos
valores de heterozigosidade esperada e observada. As areas de preservagdo permanente,
Estacio Ecolégica de Aguas Emendadas (AGE), APA Estadual do Rio Pandeiros
(PAN) e Parque Nacional das Emas (PNE), de alguma forma estdo contribuindo para a
conservagdo dessa diversidade; e provavelmente, o tempo de perturbacdo antrépica nas
areas fragmentadas ndo foi suficiente para alterar a diversidade genética, ou os efeitos
dessas alteragdes serao percebidos nas futuras geracdes dessas populacgdes. Silva (2010)
ao estudar 08 populagdes de 7. aurea em remanescentes de Cerrado nos estados de Sao
Paulo e Mato Grosso do Sul, utilizando os mesmos marcadores microssatélites deste
estudo, também observou altos niveis de diversidade genética, heterozigosidades
variando de 0,950 a 0,621. Collevatti (2001b), utilizando marcadores microssatélites,
também observou alta diversidade genética nas populagdes de Caryocar brasiliense,

que possui ampla distribui¢cdo geografica, assim como 7. aurea.

Na caracteriza¢do dos locos microssatélites desenvolvidos para 7. aurea, Braga
et al., 2006, observaram uma média de 18,7 alelos por loco e heterozigosidade
observada e esperada (valores médios variando para todos os locos) de 0,587 ¢ 0,913,
respectivamente. O conjunto de locos desenvolvido mostrou-se bastante apropriado para
o estudo de estrutura de parentesco e acasalamento de 7. aurea, com alto poder de
exclusao de paternidade e baixa probabilidade de identidade genética. O numero de
alelos observados neste trabalho foi satisfatorio, considerando o que deve ser esperado
para locos microssatélites que sdo potencialmente multialélicos (GOLDSTEIN;

SCHLOTTERER, 2001; ELLEGREN, 2004)

As estimativas do coeficiente de endogamia intrapopulacional (f) foram altas e
significativamente diferentes de zero para todas as populacdes, revelando que existe
endogamia dentro das populacdes, o que indica que as frequéncias alélicas na populacao
ndo estdo seguindo as proporgdes esperadas para o equilibrio de Hardy-Weinberg, ou
seja, estdo ocorrendo acasalamentos nao aleatérios dentro da populagdo. Qualquer

populagdo de tamanho finito torna-se mais endogamica com o tempo, pelo aumento do
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parentesco, ao passar das geragdes, reduzindo a proporcdo de heterozigotos e
aumentando a probabilidade de que os individuos carreguem alelos que sejam idénticos
por descendéncia. O cruzamento entre individuos aparentados ndo altera as frequéncias
alélicas, mas aumenta a frequéncia dos genotipos homozigotos. Quando a perda da
variabilidade genética ¢ meramente consequéncia da reducao do tamanho populacional,

a populacdo permanece em Equilibrio de Hardy-Weinberg (FUTUYMA, 1992).

A endogamia se refere a um sistema de acasalamento onde individuos
relacionados cruzam a uma taxa maior do que a esperada por cruzamento aleatorio. A
endogamia pode levar a reducdes na heterozigosidade, a redugdo da reproducdo e
sobrevivéncia, ou seja, perda do vigor reprodutivo (depressio endogamica),
aumentando assim, o risco de extingdo. A grande consequéncia pratica da endogamia ¢
que os homozigotos para alelos deletérios tornam se mais frequentes em populacdes que

se reproduzem ao acaso (FRANKHAM, et al. 2008).

A populagdo de AGE apresentou maior diversidade genética com relagdo as
demais populagdes deste estudo, onde foi encontrada a maior média de alelos, os
maiores indices de heterozigosidade esperada e observada, maior riqueza alélica e o
menor coeficiente de endogamia intrapopulacional (f). Collevatti et al. (2001b)
estudaram uma populagdo de Caryocar brasiliense nesta mesma areas e seus resultados
mostraram uma alta variabilidade genética e um baixo indice de acasalamentos de
individuos aparentados assim como neste estudo. Isto indica que a AGE, como uma area
de preservagdo permanente tem papel extremamente importante na conservagdo dessa
espécie, possuindo uma grande representatividade da variabilidade genética em relagdo
as populagdes com alta influéncia antrdpica. Ao analisar trés populacdes de 7. aurea em
uma area de preservacdo permanente, em Pedregulho — SP, Silva (2010), também
observou alta diversidade genética, com uma alta média de alelos, com altos valores de
heterozigosidade média, no entanto, apresentou valores altos e significativos de

endogamia (f).

A populagdo de Pandeiros (PAN) possui altos indices de diversidade genética,
no entanto apresenta o maior coeficiente de endogamia (f) das doze populagdes. Antes
da cria¢do desta unidade de conservacdo em 1995, que ¢é relativamente recente. Esta

area era explorada para diversos fins como: pecudria, agricultura, carvao e lenha (corte
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da vegetacdo nativa), minerag¢do, drenagem da dgua, dentre outros, que geram grandes
problemas ambientais alterando suas funcdes biodticas e abioticas (BOAVENTURA,
2007; SALES et al., 2009). E de grande importancia a conservacio desta area, pois ela
apresenta uma diversidade floristica peculiar, com espécies caracteristicas de cerrado e
outras pertencentes as Florestas Estacionais Deciduais, correspondendo a um importante

mosaico vegetacional para a regido do rio Pandeiros (SALES et al., 2009).

A populagio de PNE, apesar de ser também uma area de preservagdo
permanente, apresentou o numero médio de alelos, os indices heterozigosidade esperada
e observada bem menores do que em AGE; mas o coeficiente de endogamia (f) foi
bastante alto e significativo. PNE apresenta uma menor taxa de diversidade genética e
um alto indice de endogamia, provavelmente porque esta area sofra com as constantes
queimadas e por estar ilhada por lavouras, restringindo ainda mais o fluxo génico.
Resultado semelhante foi observado por Collevatti et al. (2001b) para Caryocar
brasiliense no Parque Nacional de Brasilia — DF, em que o coeficiente de endogamia (f)

foi significativo e onde os eventos de fogo sdo frequentes.

Em média, as populacdes de Vila Boa (VIB), Caceres (CAR), Barra do Gargas
(BAG) e Pandeiros (PAN), situadas em areas de alagamento, geralmente formando
grupamentos chamados de “paratudais”, ndo apresentaram diferencas significativas de
diversidade genética quando comparadas com as populagdes situadas em areas drenadas

como Fazenda Araguaia (ARA), Bodoquena (BOD), Portelandia (POT) e outras.

A populagio de Sumidouro (SUM) apresentou os menores indices de
diversidade genética em relacdo as outras populacdes analisadas, com a menor média de
alelos, os menores valores de heterozigosidade esperada e observada o valor do
coeficiente de endogamia (f) foi alto e significativo. O aumento da endogamia e a
diminui¢do dos indices de diversidade genética, nesta populacdo e nas demais
populagdes fragmentadas, possivelmente sdo efeitos decorrentes da restrigao do fluxo

génico ou de deriva genética causada pela fragmentagdo do Cerrado.

Desta forma, ainda sdo observados altos niveis de diversidade genética nos
remanescentes de Cerrado amostrados, evidenciando que a auséncia de grandes
variagdes entre as populacdes nos niveis de diversidade deve-se, provavelmente ao

pequeno numero de geragdes que transcorreram apoOs a fragmentagcdo. Segundo



45

FUTUYMA (2002), alteragdes na heterozigosidade sdo percebidas mais facilmente
quando se d4 um nimero maior de geracdes apos a fragmentagdo. Quando ocorre
reducdo no tamanho populacional, mesmo que o nimero de alelos seja reduzido, o grau
de heterozigosidade e a diversidade genética podem permanecer tdo altos quanto a
populagdo original. Isso acontece porque na maioria das vezes, os alelos perdidos por
deriva sdo raros, e contribuem pouco para o nivel de heterozigosidade (NEI, 1975). As
poucas evidéncias da perda de diversidade genética também podem estar relacionadas
método de amostragem realizada, apresentando uma mescla de individuos originados

antes (adultos) e depois da fragmentacdo (jovens) (SILVA, 2010).

5.2. Estrutura Genética das Populagoes

O conhecimento da estrutura populacional ¢ importante para evitar perdas
adicionais de diversidade genética em populacdes que sdo ameagadas por atividades
madeireiras, desmatamento e fragmentacdo de habitat (HALL et al. 1994, NASON et al.
1997, ROCHA; LOBO 1998).

As estimativas de estrutura genética indicaram que a diferenciacdo entre
populagdes ¢é baixa, porém significativa (6= 0,061; P = 0,0005). De acordo com Wright
(1951), valores de 0 entre 0 e 0,15 indicam fraca diferenciagdo genética, valores entre 0,15 e
0,25 indicam diferenciacio moderada e valores acima de 0,25 indicam grande
diferenciagdo. Porém, estas estimativas apresentam altos valores dos coeficientes de
fixacdo do conjunto total das populagdes (£ = 0,264, P = 0,0005) e de endogamia
intrapopulacional (f = 0,216; P = 0,0005), sugerindo que a variabilidade genética esteja
estruturada nas populagdes de 7. aurea e que a diferenciagdo entre elas ocorre
principalmente por acasalamentos ndo aleatérios dentro e entre populagdes, € ndo
somente por deriva. Isto sugere que o endocruzamento esteja determinando a estrutura
genética destas populagdes, causando a diferenciagdo entre elas pelo aumento de

homozigotos dentro das populagdes (WRIGHT, 1931).

Quanto as estimativas de 0 e Rgr, verificou-se que houve diferenca significativa
entre os dois valores, sendo os valores de # menores que os valores de Rgr Estes

resultados indicam que os alelos sdo mais propensos a serem idénticos por estado que
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por descendéncia (SLATKIN, 1995), considerando que os marcadores microssatélites
acompanham o modelo de muta¢do stepwise, com uma taxa de mutacdo geralmente
elevada. Entretanto, as estatisticas baseadas no modelo de mutacdo de infinitos alelos
que considera os alelos idénticos por descendéncia, como 8 ou Fsr, tendem a subestimar
a diferencia¢ao populacional (SLATKIN, 1995; HEDRICK, 1999). Collevatti et al.
(2001b) também obtiveram este resultado ao analisarem a estrutura genética

populacional de Caryocar brasiliense com locos microssatélites.

Na analise de divergéncia genética (Fsr) par a par, de modo geral as
populacdes apresentaram altos valores de Fsr, indicando que a diferenciacdo ¢ maior
dentro das populagdes do que entre elas. A hipotese de isolamento por distancia, ou
seja, de que as populagdes mais distantes geograficamente deveriam ser também
geneticamente mais diferenciadas ndo foi corroborada pelos resultados da andlise, que
demonstrou ndo existir correlacdo entre as distancias genéticas e as distancias

geograficas.

Em estudo sobre a variagdo temporal da dispersdo de pdlen e a sistema
reprodutivo de Tabebuia aurea, Braga & Collevatti (2010), observaram que 7. aurea
apresenta um sistema misto de polinizagdo. A distancia maxima de dispersdo de pdlen
foi de 2.608m e a maioria dos eventos de polinizagdo (65%) ocorreram em distancias
inferiores a 300 metros. A curta distancia de dispersdo de sementes, o padrao de
distribuicdo de 7. aurea em grupos e a floragdo “big-bang” levam a permanéncia de
polinizadores na mesma planta e em grupos de individuos proximos devido a alta
disponibidade de recurso, promovendo autofecundagdo e curtas distancias de dispersdo
de polen. Possivelmente, estes fatores também podem corroborar para a estruturagao
destas populacdes de 7. aurea. Assim, a manuten¢do de uma grande populagdo e a
viabilidade de espécies em longo prazo € necessdrio para garantir uma maior
propor¢ao de fluxo de podlen entre individuos ndo aparentados aumentando a
heterozigosidade, prevenindo a depressdo endogdmica e minimizando os efeitos da

flutuacdo do tamanho efetivo populacional.

A fragmentacdo de areas de floresta, pelo avango da agricultura e de outras
atividades antrdpicas, leva ao isolamento de subpopulacdes e, consequentemente, a

deriva genética e a endogamia (ROBINSON, 1998). No entanto, ndo foi detectado o
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efeito da fragmentacao sobre as populacdes de 7. aurea, pois elas ainda preservam uma
alta taxa de diversidade genética que precisa ser conservada. Provavelmente porque a
fragmentacdo do Cerrado seja um evento relativamente recente, cerca de 60 anos, em
comparacgao com o ciclo de vida das espécies e porque os individuos amostrados sdo na
maioria adultos. Para tanto, seriam necessarios estudos com progénies para detectar os

efeitos deletérios da fragmentagdo sobre essas populagdes.
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6. CONCLUSAO

- Existe um alto nivel de variabilidade genética em populagdes naturais de 7.

aured.

- H4 endogamia significativa dentro das populacdes de 7. aurea, indicando a

ocorréncia de acasalamento entre individuos aparentados.

- A populagdo de AGE, situada na Estacdo Ecologica de Aguas Emendadas,
apresentou maior diversidade genética e menor coeficiente de endogamia das doze

populagdes analisadas.

- As populagdes de PAN e PNE, também em areas de conservagdao nao
apresentaram maior diversidade genética que as outras em areas fragmentadas,
entretanto, o coeficiente de endogamia foi maior nas areas mais afetadas por disturbios

antropicos.

- As doze populacdes estudadas apresentam baixos indices de estruturagdo

genética, porém significativos.
- As populagdes ndo apresentam isolamento por distancia.

- Provavelmente, os acasalamentos ndo aleatorios dentro e entre populagdes, o
padrao de distribuicao de 7. aurea em grupos e a polinizacao a curta distancia sejam os

fatores responsaveis pela estrutura genética em 7. aurea.

- Nao foram detectados os efeitos da fragmentagdo sobre as populagdes de T.

aureda.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Apesar de um crescente nivel de conhecimento sobre a biodiversidade
brasileira, muitas lacunas de conhecimento precisam ainda ser enfocadas para que a
ciéncia tenha uma influéncia positiva nas agdes de conservagdo. E necesséario que haja
um levantamento detalhado dos ultimos remanescentes das areas de Cerrado, para ser
possivel maior obten¢do de informacgdes basicas sobre o ambiente como um todo, sobre

a diversidade genética das espécies, associado a um intensivo inventario floristico.

A cria¢do de unidades de conservacdo no Cerrado pode ser insuficiente para
conter o desmatamento caso nao haja um esfor¢o coletivo para a adogdo de praticas
mais sustentaveis de ocupagdo do Cerrado. Devem ser criadas leis federais especificas
de prote¢do do bioma, como a aprovacao da Proposta de Emenda Constitucional (PEC)
115/95, que inclui o Cerrado e a Caatinga como patrimonio nacional, assim como a
Amazodnia e a Mata Atlantica. Essas acdes sdo urgentes ¢ essenciais para que a rica
biodiversidade do Cerrado ndo desapareca nesse consumo desenfreado dos recursos

naturais.

As politicas de conservacao e de desenvolvimento devem trabalhar de maneira
integrada para que os recursos naturais do Cerrado sejam preservados e eventualmente
explorados economicamente. Uma das formas de se promover a conservacdo desse
importante bioma seria a constituicdo de um fundo voltado para a recuperagdo de areas
degradadas, prote¢do de mananciais hidricos e a manuten¢do das éareas protegidas

existentes (MACHADO et al., 2004).
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