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RESUMO

RAMOS JR. AVALIACAO DA REPETIBILIDADE DE MARCADORES RAPD E
VARIABILIDADE GENETICA INTRAPOPULACIONAL EM Tibouchina
papyrus (POHL) TOLEDO. 2008. 132f. Dissertagcio (Mestrado em Genética)
Departamento de Biologia, Universidade Catolica de Goias, Goidnia, Goias, 2008.

O cerrado ¢ um dos ecossistemas mais ricos do mundo em diversidade, possuindo um
grande nuimero de espécies endémicas, como é o caso de Tibouchina papyrus.
Entretanto, os estudos sobre essa grande riqueza ainda deixam a desejar. Por isso, torna-
se necessario a realizacdo de estudos em todas as areas da biologia das espécies,
possibilitando planejamentos mais efetivos de conservacdo. Nesse contexto, o objetivo
do trabalho foi avaliar a repetibilidade de marcadores RAPD e caracterizar a
variabilidade genética intrapopulacional de 7. papyrus (pau-papel), com endemismo nos
campos rupestres do cerrado. Para tanto, foram utilizados seis iniciadores RAPD e 207
plantas, distribuidas em trés subpopulacdes. A andlise de repetibilidade foi realizada
utilizando-se a matriz contendo o total de locos produzidos, com base em um algoritmo
de otimizagdo (simulated annealing), para definir solugdes que contemplassem o
numero minimo de individuos que apresentassem todos os locos. Os individuos de uma
das solucdes foram escolhidos para a realizagdo de uma nova PCR, para cada um dos
iniciadores RAPD, produzindo uma nova matriz de dados binarios, contendo somente
os locos que repetiram. Os resultados mostraram que as subpopulagdes de 7. papyrus
(pau-papel) exibiram consideraveis niveis de variabilidade genética, tanto com base na
matriz contendo o total de locos (176), quanto aquela com os locos RAPD com
repetibilidade (147). De uma maneira geral, todos os parametros genéticos estimados,
com base nas duas matrizes ¢ com diferentes metodologias de anélise se apresentaram
muito semelhantes, exibindo uma média de 95% dos locos polimorficos, valores de
diversidade média igual a 0,351e coeficiente de endogamia igual a 0,962. Além disso,
foi possivel verificar que existe uma elevada estruturacdo da variabilidade genética
nessas subpopulacdes de 7. papyrus (18%), uma vez que duas dessas subpopulagdes
estdo muito proximas geograficamente. A andlise de repetibilidade indica que a técnica
de RAPD, quando bem padronizada, permite a obten¢ao de resultados robustos, uma
vez que a taxa de repetibilidade dos locos ¢ relativamente alta, com 84% de
reprodutibilidade. O indice de agregacdo (R), nas trés subpopulagdes, menores que 1,
indica que hd uma distribui¢do em agregados das plantas de 7. papyrus. O padrao
espacial intrapopulacional da variabilidade genética, nas subpopulagdes, revelou a
formagdo de “patches” de individuos geneticamente mais similares, gerado por um
padrao de diferenciagdo de isolamento-por-distancia ou stepping-stone. As diferencas
nos tamanhos dos “patches” sugere que os processos de polinizacdo e dispersdo atuam
ligeiramente diferente entre as subpopulacdes, produzindo padrdes espaciaos similares,
com escalas geograficas varidveis. Considerando as informagdes sobre a biologia
reprodutiva da espécie, os valores elevados de endogamia podem ser explicados por um
balang¢o entre autofecundagdo e fecundacao cruzada entre individuos aparentados. Outro
argumento que corrobora com essa argumentacao ¢ o fato dos frutos serem rompidos
com facilidades (autocoria), seguido de uma dispersdo secundaria pelos ventos fortes
(anemocoria) que ocorrem nessas regides, gerando agrupados de individuos
aparentados.

Palavras Chave: cerrado, RAPD, diversidade genética, repetibilidade, pau-papel.

Orientadora: Dra. Mariana Pires de Campos Telles
Co-Orientadora: MsC. Thannya Nascimento Soares
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1. Introducao

A estrutura espacial estd intimamente relacionada com a estrutura genética das
populacdes. Nos vegetais esta influéncia ¢ mais marcante, principalmente, devido a
fixidez dos individuos. E importante verificar como as plantas ocorrem dentro de uma
subpopulacado, se mais agrupadas ou mais dispersas, pois isto € conseqii€ncia do sistema
reprodutivo e, portanto, do sistema genético (Doust & Doust, 1988; Hamrick et al.,
1993).

Nos ultimos anos foram disponibilizados diversos marcadores moleculares que
permitem a avaliacdo da variabilidade genética presente em diferentes regides do
genoma ¢ podem ser utilizados para diversos fins (Avise, 2004). E sabido que a
diversidade genética ocorre em diferentes escalas taxondmicas e espaciais (Spellerberg
& Fedor, 2003), sendo considerada essencial para garantir a sobrevivéncia das
populacdes em condigdes de adversidade no ambiente (Moraes et al., 2004). O
conhecimento dos padrdes espaciais da variabilidade genética tem sido utilizado no
intuito de entender como os processos microevolutivos determinam os padrdes atuais de
variabilidade genética (Epperson, 2003).

Portanto, conhecer a magnitude e a distribuicao da variabilidade genética entre os
individuos dentro das populagdes, pode auxiliar na elucida¢do da dindmica e a direcdo
das forgas genéticas que estdo atuando nessa estrutura¢do (Epperson & Alvarez-Buylla,
1997; Degen et al., 2001a). Os niveis de endogamia, depressdo endogamica e a
sobrevida da populacdo dependem da forma e da magnitude da estrutura espacial da
variacdo genética, gerada pela dispersdo de podlen e sementes (Epperson & Alvarez-
Buylla, 1997). Essas andlises de diversidade genética, principalmente em espécies
nativas, tétm um papel importante por auxiliar na definicdo de estratégias de

conservagao e manejo de populagdes dos diferentes biomas.
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Acredita-se que a vegetacdo do bioma cerrado ¢ uma das mais antigas e sua
formagdo ocorreu antes da separagdo dos continentes Americano e Africano, sendo
considerada uma das savanas mais ricas em biodiversidade do mundo. O cerrado, ao
lado da Mata Atlantica, ¢ um dos biomas mais alterados do pais. Possui uma flora com
um indice de endemismo muito alto, e o risco dessa rica diversidade entrar em extingao
¢ elevado em conseqiiéncia da fronteira agricola que ndo para de crescer (Moraes et al.,
2007).

A espécie Tibouchina papyrus pertence a familia Melastomataceae e apresenta
endemismo e distribui¢io restritos aos campos rupestres do bioma cerrado. E uma
espécie que apresenta importancia ecoldgica, ornamental e cultural, sendo considerada
uma das arvores simbolo do Estado de Goias. Recebeu o nome popular “pau-papel”, por
ser uma arvore que solta camadas do ritidoma em lascas finissimas e leves, de colora¢ao
alba, que parecem papel de seda (Teixeira, 1969; Rizzo, 1981; Rizzo, 1996; Montoro,
2004).

Uma alternativa para conservar a biodiversidade ¢ estabelecer um plano de
conservagdo que abranja os diversos niveis de conservagdo in situ, ex situ € on farm
(Clement et al., 2007; Pereira & Ribeiro, 2007; Scariot & Sevilha, 2007). Devido a
grande quantidade de habitats que esta sendo perdido da cobertura vegetal original do
cerrado, existe uma urgéncia de implementar planos vidveis para definir areas de
conservagdo no sentido de preservar a biodiversidade do bioma (Diniz-Filho et al.,

2007).
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2. Objetivo geral
Caracterizar geneticamente populacdes naturais de pau-papel (7ibouchina
papyrus), na regido de cerrado do Estado de Goias utilizando marcadores RAPD, avaliar

a repetibilidade dos locos e utilizar metodologias de analises estatisticas espaciais.

2.1. Objetivos especificos

— Avaliar a repetibilidade de marcadores RAPD, utilizando uma técnica de
otimizacao (simulated annealing);

— Descrever o polimorfismo genético por iniciador e para cada uma das
populagdes;

— Comparar a variabilidade genética obtida para o total de locos com aquela dos
locos que apresentaram repetibilidade;

— Estimar a similaridade genética entre os individuos;

— Calcular o indice de agregagao dos individuos dentro das populagoes;

— Avaliar a estrutura genética espacial intrapopulacional;

— Verificar, por meio das andlises espaciais, a existéncia de estruturagcdo-em-

parentesco entre os individuos.
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3. Revisao bibliografica
3.1. Caracteristicas do bioma Cerrado

Segundo Ribeiro & Walter (1998), no Brasil ocorrem seis tipos de biomas, o
cerrado, os Campos e Florestas Meridionais, a Floresta Atlantica, a Caatinga, a Floresta
Amazodnica e o Pantanal (Figura 1). O Cerrado ¢ considerado o segundo maior bioma do
Brasil, em extensdo e em biodiversidade, com 2 milhdes de km® que se aproxima de
24% do territorio brasileiro, sendo somente menor que a Floresta Amazonica. O cerrado
abrange os Estados do Amapa, Roraima, Amazonas, Par4, Pernambuco, Alagoas, Piaui,
Sergipe, Goias, Tocantins, Distrito Federal, Bahia, Ceard, Maranhdo, Mato Grosso,
Mato Grosso do Sul, Minas Gerais e Sdo Paulo (em alguns estados ocorrem somente
manchas de cerrado), e ¢ considerado como a ultima fronteira agricola centro-oeste e
possui uma alta beta-diversidade (Munhoz & Proenga, 1998; Ribeiro & Walter, 1998;
Rigonato & Almeida, 2003; Klink & Machado, 2005; Por et al., 2005; Ribeiro &
Rodrigues, 2006; Rezende & Guimaraes, 2007).

Coutinho em 1978 conceituou o cerrado /ato sensu como ndo tendo uma unica
fitofisionomia, mas sim trés: a campestre (campo limpo de cerrado), a savanica (campo
sujo de cerrado, campo cerrado e cerrado stricto sensu, ¢ a florestal (cerraddo),
constituida por florestas tropicais estacionais escleromorfas semideciduas mais abertas,
arvoredos (savana florestada), sendo assim, o cerrado seria um mosaico de biomas
(Coutinho, 2006).

Em 1998 Ribeiro e Walter também classificaram o cerrado considerando as trés
divisdes: o campo (espécies arboreas e arbustivas) a savana (arvores e arbustos) e a
floresta (espécies arboreas) (Figura 2). Klink e Machado (2005) consideram que o
cerrado ¢ um conjunto de ecossistemas (savanas, matas, campos e matas de galerias)

que ocorrem no Brasil central.
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1-  Cerrado
2-  Campos e Florestas Meridionais
3-  Floresta Atlantica

4-  Caatinga

5-  Floresta Amazonica

6- Pantanal

Figura 1. Distribui¢do Geografica dos principais biomas do Brasil, em destaque o bioma
Cerrado (WWF-Brasil, 2008).

Walter em 2006 esclarece que o cerrado tem sido utilizado em trés contextos
técnicos: 1) refere-se ao bioma predominante no Brasil Central; 2) cerrado sentido
amplo (lato sensu), que retine as formagdes savanicas e campestres do bioma, incluindo
desde o cerraddo até o Campo Limpo; e 3) Refere-se ao cerrado sentido restrito (stricto
sensu), que designa um dos tipos fitofisiondmicos que ocorrem na formagdo savéanica,
definido pela composi¢do floristica e pela fisionomia, considerando tanto a estrutura
quanto as formas de crescimento dominantes. Portanto, quando se considera os trés
termos conjuntamente, o bioma cerrado pode ser caracterizado principalmente por uma

tipica savana, em seu sentido fisiondmico mais difundido (Walter, 2006).
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Figura 2. Ilustracdo dos tipos de vegetagdo do bioma Cerrado (Ribeiro ¢ Walter, 1998).

Nos dias atuais o cerrado ¢ considerado por muitos autores como sendo um tipo
de savana (Coutinho, 2006; Por et al., 2005). A fisionomia savanica ocupa 67% de todo
o bioma cerrado. J4 os campos cerrados, campos sujos € os campos limpos 12%, e os
cerraddes ocupam 10% (Coutinho, 2006). O cerrado possui duas estagdes bem definidas
invernos secos e verdes chuvosos, com a chuva se concentrando de outubro a margo que
¢ considerada a estacdo chuvosa. Como a fitofisionomia do cerrado vai de superficies
planas e baixas com 300 m até altas chapadas de at¢ 1600 m o clima tem uma
diversificacdo muito grande, sendo bastante umido tipico das savanas do mundo, com
uma precipitagdo de 90% e uma média anual de 1.500 mm e a temperatura varia em
média entre 22 °C a 27 °C (Ratter et al, 1997; Ribeiro & Walter, 1998; Klink &
Machado, 2005; Por et al., 2005). Durante o inverno € a época mais seca ¢ quando se
tem o registro das mais baixas taxas de umidade relativa, e ¢ quando se tem a maior
intensidade dos ventos. Esse periodo em muito favorece as espécies que dispersam suas
sementes nesta época (Pereira & Ribeiro, 2007).

As plantas para sobreviver a falta estacional de 4gua tém caracteristica xerofitica,
sdo adaptadas ao longo periodo de seca. As arvores e arbustos possuem normalmente
caules e ramos tortuosos, troncos com cascas grossas, muitas vezes com vestigios

negros de carvao deixados pelas queimadas. As folhas sdo grossas, duras, coriaceas,
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asperas, as superficies das folhas sdo muitas vezes brilhantes e outras vezes recobertas
por pélos, as arvores geralmente perdem as folhas na seca sendo arvores deciduas e
muitas espécies produzem flores e brotos em plena estagdo seca (Por et al., 2005;
Pereira & Ribeiro, 2007). Dentro do bioma nascem seis das oito grandes bacias
hidrograficas do Brasil, sendo conhecido também como o ber¢o das aguas (Pereira &

Ribeiro, 2007).

O bioma cerrado, por muito extenso, abriga milhares de espécies de plantas,
animais, e outros organismos. Dentro desta vasta variedade de espécie o Cerrado guarda
espécies muito importantes para o homem, ja existe relato de cerca de 200 espécies de
plantas com seu potencial econdmico identificado, sendo estas utilizadas principalmente
na alimentagdo, farmdacia, cosméticos ou ornamentais (Blanco et al., 2007). Entretanto,
o cerrado guarda espécies extremamente raras ¢ endémicas que ainda sdo muito pouco

conhecidas (Klink & Machado, 2005; Ribeiro & Rodrigues, 2006).

A flora do bioma cerrado ainda ¢ muito pouco conhecida, com pouquissimos
trabalhos, e o que existe ¢ um emaranhado de informagdes desencontradas quanto a
valores corretos (Mendonga et al., 1998, Lacerda et al., 2001). Ratter e colaboradores
(1997) citam que o bioma possui uma riqueza bioldgica em torno de 160 mil espécies de

plantas, animais e fungos.

Mendonga e colaboradores (1998) fizeram um levantamento da flora do bioma
cerrado. Entre pteridofitas, gimnospermas e angiospermas existem aproximadamente
6429 espécies nativas do cerrado e 456 espécies invasoras. Quarenta por cento da flora
do bioma cerrado é endémica, neste contexto, dentre as savanas o cerrado é o bioma
com a flora mais rica do mundo (Klink & Machado, 2005). Como exemplo, um

levantamento floristico nos mostrou que 914 espécies de arvores e arbustos ocorriam em
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315 locais de cerrado, e destas 914 espécies, s6 300 ocorreram em oito locais diferentes,

e 614 ocorreram somente em um local (Klink & Machado, 2005).

Myers e colaboradores (2000) relataram que o cerrado possui cerca de 10.000
espécies de plantas e que 4,4% ou 4.400 espécies sao endémicas, ressaltando o alto
valor de endemismo que o cerrado possui. Em um levantamento recente realizado por
Walter (2006), o nimero de familias de plantas vasculares no bioma cerrado pode variar
de 132 a 180, dependendo do sistema utilizado para classificagdo. O levantamento
realizado resultou em um nimero de espécies igual a 11.046 (sendo 11.042
angiospermas e quatro gimnospermas), 384 espécies de pteridofitas e 719 espécies de
plantas de ampla distribuicdo geografica ou cosmopolita. Quando essas espécies siao
classificadas por ambientes, pode dividir em: 1) Cerrado (/ato sensu) “Tudo” com 6.223
espécies e 138 familias; 2) Campo Rupestre (lato sensu) com 4.202 espécies e 121
familias; 3) Cerrado (lato sensu) “Puro” com 3.659 espécies e 126 familias; 4) Matas de
Galerias com 2.452 espécies e 143 familias; e 5) Cerrado (stricto sensu) com 1.855

espécies e 102 familias.

Nestas 11.046 espécies de plantas do bioma cerrado, quando classificadas por
habitos obteve-se: 1744 espécies de arvores, 2291 espécies de arbustos, 1994 espécies
de subarbustos, 4143 espécies de ervas, 781 espécies de trepadeira e 93 espécies de
hemiparasitas (Walter, 2006). A grande riqueza bioldgica que o cerrado possui nos
mostra a importancia dos estudos voltados para conservacao e manejo da biodiversidade
(Ribeiro & Rodrigues, 2006). O cerrado estd sendo muito degradado devido a expansao
da fronteira agricola dos ultimos 30 anos ¢ o aumento populacional. O bioma ja perdeu
por volta de 50% da vegetagao original, transformado em pastagens, pastoreios, culturas
anuais e varias outras culturas, o equivalente a uma area de aproximadamente 880.000

km?, fatores que acabam causando a fragmenta¢io da paisagem (Klink & Machado,
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2005; Amaral et al., 2006). De acordo com Klink e Machado (2005) devido a
destruicdo da vegetagdo, estdo ocorrendo graves danos ao ambiente dentre eles: invasao
de espécies exoticas, erosdo do solo pela perda da vegetacdo, fragmentacdo de habitats,
degradacdo dos ecossistemas, extingdo da biodiversidade e modifica¢des climaticas.

Myers e colaboradores (2000) utilizando o critério de endemismo e o grau de
ameaca a biodiversidade incluiu o cerrado como uns dos 25 hotspots do mundo,
prioritarios para conservacao da biodiversidade (Figura 3).

Considerando que todos os biomas brasileiros estdo em processo de fragmentacao,
incluindo o cerrado, o tamanho das populagdes estd diminuindo além de haver
alteragdes nos processos naturais e genéticos das espécies. Com isso, torna-se
necessario conhecer o patrimonio natural, para conserva-lo e poder utilizé-lo de forma
sustentavel, em fun¢do da importincia da diversidade bioldgica que o cerrado possui
(Estopa et al., 2006; Jaeger et al., 2007). Essa alta biodiversidade merece mais atengao
das entidades publicas, pois somente 6% da area do cerrado se encontra em unidades de
conservagao € uso restrito, e apenas 3,6% dessa area estd em alguma outra modalidade
de unidade de conservagao (Felfili ez al., 2002).

A falta de conhecimento da diversidade genética das espécies ¢ um dos problemas
quando se trata da contribuicdo para estabelecer estratégias para conservacdo das
espécies nativas (Blanco et al., 2007). Segundo Pereira e colaboradores (2007) todas as
espécies sdo necessarias para o equilibrio dos biomas, sendo assim, deveriam ser
consideradas relevantes para entrarem em programas de conservagdao. Conservar os
recursos naturais faz-se necessario pela propria sobrevivéncia dos ecossistemas e por

haver uma grande possibilidade de gerar muitas riquezas (Pereira & Ribeiro, 2007).
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Figura 3. Relacdo dos 25 hotspots do mundo. Em destaque o Bioma Cerrado (Myers et al.,
2000).

3.1.2. Campo Rupestre

As formagdes campestres ou savanicas se dividem em trés tipos: o Campo Sujo, o
Campo Rupestre (Figura 4) e o Campo Limpo (Ribeiro & Walter, 1998). O campo
rupestre ocorre em regides altas acima de 900 m, geralmente no topo de montanhas em
formas de platds relativamente extensos e ¢ normalmente composto por mosaicos de
arbustos. E diferente do bioma principal devido as suas caracteristicas de solo e biota, e
abriga uma das floras mais ricas e diversificadas do mundo neotropical (Ribeiro &

Walter, 1998; Benites et al., 2003; Por et al., 2005).

Os campos rupestres formam ilhas temperadas-subtropicais dentro das areas
tropicais e equatoriais da América do Sul, o clima ¢ mais frio ¢ umido sendo
mesotérmico, temperaturas com médias entre 17 e 20°C. A pluviosidade média ¢ de
1.500 mm, e possui um periodo seco de 3 a 4 meses no inverno. Possui um ambiente
ensolarado de ventos constantes, noites quentes e dias frios (Ribeiro & Walter, 1998;

Por et al., 2005).
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Essa fitofisionomia revela uma paisagem em microrelevos com espécies tipicas e
predominantementes, sdo de ciclo rapido, tendo uma vegetacdo de plantas rasteiras,
herbaceo-arbustivo, e eventualmente arvoretas, que possuem um desenvolvimento
restrito chegando até 2 metros de altura em trechos de afloramentos rochosos (Figura 5).
A flora geralmente ¢ xeromorfica com folhas pequenas, coridceas, espessas, serosas ou

pilosas que armazenam agua nos seus tecidos. Em muitas plantas as folhas caem durante

o inverno (Ribeiro & Walter, 1998; Por et al., 2005).

Altura Média (m): 2
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Cobertura Arbrea (%): 5-20 | 1
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4 d £ _} ¢ ‘5 Tlustracdo: Wellington Cavalcante

Figura 5. Diagrama de perfil (1) e cobertura arborea (2) de um Campo Rupestre representando
uma faixa de 40 m de comprimento por 10 m de largura. (Notar a vegetacdo
nascendo entre as rochas) (Agéncia de Informagao Embrapa / Bioma Cerrado, 2008).
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A vegetacdo de campo rupestre pode ser dividida em dois grupos: as comofiticas
que crescem sobre as superficies rochosas e quase totalmente desprovidas de terra
vegetal; as casmofiticas que crescem nas fendas das rochas. (Fernandes & Baptista,

1999).

No campo rupestre ocorre a presenca de flora esclerofila com adaptagdes a
condigdes extremas, com solos litolicos, que sdao solos rasos, acidos, arenosos,
oligotroficos, ricos em aluminio trocavel, geralmente encontrado em areas acidentadas
de relevo ondulado chegando a montanhoso. E de baixa resisténcia a intempéries ¢ de
elevados teores de minerais primarios. Sao bastante heterogéneos com profundidade de
até 50 cm, possui fragmentos de rochas liberados pelas rochas maiores através das
intempéries, pedras ou cascalhos. A agua ¢ limitada, porque as aguas pluviais escoam
rapidamente apos as chuvas para os rios devido a pouca profundidade e a baixa
capacidade de retengdo pelo solo. A vegetacdo nesse tipo de solo tem certa limitagao,
pois, s6 consegue penetrar quando encontram frestas nas rochas (Munhoz & Proenga,
1998; Reatto et al., 1998; Ribeiro & Walter, 1998; Romero & Nakajima, 1999; Por et

al., 2005; Amaral ef al., 2006).

A maior ocorréncia de campo rupestre ¢ na Cadeia do Espinhaco que possui uma
extensao entre 900 a 1.500 m, tendo vérias denominagdes, tais como Serra do Cipd e
Chapada Diamantina entre outras. O Espinhago vai desde o sul de Minas Gerais até o
norte da Bahia. Mas também ¢ encontrado campo rupestre em serras nos Estados de
Goias, Mato Grosso, Para, Roraima e nos paises da Guiana e Venezuela (Por et al.,

2005).

O campo rupestre devido ao local e as condi¢des ecoldgicas de onde ocorre possui

uma alta taxa de endemismo e raridade de plantas principalmente na camada
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subarbustiva-herbacea, e varias espécies ameagadas de extingdo (Munhoz & Proenca,

1998; Romero & Nakajima, 1999; Romero & Martins, 2002; Amaral et al., 2006).

Romero (2002) (citado por Montoro, 2004) diz que, para uma planta ser endémica
ela apresenta uma localizagdo muito restrita, ¢ que normalmente estd ligada a uma
fitofisionomia. Entretanto, o campo rupestre possui um elevado nimero de plantas
endémicas e € constituido por ambientes diversificados, por isso, tem uma composi¢ao

floristica muito rica.

Da lista de 11.046 espécies citada por Walter (2006) para o cerrado, 4.202
ocorrem no campo rupestre (lato sensu) estando distribuidas na fitofisionomia assim:
258 espécies de arvores, 1001 de arbustos, 954 de subarbustos, 1773 de ervas, 194 de
trepadeira e 22 de hemiparasitas. Para o campo rupestre (stricto sensu) foi definido da
seguinte maneira: 02 espécies de arvores, 16 de arbustos, 36 de subarbustos, 29 de

trepadeiras e nenhum hemiparasita.

3.1.3 Caracteristicas da espécie Tibouchina papyrus

A familia Melastomataceae ¢ uma familia pantropical que possui cerca de 166
géneros e aproximadamente 4.570 espécies, sendo 3.000 espécies neotropical. No Brasil
¢ considerada como a sexta maior familia de Angiospermas, contendo 68 géneros e mais
de 1.500 espécies, que estao distribuidas da Amazonia ao Rio Grande do Sul, estando
presente em grande parte das formagdes vegetacionais com um grande numero de
espécies. Encontra-se uma diversidade muito grande nos habitos dos taxons que vao
desde herbaceos até arbustivos, tendo comumente espécies arboreas, e ocorrendo mais
raramente trepadeiras e epifitas (Romero & Martins, 2002; Oliveira-Rebougas &

Gimenes, 2004; Lima et al., 2007)

23



As espécies da familia Melastomataceae sdo encontradas no Brasil em ambientes
como Floresta Amazdnica, Mata Atlantica, Cerrado, Dunas e Restingas. E sdo as
formacdes florestais do Brasil, uma das regides da América mais ricas em
Melastomataceae (Oliveira-Reboucas & Gimenes, 2004; Goldenberg & Reginato,
2006). Grande quantidade de espécies desta familia ocorre em campo rupestre e alguns
géneros restritos a determinadas regides (Munhoz & Proenca, 1998; Ribeiro & Walter,
1998; Romero & Nakajima, 1999; Romero & Martins, 2002; Silva et al., 2001; Amaral

et al., 2006; Goldenberg & Reginato, 2006).

De acordo com o The International Plant Names Index (2007), o primeiro
naturalista a descrever essa espécie foi Johann Baptist Emanuel Pohl (Pohl) dando o
nome de Lasiandra papyrus. Em seguida, o naturalista Célestin Alfred Cogniaux
(Cogniaux, 1883-1885) reclassificou-a, modificando o género e passando a nomea-la
como Tibouchina papyrifera. A classificagdo mais recente foi realizada por Joaquim
Franco de Toledo em 1952, passando a ser denominada Tibouchina papyrus (Toledo,

1952).

Tibouchina papyrus (Figura 6) ¢ uma arvore que tem um potencial paisagistico
muito grande devido ao desprendimento de camadas do ritidoma em lascas finissimas e
leves, de coloracdo alba, que parecem papel de seda (Figura 7) (Rizzo, 1970; Saint-
Hilaire, 1975; Teixeira, 1969; Rizzo, 1981; Chaves-Filho, 1997a; Almeida ef al., 1998;
Castenau, 2000), por isso ¢ chamada popularmente de “pau-papel”. E uma espécie
singular por sua importancia ecoldgica, ornamental e cultural, sendo considerada como
uma das arvores simbolo do Estado de Goids (Rizzo, 1996; Chaves-Filho, 1997a;
Montoro, 2004). E uma espécie endémica do cerrado tendo sua ocorréncia registrada na
Serra Dourada no municipio de Mossamedes-Goias (Pohl, 1951; Toledo, 1952; Rizzo,

1970; Saint-Hilaire, 1975; Teixeira, 1969; Rizzo, 1981; Chaves-Filho, 1997a; Almeida
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et al., 1998; Castelnau 2000), Serra dos Pireneus — Pirenopolis-Goias (Teixeira, 1969;
Rizzo, 1970; Rizzo, 1996; Chaves-Filho, 1997a; Santos, 2003; Montoro, 2004) e ha
ainda a possibilidade de sua ocorréncia na Serra de Natividade no municipio de
Natividade — Tocantins. Teixeira (1969) e Rizzo (1981) descrevem uma arvore com
caracteristicas muito parecida com a 7. papyrus nesta serra, sendo chamada localmente
de ara¢a da Serra.

T. papyrus € restrita a campos rupestres que ocorrem em alturas elevadas acima de
900 metros, em areas de ventos constantes com dias quentes e noites frias, tendo uma
das mais altas taxas de endemismo vegetal do mundo, com vegetagdo herbacea sendo
sub-arbustos e arbustos (Ribeiro & Walter, 1998; Santos, 2003; Montoro, 2004; Por et
al., 2005).

O pau-papel ¢ uma arvore hermafrodita de aproximadamente 3 metros, possui
folhas simples, opostas, pecioladas, inflorescéncia panicula terminal, com flores lilases
actinomorfas de aproximadamente 1,5 cm e fruto com capsula raptil e seco (Figura 8)

(Almeida et al., 1998; Santos, 2003; Montoro, 2004).

Figura 6. Foto de T. papyrus (pau-papel) na Reserva Bioldgica Prof°. José Angelo Rizzo na

Serra Dourada. Mossamedes-Goias.
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Figura 8. Fruto com capsula ruptil de 7. papyrus.

T. papyrus, ¢ uma espécie xendgama facultativa, ¢ auto-compativel, ndo ¢
apomitica e ¢ alogama. Por apresentar autocompatibilidade, a espécie possui um sistema
de reproducdo misto, potencialmente produzindo sementes por autofecundagdo e/ou
fecundagdo cruzada (Santos, 2003; Montoro, 2004). A autocompatibilidade ndo implica
autogamia, Montoro (2004) em seu trabalho, relatou que 12% dos frutos foram
formados por autopolinizagdo e 45% por fecundagdo cruzada. Em 2003, Santos
observou que somente 6,8% das plantas de 7. papyrus estudadas apresentaram
autopolinizacdo espontanea.
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A floragdo do T. papyrus ¢ dita intermediaria anual, acontecendo em grande parte
do ano, favorecendo assim a reproducdo da espécie (Montoro, 2004). Essa floracao
ocorre no final do periodo chuvoso e inicio da estagdo seca que vai de dezembro a junho
tendo um pico entre os meses de margo a maio (Santos, 2003; Montoro, 2004).

Os frutos por serem secos e de pequeno porte com capsula raptil, sdo rompidos
com facilidades por ventos fortes (anemocoria), associados com altas temperaturas e
baixa umidade relativa do ar. O amadurecimento dos frutos acontece no periodo de abril
a outubro que ¢ a estagdo seca. Nessa mesma €poca ocorre a queda foliar (caducifolia),
permanecendo somente os frutos capsulares expostos na copa, o que contribui para a
dispersdao anemocorica das sementes (Montoro, 2004).

A ocorréncia da frutificacdo e da dispersdo na estacdo seca evita a competi¢do ¢ a
liberagao das sementes acontece mais facilmente, aumentando assim, o nimero de
sementes liberadas, o que facilita a dispersdo. Essas sementes que sdo liberadas tém sua
germinagdo facilitada, pois seu crescimento acontece no inicio das chuvas (Santos,
2003; Montoro, 2004).

E uma espécie melitofila (polinizada por abelhas), produzindo somente grios de
polen. A espécie de abelha que poliniza a 7. papyrus pertence ao género Bombus sp.,
popularmente conhecida como mamangava. Os trabalhos de biologia floral e
polinizagcdo relatam que os visitantes florais sdo observados somente durante o dia
(Chaves-Filho, 1997b; Santos, 2003; Montoro, 2004).

Devido a natureza assincronica da floracdo do pau-papel, ou seja, nem todas as
flores estdo em plena floragdo, o visitante floral necessita visitar muitos individuos,
promovendo assim a polinizacdo cruzada, que tem como uma das conseqiiéncias

aumento da variabilidade genética dentro das populacdes da espécie (Montoro, 2004).
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3.2. Marcadores moleculares utilizados para analises populacionais

Segundo Robinson (2006) marcadores genéticos sdo caracteristicas qualitativas
com heranca mendeliana simples, e cuja expressao nao € influenciada pelo ambiente. Os
primeiros marcadores utilizados foram os de caracteres morfoldgicos, sendo muito
utilizados na constru¢do de mapas de ligagdo, ¢ no desenvolvimento da analise de
ligagdo génica. A segunda classe de marcadores agora em nivel molecular foi a dos
bioquimicos, baseados no polimorfismo de proteinas e enzimas, permitindo uma grande
revolugdo nos estudos genético-populacionais (Ferreira & Grattapaglia, 1998; Robinson,

20006).

Apds o surgimento das técnicas de biologia molecular, foram desenvolvidos
dezenas de marcadores genéticos moleculares que s3o baseados no polimorfismo
genético que pode ser acessado diretamente no DNA (Ferreira & Grattapaglia, 1998;
Robinson, 2006; Faleiro, 2007). A criagdo dos marcadores de DNA possibilitou um
grande impulso para a determinacdo da variabilidade genética entre e dentro de
espécies. Esses marcadores sdo vantajosos em relagdo aos marcadores morfoldgicos e os
bioquimicos, por possibilitarem deteccdo de polimorfismo de um maior nimero de
regides do genoma, além de permitir maior precisdo e obtengdo de respostas mais
rapidas. Essa rapidez ¢ excelente principalmente quando se trata de espécies de ciclo
longo, pois elimina a necessidade de espera da expressdo tardia de determinadas

caracteristicas (Pigato & Lopes, 2001a; Brondani et al., 2003; Xavier et al., 2005).

Os marcadores moleculares podem ser considerados oOtimas ferramentas
possibilitando varias aplicagdes nas diferentes areas das ciéncias. Dentre as aplicacdes
dos marcadores moleculares esta a obtengdo de um numero praticamente ilimitado de
polimorfismo genético, identificacdo de individuos ou familias divergentes, construcio

de mapas genéticos, identificacdo de locos relacionados a caracteres quantitativos,
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avaliagdo de diversidade e estrutura genética populacional (Pigato & Lopes, 2001b;

Moura et al., 2005; Faleiro, 2007).

A partir da andlise de dados obtidos com o uso dos marcadores moleculares
podem-se estimar varios pardmetros genéticos que podem ser aplicados para diversos
fins. Para espécies em que o interesse ¢ conserva-la, essas informagdes podem ser
aplicadas na deteccdo de populacdes que apresentam diferengas de variabilidade
genética, exigindo diferentes estratégias para conservagdo in situ, ex situ ou on farm

(Pigato & Lopes, 2001b; Telles et al., 2003a).

As primeiras classes de marcadores moleculares em nivel de DNA, necessitaram
da utilizagdo de enzimas de restrigdo e hibridizacdo para avaliar o polimorfismo de
comprimento de fragmentos de restricdo de DNA entre os individuos analisados. Dentre
eles, os mais utilizados foram o RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism), e
os minissatélites. O RFLP produz fragmentos que devem ser separados por eletroforese,
e visualizados por hibridagdo com sondas e seqiiéncias homologas de DNA marcadas
com radioatividade ou fluorescéncia. Esses marcadores sdo obtidos de diferentes genes
ou regides gendmicas. Os minissatélites também conhecidos por VNTRs (Variable
Number of Tandem Repeats) ou seqiiéncias adjacentes, que se repetem em nimeros
variaveis. Sua hibridizacdo deve ser realizada por sondas e visualizada por auto-
radiografia. A principal vantagem da técnica ¢ a alta reprodutibilidade das marcas e a
geracdo de muitas bandas informativas em um curto espaco de tempo (Ferreira &

Grattapaglia, 1998; Brondani et al., 2003; Faleiro, 2007).

A outra grande classe de marcadores s3o os baseados na técnica da Reacdo em
Cadeia da Polimerase ou PCR (Polymerase Chain Reation). Esses marcadores
comecaram a ser utilizados na década de 80 e sua técnica hoje ja esta totalmente

automatizada (Caixeta et al., 2006). A PCR ¢é uma técnica que envolve a sintese
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enzimatica in vitro de milhdes de copias de um segmento especifico de DNA na
presenga da enzima DNA polimerase. A reacdo de PCR se baseia no anelamento e
extensdo enzimatica de um par de oligonucleotideos utilizado como iniciador (primers)
que delimita a seqiiéncia de DNA de fita dupla, alvo da amplificacdo. Um ciclo de PCR

possui trés etapas: desnaturagdo, anelamento e extensao (Ferreira & Grattapaglia, 1998).

Existe uma grande quantidade de tipos de marcadores moleculares baseados em
PCR. Os exemplos mais comumente utilizados sdo o RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA) e o SSR (Simple Sequence Repeats). Entretanto, as diversas
variagdes nas estratégias de desenho de iniciadores ou sondas, além de muitas outras
variantes dos marcadores que se baseiam na PCR ja estdo disponiveis, dentre eles
podem-se citar o AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism), CAPS (Cleaved
Amplified Polymorphic Sequence), SCAR (Sequence Characterized Amplified Regions)
e ISSR (Inter Simple Sequence Repeats) entre outros (Arriel et al., 2006; Caixeta et al.,

2006; Brondani et al., 2003; Faleiro, 2007).

Um dos primeiros marcadores moleculares propostos foi o RAPD (Random
Amplified Polymorphic DNA — Polimorfismo do DNA amplificado ao acaso), que
consiste em uma variacao da técnica de PCR que utiliza um iniciador com seqiiéncia de
base arbitraria curta, composta de 10 bases com cerca de 60% de C+G cujo alvo ¢
desconhecido no genoma (Williams et al., 1990). Outro grupo de pesquisa, trabalhando
independentemente, propds o AP-PCR (Arbitrarily Primed PCR) que utiliza 0 mesmo
principio para o desenho dos iniciadores com um nimero maior de bases (Welsh &
McClelland, 1990; 1991; Welsh et al., 1991). Com o atraso de alguns meses na
publicagdo, um terceiro grupo também desenvolveu o mesmo método denominando-o
DAF (DNA Amplification Fingerprinting — Caetano-Anollés et al., 1991). Nestes

marcadores, cada iniciador dirige a sintese de varios segmentos de DNA
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simultaneamente ¢ em diversos pontos no genoma, o que permite a amplificacdo tanto
de seqiiéncias de copia Unica, quanto de regides de DNA altamente repetitivo. Os
fragmentos (bandas) gerados por esta técnica podem ser visualizados em gel de agarose
ou poliacrilamida, apods eletroforese e coloragdo com brometo de etidio ou nitrato de
prata, respectivamente. (Ferreira & Grattapaglia, 1998; Lacerda et al., 2002; Telles &
Soares, 2007).

O padrao de heranga dos marcadores RAPD (ou AP-PCR ou DAF) ¢ do tipo
“dominante”, ou seja, ndo ¢ possivel a diferenciacdo de individuos homozigotos de
heterozigoto em espécies dipldides ou poliploides a ndo ser por andlises de segregacao,
utilizando estrutura de familia (Ferreira & Grattapaglia, 1998; Faleiro, 2007). Isso
ocorre porque o polimorfismo se da pela presenca ou auséncia do sitio de anelamento do
iniciador no DNA molde, ou seja, o individuo heterozigoto ocorrerd somente em um dos
cromossomos homologos, o que gera um fendtipo molecular (banda) idéntico ao
observado para o homozigoto que contém o sitio de anelamento nos dois homologos
(Figura 9). A técnica RAPD detecta, assim, apenas um alelo em cada loco (Figura 10).
A auséncia de banda representa, na verdade, o conjunto de todos os outros alelos
daquele loco que ndo podem ser amplificados por um motivo ou outro (ex. mutacao,
insercdo, delegdo etc.) (Matioli & Passos-Bueno, 2001; Ferreira et al., 2007; Telles &
Soares, 2007).

Os Marcadores RAPDs sdo considerados neutros do ponto de vista evolutivo,
entretanto amplificam regides que estdo distribuidas de forma randomica (Figura 10)
por todo o genoma, incluindo desde seqiiéncias de copia Unica até as altamente

repetitivas (Lacerda et al., 2002).
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Figura 9. Esquema demonstrando a base genética do padrdo de heranca “dominante” do
marcador RAPD.
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Figura 10. Esquema ilustrando a distribui¢do randdmica dos locos (alvos de amplificagdo) dos
marcadores RAPD.
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A técnica de RAPD tem sido muito utilizada para a investigagdo de polimorfismo,
por ser bastante informativa e relativamente rapida na geracdo de dados, além de
também ser considerada mais barata do que outras técnicas similares. Isso ocorre porque
dispensa o conhecimento prévio da seqiiéncia de DNA alvo e utiliza um unico iniciador
de seqiiéncia arbitraria que tem a capacidade de se anelar em diversas regides do
genoma. Outros pontos favordveis sdo a pequena quantidade de DNA necessaria, da
grande quantidade de iniciadores disponivel na literatura e da alta taxa de
transferibilidade entre espécies, o que pode possibilitar a identificagdo de um grande
nimero de locos polimorficos por reacao (Pigato & Lopes, 2001b; Lacerda et al., 2002;
Galvan et al., 2003; Perez-Sweeney et al., 2003; Martins et al., 2005; Xavier et al.,

2005; Ferreira et al., 2007).

Uma das grandes criticas aos marcadores RAPD ¢ baixo contetudo informativo por
loco polimorfico (apenas dois alelos, presenga e auséncia), o padrdao “dominante” de
heranga que ndo permite a diferenciacao entre individuos heterozigotos e homozigotos e
a baixa repetibilidade (ou reprodutibilidade) dos locos. A baixa repetibilidade dos locos
entre laboratoérios pode acontecer em decorréncia de mudangas nas condi¢des de PCR,
alterando o niimero e a intensidade dos produtos amplificados (Ferreira & Grattapaglia,
1998; Matioli & Passos-Bueno, 2001; Lacerda et al., 2002; Perez-Sweeney et al., 2003;
Avise, 2004; Caixeta et al., 2006; Henry, 2006; Robinson, 2006; Faleiro, 2007).
Contudo, uma padronizacao nas condigdes de amplificacdo que permita homogeneizar
os procedimentos e reagentes utilizados nas reacdes, além de utilizar um unico
termociclador para cada primers, pode minimizar esse problema de repetibilidade,
tornando o RAPD bastante 1til, principalmente para estudos genético-populacionais

preliminares e/ou em grande escala daquelas espécies que ainda nao estdo disponiveis
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marcadores espécie-especificos e que ainda sdo desconhecidas do ponto de vista

genético (Telles & Soares, 2007; Bertoni et al., 2007).

Com as informagdes obtidas com os marcadores moleculares pode-se entender
como os alelos estdo distribuidos nas populagdes, contribuindo para o entendimento de
como 0s processos microevolutivos estdo atuando na diferenciacdo das populagdes na
natureza (Avise, 2004). Esse tipo de informacdo molecular aliada a historia da vida e as
caracteristicas ecologicas das espécies, pode ser util para uma melhor compreensdo da
biologia da espécie, além de suas interacdes com outras espécies do bioma nativo

(Telles et al., 2003Db).

As informagdes advindas dos marcadores moleculares também sdo de grande
importancia para auxiliar nos programas de conservacdo ex situ de plantas, por
possibilitar a realizacdo, relativamente rapida, da estimativa da variabilidade genética
entre e dentro de linhagens, acessos ou bancos de germoplasma, permitindo conhecer o

conjunto de informacdes genéticas conservadas nas colecdes (Valls, 2007).

3.3. Estudos genéticos populacionais e conservac¢ao

Um dos principios basicos da genética de populagdes, o teorema de Hardy-
Weinberg, pressupde que as freqiiéncias génicas e genotipicas, em uma grande
populagdo de acasalamento ao acaso, permanecerdo constantes ao longo das geragoes,
na auséncia de fatores microevolutivos tais como mutacdo, migragao, sele¢dao natural e
deriva (Futuyma, 2002; Vencovsky et al., 2007). Esse modelo nulo permite a realizagao
de testes que, a partir de dados moleculares e dos padrdes da variabilidade genética
inferirdo quais sdo os principais processos microevolutivos que estdo atuando na

diferenciagdo das populagdes naturais para cada loco analisado.
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Em combinagdo com a ecologia e a biologia de populacdes, a genética molecular
estd ajudando de uma forma bem intensiva na determinacdo de o que conservar
(sistematica molecular), para onde levar os esforcos de conservacdo (filogeografia) e
como conservar a maior quantidade de diversidade genética nas populagdes, com o
objetivo de manter o potencial evolutivo de uma espécie ou populacdo (genética de

populacdes) (Perez-Sweeney et al., 2003).

A genética da conservagdo preocupa-se com os fatores genéticos que podem
aumentar o risco de extin¢ao e com o trabalho que propde estratégias para diminuir esse
risco. Obtém o diagndstico e monitora processos que estejam relacionados com a
conservagdo e¢ o manejo de espécies da biodiversidade. Utiliza ferramentas
biotecnologicas para a conservacdo da biodiversidade, pretendendo com isso,
quantificar e avaliar os recursos bioldgicos e genéticos vegetais. Estuda a variabilidade
genética intra e interespecifica, fornecendo uma melhor compreensao da dindmica das

populacdes das espécies na natureza (Frankham et al., 2002; Borém & Santos 2007).

Fragmentacdo de habitats é um dos processos de destrui¢do de habitats mais
discutidos. Com o aumento da urbanizagdo, fronteira agricola, pecuaria e
industrializacdo, grandes extensdes de vegetacdo natural, ambientes aquaticos e
terrestres, estdo sendo destruidos sem nenhuma preocupagado, levando a fragmentagao
dos ecossistemas. Com isso, ha uma divisdo das populacdes naturais (Seoane et al.,

2000; Borém & Santos, 2007) (Figura 11).

O impacto causado pela fragmentacdo na genética populacional dependera de
como esta ocorrendo o fluxo génico entre os fragmentos. O processo de fragmentagao
de um habitat pode levar a extingdo de espécies locais, € também pode fazer com que
uma populagdo se divida em duas, ou mais, subpopulagdes, cada uma em uma area

restrita, resultando em longo prazo, em duas espécies diferentes, com baixa
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variabilidade e estruturagdo genética, devido a endogamia e a depressdo endogamica.
Quando ocorre o isolamento reprodutivo de uma determinada espécie (gargalo genético)
ha um baixo fluxo génico, e essa espécie tende a diferenciar-se geneticamente, por
processos estocasticos, que pode ser como exemplo, a deriva genética e a selecdo
natural, caso a populagcdo remanescente permane¢a muito tempo isolada (Seoane et al.,
2000; Primack & Rodrigues, 2001; Frankham et al., 2002; Hanry, 2006; Rossetto, 2006;

Borém & Santos, 2007; Scariot & Sevilha, 2007).

Figura 11. Fragmentagdo de ecossistemas e as possiveis conseqiiéncias a biodiversidade
(Borém & Santos, 2007).

Com esses processos ocorrendo em uma determinada populagdo ela tende a ser
pequena e¢ ha diminui¢do da variabilidade genética intrapopulacional por deriva
genética, havendo um aumento de cruzamentos entre individuos aparentados fazendo
com que ocorra a fixagdo alélica, comprometendo assim a evolu¢ao natural das
espécies, a reducdo da capacidade de adaptacdo a mudanga de ambiente, e a forma como
respondem as alteragdes ambientais, aumentando com isto, ainda mais, o risco de
extingdo local. Fazendo-se necessaria a investigagdo da diversidade genética

intrapopulacional, das populagdes, para que se possa estabelecer qual estd sendo o
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impacto da fragmentagdo na populacdo (Seoane et al., 2000; Frankham et al., 2002;

Estopa et al., 2006; Rosseto, 2006; Borém & Santos, 2007).

Além da perda da diversidade genética, na fragmentagdo, a diversidade e a
abundancia de frutos e frugivoros, causa uma quebra de mutualismos que sdo
indispensaveis na manutengdo do ambiente como polinizacdo e dispersdo de sementes

(Primack & Rodrigues, 2001; Galetti et al., 2003; Jordano ef al., 2006).

A variacdo genética presente em uma espécie, ¢ essencial para sobrevivéncia e
adaptacdes a possiveis mudangas no ambiente, e também pode ser utilizada como base
para o estabelecimento de programas de conservagdo genética (Ribeiro & Rodrigues,
2006). Devido a destruicdo dos habitats, principalmente do cerrado discutido acima,
faz-se necessario a criacdo de planos que sejam vidveis para a conservagdo da
biodiversidade no estabelecimento de 4reas para conservacdo da natureza (Diniz-Filho

et al.,2007).

Atualmente existem diferentes estratégias de conservacao que podem ser
utilizadas para a biodiversidade. A conservagdo in situ, ¢ a conservagdo dos
ecossistemas e habitats naturais e a manuten¢ao e recuperagao de populagdes viaveis de
espécies em seus ambientes naturais, € no caso de espécies domesticadas ou cultivadas,
nos ambientes onde elas desenvolveram suas prioridades distintas (Scariot & Sevilha,
2007). Para implementar esse tipo de conservagao € preciso ter o conhecimento genético
e ecologico a respeito da populagcdo da qual se tem interesse em conservar. Deve-se
saber, no minimo, a distribui¢do e abundancia das espécies, a biologia reprodutiva ¢ a
estrutura genética da populacao (Primack & Rodrigues, 2001; Frankham et al., 2002;

Henry, 2006; Pereira et al., 2007).

Quando se define conservagdo in situ, abrange-se dois conceitos. A conservagao

genética na natureza, que diz respeito as espécies silvestres em habitats e ecossistemas
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naturais, e a conservagdo sob cultivo (on farm) que sdo as espécies domesticadas em
sistemas tradicionais de cultivo, sendo que os dois envolvem a conservagdo da
diversidade genética na area onde ocorrem os taxa alvo (Pereira et al., 2007; Scariot &

Sevilha, 2007).

O critério da conservagao in situ € a conservacao do germoplasma no ambiente em
que a espécie ocorre (Scariot & Sevilha, 2007). Com isso faz-se necessaria a criacao de
reservas ambientais no contexto de planejamento sistematico da conservagdo para poder
ajudar a preservar a biodiversidade e os habitats ameagados de extingdao (Diniz-Filho et
al., 2007). Quando se utilizam reservas para conservacgdo, a localiza¢do, o manejo € o
monitoramento dos recursos genéticos de populagdes silvestres acontecem dentro de
areas definidas para a conservagdo ativa de longo prazo (Pereira et al., 2007; Scariot &

Sevilha, 2007).

Unidades de Conservagdo sao areas espacialmente definidas, terrestres ou
marinhas, estaduais, federais ou municipais, criadas e regulamentadas por meio de leis
ou decretos. Tendo como objetivos a conservacdo in situ da biodiversidade e da
paisagem, bem como a manutencdo do conjunto dos seres vivos em seu ambiente.
Existe uma grande variedade de unidades de conservagdo, que sdo definidas de acordo
com os objetivos que se pretende. Por exemplo, a Reserva Biologica que sé sdo
permitidas atividades de pesquisa; as Estacdes Ecologicas nas quais sdo permitidas
atividades de pesquisa e educacdo ambiental em somente 5% de toda a sua area; os
Parques em que s3o permitidas atividades de pesquisa, educagdo ambiental e turismo,
conforme o zoneamento definido nos planos de manejo. As Areas de Protecdo
Ambiental (APA’s) e Reserva Particular de Patrimonio Natural (RPPN’s) s3o as tnicas

unidades que podem ser criadas em areas dentro de propriedades privadas, onde, por lei,
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as restricdes de uso sdo grandes, sendo permitidas somente atividades que ndo destruam

o ambiente (Brito et al., 1999).

Par a conservacao in situ, diversas metodologias estdo sendo propostas no sentido
definir unidades evolutivamente significativas (EUS) [“evolutionarily significant units —
ESU”]. O conceito de “ESU” foi introduzido para definir populacdes parcialmente
diferentes geneticamente, relevando assim o seu manejo como linhagens evolutivas
separadas. Para se identificar uma “ESU" tem-se usado um critério que ¢ baseado na
reciprocidade monofiletica de linhagens de DNA mitocondrial associada com
divergéncias significativas nos marcadores nucleares (Diniz-Filho & Telles, 2002;
Perez-Sweeney et al., 2003). Define-se uma “ESU" como um conjunto de populagdes
isoladas que leva a uma andlise qualitativa de critérios baseados na distribuicdo de
alelos em relagdo a sua filogenia (Moritz, 1994). Ou unidades de manejo para
conservagao (MUs) [“management units for conservation”]. Uma “MUs” ¢ identificada
somente através de uma divergéncia significante das freqiiéncias alélicas dos locos

nucleares ou mitocondriais (Diniz-Filho & Telles, 2002).

Na conservacdo on farm, o manejo sustentdvel da diversidade genética de
variedades tradicionais, que sdo desenvolvidas no local e associadas a espécies
silvestres e daninhas, ¢ feito pelo homem do campo em sistemas tradicionais ou
sistemas de cultivo agricola, horticultura ou agroflorestal tradicional. E considerada uma
op¢ao que pode viabilizar a conservagdo de espécies de plantas dentro de seu habitat
natural, mesmo que esteja sob a pratica de manejo (Clement et al. 2007; Pereira et al.,
2007; Scariot & Sevilha, 2007). O termo on farm inclui a conservagao das populagdes
cultivadas, geralmente ndo domesticadas, chamadas de variedades ou de racas
primitivas, tradicionais ou crioulas, e as etnovariedades (landraces), as quais sdo

conservadas in situ nas areas agricolas de origem, sendo, nos jardins e hortas
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domésticas, e rocas e campos cultivados. A conservagdo on farm concentra sua atencao

nos cultivos de interesse dos agricultores (Clement et al., 2007).

A conservagdo ex sifu, objetiva a conservacdo dos componentes da diversidade
biologica fora de seus habitats naturais (Scariot & Sevilha, 2007). Pode ser realizada por
meio de bancos de germoplasmas mantidos na forma de sementes armazenadas em
cameras frias, colegdes de plantas conduzidas a campo, ou casa de vegetacdo, em
jardins botanicos, arboredos, cole¢cdes de plantulas e tecidos mantidos sob condigdes in
vitro ou ainda em sistemas de criopreserva¢do (Primack & Rodrigues, 2001; Henry,
2006; Pereira et al., 2007). A conservagdo ex situ de plantas em bancos de sementes ¢
considerada a alternativa mais viavel e econoOmica para a maioria das plantas endémicas
do cerrado (Moraes et al., 2007). Todas as estratégias devem ser consideradas
complementares, sendo utilizadas em conjunto para que exista sucesso nos programas
de conservacdo (Primack & Rodrigues, 2001; Pereira et al., 2007; Scariot & Sevilha,

2007).

3.4. Determinantes ecoldgicos da estrutura genética populacional em plantas

3.4.1. Sistema reprodutivo

De maneira geral, as plantas podem ser autdgamas, alogamas ou apresentar um
sistema reprodutivo misto. Uma planta autégama ¢ capaz de se autofecundar, fazendo
essa fecundacao com seu proprio pélen (Ferri et al., 1981). A autogamia, endogamia ou
restri¢ao do fluxo génico € o aumento da correlagdo entre a unido de gametas, reducao
da recombinacdo. Este quadro produz gendtipos homozigoticos dentro da populagio,
podendo com isso, haver uma diferenciacdo entre populacdes de uma mesma familia.

Uma subdivisdo genética populacional pode ser determinada pelo sistema reprodutivo
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predominante, além de outros fatores, como limitagdo da dispersao de sementes, de

polen e segregagdo entre as progénies (Loveless & Hamrick, 1984).

Quando o sistema reprodutivo é misto, a propor¢ao de alogamia e autogamia ¢ a
que determina a estruturacdo genética populacional. Neste caso, s6 um valor muito
pequeno de fecundagdo cruzada pode retardar a diferenciacdo entre as subdivisdes das
populagdes de uma mesma espécie. Com a ocorréncia de fecundagdo cruzada
(alogamia), as taxas podem variar no tempo por fatores como densidade populacional
ou comportamento de polinizadores. Dentro das populacdes a exogamia pode ser
superior, causando uma alta heterozigosidade. E entre as populagdes pode reduzir a

divergéncia devido ao aumento do fluxo de pélen (Loveless & Hamrick, 1984).

3.4.2. Morfologia floral

Quando o hermafroditismo ocorre dentro de populacdes, ele acontece em niveis
moderados, estando ligado ao sistema de acasalamento misto € em menor ocorréncia a
autofecundag@o. A influéncia do hermafroditismo na estruturagdo genética dentro de
populagdes dependerda do sistema de acasalamento ¢ do movimento de polen. Entre
populagdes, elevados niveis de autofecundagdo, dependendo das estratégias do sistema
reprodutivo, podem promover divergéncia genética (Ferri et al., 1981; Loveless &

Hamrick, 1984).

3.4.3. Tipos de reproducio

Existem espécies que se reproduzem assexuadamente, por apomixia, sem que
ocorra a fecundagdo (Ferri et al., 1981). Nesse caso, todos os descendentes sdo

genotipicamente idénticos a sua mae, e cada linhagem ¢ geneticamente distinta. A
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apomixia facultativa afeta a estrutura genética e a variagdo genética produzindo uma
distribui¢do genotipica agrupada (Loveless & Hamrick, 1984).

Nas espécies que se reproduzem somente sexuadamente, a estrutura genética €
determinada pelos seus ancestrais. Nessas espécies o tempo necessario para que ocorra a

subdivisdo genética intra ou interpopulacional ¢ maior do que naquelas que se

reproduzem por apomixia (Loveless & Hamrick, 1984).

3.4.4. Mecanismos de polinizacio e dispersao

A polinizagdo normalmente ¢ realizada por animais (zoocorica) ou pelo vento
(anemocorica). Na maioria das espécies que ocorrem no Cerrado stricto senso a
dispersdao ¢ zoocdrica, que utiliza animais como agentes dispersores (Oliveira, 1998;
Vieira et al., 2002).

A dispersao das sementes pode ser realizada por animais (frugivoria) que comem
os frutos das arvores depositando posteriormente as sementes em locais distantes
(Galetti et al., 2003; Jordano et al., 2006). Muitas espécies do Cerrado frutificam no
inicio do verdo, quando os animais se alimentam desses frutos e dispersam as sementes
principalmente por meio das fezes (Fonseca & Antunes, 2007; Pereira & Ribeiro, 2007).

Nas populagdes densas e homogéneas, a dispersdo por animais ¢ muito mais
eficiente. No caso de polinizacdo e/ou dispersdo realizada por insetos, existe uma
limitacdo com relacdo ao porte dos mesmos, pois isso influenciard na distancia de
alcance dos polens ou frutos (Loveless & Hamrick, 1984).

A anemocoria ocorre mais frequentemente em fisionomias abertas, onde a falta
de um dossel continuo favorece as espécies cujas sementes sdo dispersas pelo vento
(Oliveira, 1998; Vieira et al., 2002). Nas espécies polinizadas pelo vento as quantidades

de polen liberado sdo suficientes para evitar a diferenciagdo na espécie em uma grande
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area geografica. A intensidade de fluxo via polen entre as populacdes dessas espécies
pode ser influenciada pela distdncia espacial, pelo tamanho efetivo, densidade da
populacao e fenologia (Loveless & Hamrick, 1984).

A dispersdo de sementes ¢ o0 momento em que as sementes sdo retiradas das
imediagdes da planta mae e levadas para uma distancia onde a predacdo e a competi¢do
¢ mais baixa, podendo essa semente germinar e continuar preservando suas informagoes
genéticas (Jordano et al., 2006).

As sementes também podem ser dispersas pela gravidade, o que ¢ denominado
dispersdo barocorica. Quando a dispersdo dos frutos com as bagas secas ¢ realizada,
denomina-se autocoria. Nesses tipos de dispersdo as sementes caem perto das plantas
maes. O movimento da dispersdo depende da velocidade do vento, da ruptura do fruto,
do peso da semente, da caracteristica da semente, se ela ¢ alada ou ndo, e da altura da
liberagdo (Loveless & Hamrick, 1984).

A dispersdo feita por mamiferos nao voadores da-se o nome de mamaliocoria. O
comportamento frugivoro pode influenciar a dispersdo de sementes e o estabelecimento
de novas plantulas, mas ainda ndo sdo muitos os trabalhos que comprovem os efeitos do
habito frugivoro dos animais na determinacdo da estrutura genética populacional
(Loveless & Hamrick, 1984).

Em populacdes com alta densidade os efeitos do fluxo génico podem ser
minimizados. A influéncia da densidade na dispersdo do polen e da semente depende do
comportamento do dispersor. Se a dispersdo das sementes acontece de uma forma
passiva, o fluxo dos genes por meio das sementes tem que se mostrar da mesma forma.
Tanto para o podlen quanto para as sementes a migracdo em populacdes de baixa
densidade pode aumentar a probabilidade de fertilizagdo ou no estabelecimento dela e,

assim, reforgar o fluxo génico (Loveless & Hamrick, 1984).

43



A forma como ocorre a polinizagdo das flores, dispersdo das sementes € 0s ritmos
fenolédgicos (periodo, duragdo e freqii€ncia) sdo alguns dos fatores que influenciam a
reproducdo sexuada das plantas. Esses ritmos fenologicos poderdo alterar as interagdes
entre as plantas, os polinizadores e os dispersores, podendo também, alterar a
distribuicao dos recursos genéticos (Santos, 2003).

A polinizagdo e a dispersdo de sementes sdao as responsaveis pelo movimento dos
genes dentro da populagdo. A dispersdo de sementes por animais pode influenciar

sobremaneira o fluxo génico e a estrutura intrapopulacional (Jordano et al., 2006).

3.5. Estrutura genética espacial intrapopulacional

Uma espécie ¢ formada por populacdes difundidas por sua area de distribui¢ao
geografica (Robinson, 2006). Uma populagdo ¢ uma cole¢do de individuos pertencentes
a mesma espécie e que coexistem em uma area geografica de tamanho suficientemente
restrito, para que qualquer desses individuos tenha chance de cruzar com qualquer outro
de sexo oposto (Futuyma, 2002).

A estrutura espacial pode ser determinada primariamente pelo sistema de
acasalamento e juntamente com a dispersdo pode ter um grande efeito sobre as
freqiiéncias de gendtipos nos dois niveis loco e multiloco (Epperson, 2003). O padrao
de variagdo genética entre e dentro de populagdes nos da o conceito de estrutura
genética de populacdes (Dias, 2006). Em uma populacdo podem ocorrer diferentes
estruturas ou subestruturas de variagdo genética entre seus individuos por véarias razdes
evolutivas diferentes.

Os processos microevolutivos que podem ocorrer € manter a estrutura em uma
populacdo podem ser: deriva genética; dispersdo; mutagdo; endogamia biparental;

depressdo endogamica; selecdo; selecao clinal e migragdo, ocorrendo geralmente num
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contexto espacial e gerando uma estrutura genética espacial (Loveless & Hamrick,
1984; Diniz-Filho, 1998; Giudice-Neto & Kageyama, 2000; Degen et al., 2001a;
Epperson, 2003; Vekemans & Hardy, 2004; Chung et al., 2005; Hedrick, 2005; Moraes

et al., 2005; Telles & Soares, 2007).

As plantas desenvolvem forte estrutura genética ndo aleatéria dos genotipos em
uma variedade de escalas espaciais devido ao seu caractere sedentario (Carvers et al.,
2005). Os efeitos da distribui¢do espacial da variagdo genética, aplicados na genética
populacional, estdo distribuidos em trés categorias: 1) em muitas populagdes varios
processos genéticos podem influenciar e sdo influenciados pela estrutura espacial, em
alguns casos, processos genéticos e estrutura espacial podem ser indissociavel; 2) por
causa da distribuicdo espacial, as vezes distinta, alterada por varios fatores evolutivos,
podemos usar os dados de padrdes espaciais para quantificar fatores evolutivos
diferentes (ex. fluxo génico, dispersdo); 3) estrutura espacial causa correlagdo entre

elementos, de uma amostra espacial, de uma populagdo natural (Epperson, 2003).

A estrutura genética de uma populacao ¢ a heterogeneidade na distribuicdo dos
gendtipos e do grau de endogamia que esta acontecendo dentro de populacdes e entre
elas. Mas podemos citar também a diferenciacdo de um carater em resposta a um
gradiente ambiental, a heterogeneidade entre os ambientes, com a homogeneidade
dentro destes ambientes, extingdo local, recolonizagdo por migrantes, isolamento em
pequenas manchas, a dispersdao limitada de pdlen e semente (que pode causar
isolamento por distancia), como sendo fatores que também podem levar a formagao de
estrutura genética espacial por meio do alcance do fluxo génico dentro de populagdes
(Hamrick et al., 1993; Giudice-Neto & Kageyama, 2000; Telles et al., 2001a; Moraes et

al., 2004; Moraes et al., 2005; Robinson, 2006; Telles & Soares, 2007).
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Os principais fatores para a estrutura espacial sdo os limites de distdncia de
dispersdo, animais dispersores e dispersdo de semente e polen. A reprodugdo é o
processo atual que garante a variacdo genotipica das proximas geragoes, a dispersdo de
polen e semente, densidade de adultos, selecdo de microhabitat determinam os padrdes
de como os genes estdo distribuidos dentro da populagcdo (Escudero et al., 2003;

Hamrick et al., 1993; Loveless & Hamrick, 1984; Epperson, 2003).

Dependendo de como esta, a distribui¢ao espacial da variabilidade genética dentro
de populagdes naturais de plantas, pode influenciar, de maneira interessante, o0s
processos evolutivos e ecoldgicos, podendo resultar em agregados de genotipos
especificos (Giudice-Neto & Kageyama, 2000). Alteragdes nas estruturas espaciais dos
individuos de uma populagao podem fazer com que ocorram mudancgas na quantidade e
no comportamento dos polinizadores, ¢ isso gera alteracdes nos niveis de cruzamento

(Sebbenn et al., 2000).

A estrutura genética espacial dentro de populacdes depende fundamentalmente
das medidas das distancias de dispersdo de pdlen e sementes em relagdo a densidade de
individuos, modificando o tamanho e o nivel genético da populacdao (Epperson, 2003;

Carvers et al., 2005).

Para inferir processos genético-ecologicos e evolutivos em populagdes de plantas
naturais, uma das formas utilizadas sdo os estudos do padrao espacial ou a estrutura da
diversidade genética dentro dessas populagdes, € com o conhecimento dessa estrutura
genética podemos aprimorar a eficiéncia da amostragem, com isso, aumentar a
diversidade génica ou diminuir os cruzamentos endogamicos. Os estudos de padrdes
espaciais podem também ser usados para compreensdo de antigos eventos como origem

geografica da variagdo genética, redugcdo de populagdes e de espécies com grande
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expansdo e também de acontecimentos recentes (Telles et al., 2001b; Epperson, 2003;
Gusson et al., 2005).

As andlises estatisticas de estrutura genética espacial tém um elevado poder para
detectar uma série de forcas que operam nos processos de genética populacional
(Epperson, 2003). Por causa da imobilidade das plantas, a estrutura genética esta
diretamente ligada a propria distribuicdo dos individuos no espaco (Loveless &
Hamrick, 1984).

Em populagdes de plantas geograficamente distintas a variabilidade genética de
uma espécie estd estruturada no tempo e no espago. E essa estrutura pode se apresentar
em populagdes geograficamente diferentes, dentro de populacdes e em progénies
(Loveless & Hamrick, 1984; Epperson, 2003; Silva ef al., 2004; Telles & Soares, 2007).

A autocorrelacdo mede a associacdo entre o valor de uma variavel em uma
localidade e o valor da mesma varidvel em todas as outras localidades dentro do espago
ocupado pela populag@o ou pelo conjunto de populagdes (Robinson, 2006). Podendo ser
analisada no nivel de loco individual ou em nivel de genotipo composto por locos
multiplos. A andlise de autocorrelagdo espacial pode detectar descontinuidades ou
gradientes de heterogeneidade. Nesse contexto, a propriedade de varidveis aleatdrias
apresentam valores para pares locais, distanciados entre si, que sdo mais similares
(autocorrelacdo positiva), ou menos similares (autocorrelagdo negativa) do que esperado
para pares de observagdes associados ao acaso (Moraes et al., 2004).

A andlise de autocorrelacdo espacial representa uma estratégia mais geral e mais
eficiente para descrever ‘superficies’ de variacdo genética complexas, avaliando a
semelhanca entre os valores das freqiiéncias alélicas nas subpopulagdes vizinhas
espacialmente e como essa semelhanca se altera a medida que a escala geografica se

modifica (Diniz-Filho, 1998; Telles et al., 2001a).
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A estrutura genética em escala local é caracterizada pela diminui¢do da relagao
entre individuos com suas respectivas distdncias. Quanto mais proximo estdo os
individuos mais similares eles sdo e essa informagdo pode ser utilizada e interpretada
como sendo uma medida indireta da dispersdo dos genes (Vekemans & Hardy, 2004;
Dick et al., 2008).

Os padrdes da estrutura genética em escala local podem ser interpretados como
sendo o resultado da extensdo e dos padrdes de dispersdo de sementes e pélen. Quanto
mais limitada a dispersdo, maior estruturacdo genética, e quanto mais ampla, menor sera
a estruturacdo genética. A amplitude da estruturagdo depende do fluxo génico realizado
na dispersdo de pdlen e sementes, do nivel de auto-fecundacdo, da densidade das
plantas, da abundincia de polinizadores e do comportamento de forrageamento. A
diminui¢do do nimero de polinizadores contribui para um decréscimo do processo de
polinizagdo, com isso, reduzindo o fluxo génico intrapopulacional (Degen ef al., 2001b;
Escudero et al., 2003; Hamrick ef al., 1993; Rossum et al., 2004; Cavers et al., 2005;
Chung et al., 2005; Dutech et al., 2005; Shimono et al., 2006; Dick et al., 2008).

Se as formas de dispersdo da semente ndo estiverem sendo eficientes muitas das
sementes podem ser dispersas nas vizinhancas das arvores maternas, originando a
estrutura genética espacial, sendo que os individuos proximos tendem a ser mais
parecidos entre si que os individuos que estdo mais distantes no espago. Gerando uma
distribuicdo ndo aleatoria dos gendtipos dentro das populacdes, formando grupos de
vizinhanga com estruturagdo em parentesco (Epperson, 2003). J& se as populagdes
estiverem estruturadas e se o comportamento dos polinizadores favorecerem a
reproducdo entre os individuos espacialmente proximos, existe a possibilidade de haver
cruzamento entre individuos aparentados, podendo gerar endogamia na descendéncia

(Gusson et al., 2005).
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A determinagdo da diversidade genética e da estruturagdo genética espacial da
espécie estudada, nos ajuda a estabelecer as medidas de conservacdo genética, nos
mostra como maximizar a diversidade genética, na coleta de sementes, para programas
de conservagao ex situ, melhoramento genético, recuperar areas degradadas, e também
inferir tamanhos minimos de 4rea para a conservagdo in situ (Giudice-Neto &
Kageyama, 2000; Lacerda ef al., 2001; Gusson ef al., 2005).

Para poder definir uma estratégia de conservacao e uso sustentado dos recursos
genéticos ¢ necessario saber a distribuicdo da variabilidade genética e o nivel de

diferenciagdo intra-especifico (Ribeiro & Rodrigues, 2006).
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4. Material e Métodos
4.1. Area de estudo e coleta

Foram amostradas folhas de 207 plantas de Tibouchina papyrus (pau-papel),
localizadas em trés subpopulacdes. Na primeira area de coleta, localizada na Reserva
Biolégica Prof°. Jos¢ Angelo Rizzo na Serra Dourada, préximo ao municipio de
Mossamedes (Estado de Goids), foram amostradas 140 plantas em duas subpopulagdes
SD1 (69) e SD2 (71). Esses individuos foram coletados em uma areca de extensao
maxima com aproximadamente 528 m e 1920 m, respectivamente. Nesta regido as
altitudes sdo superiores a 700 metros, e faz parte de uma formacgao rochosa que entra em
contato com a regido das serras de Caiapd, Santa Marta e dos Pirineus (Rizzo, 1970).

A segunda area de coleta localiza-se no Parque Estadual da Serra dos Pireneus,
foram coletadas 67 plantas, formando uma subpopulacdo (P) com area de extensdo
maxima com aproximadamente 120 m. A Serra dos Pireneus apresenta altitude média
de 962 metros e separa os municipios de Pirendpolis, Corumbé de Goids e Cocalzinho
(Decreto APA dos Pireneus). As duas regides de coleta localizam-se no Estado de Goias
— Brasil, conforme ilustrado na figura 12.

Durante a coleta de campo, as folhas foram acondicionadas em saco de papel
pardo, devidamente identificado. As amostras foram colocadas em caixa de isopor
contendo gelo para a conservacdo do material genético durante o transporte até o
laboratério. De todos os individuos coletados foram registradas as coordenadas
geograficas (Apéndice 1) para serem utilizadas na anélise de estrutura genética espacial

intrapopulacional.
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Figura 12. Localizagdo da Reserva Biologica Prof. José Angelo Rizzo e do Parque Estadual da
Serra dos Pireneus no estado de Goias e a distribuicdo das plantas coletadas de 7.

papyrus.
4.2. Extracio de DNA e amplificacio RAPD-PCR

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratéorio de Genética &
Biodiversidade. A extracdo de DNA foi realizada a partir do tecido vegetal das 207
plantas coletadas, utilizado o protocolo descrito por Ferreira & Grattapaglia (1998). Este
protocolo utiliza o detergente CTAB (Cationic hexadecy! trimethyl ammonium bromide)
como componente basico do tampao de extracdo (ver protocolo, anexo 1).

Ap6s a extragdo, o DNA de cada planta amostrada foi quantificado a partir de uma
aliquota de 3ul de DNA por comparacao com a mesma quantidade do marcador de peso
molecular Low DNA Mass (Invitrogen™), adicionando-se 3ul de tampao de
carregamento em todas as amostras. Essas amostras foram quantificadas por
eletroforese horizontal em gel de agarose 1%, imerso em tampao TBE 1X, por

aproximadamente uma hora e meia com corrente elétrica constante em 70 volts. Para a
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coloragdo o gel foi submetido a uma solu¢ao contendo Brometo de Etidio, que permite a
visualizacdo dos fragmentos de DNA com o auxilio do transiluminador de luz
ultravioleta. Todos os géis foram fotografados pelo fotodocumentador EDAS120-
KODAK e armazenados para as posteriores analises genéticas. Apds a quantificacdo o
DNA foi diluido para uma concentragio de wuso (estoque de trabalho) de

aproximadamente Sng/pl.

Os seis iniciadores RAPD (OPB-04, OPB-05, OPB-10 ¢ OPM-03, OPM-05 ¢
OPM-13) utilizados para a realizacdo desse trabalho (Tabela 1) foram selecionados por
Telles e colaboradores (2003b). As amplificagdes foram conduzidas tomando-se o
cuidado de manter constante todas as condi¢gdes de preparo das reacdes de PCR, para
minimizar possiveis erros advindos dessa fonte de variacdo, mantendo-se um unico
termociclador para cada iniciador. O produto da amplificacdo desses iniciadores foi
separado por eletroforese horizontal em gel de agarose 1 % em tampao TBE 1X. As
reagoes de amplificagdo dos marcadores RAPD, via PCR (Polymerase Chain Reaction),
no termociclador PTC-100 MJ Research, foram preparadas utilizando o protocolo para

um volume final de 20ul, conforme descrito na tabela 1.

Tabela 1. Protocolo de preparo do mix de um sistema para PCR (Polymerase Chain Reaction)
utilizando marcador RAPD.

Reagentes Quantidades
Agua 9,34ul

DNA (5ng/ul) 3,00ul
Iniciador 2,00ul
Tampao da enzima 10X (Phoneutria) 2,60ul
MgCI2 (50mM) 0,78ul
dNTP’s (2,5 mM) 2,08ul

Taq polimerase (5U- Phoneutria) 0,20ul
Volume final 20,00ul
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O programa de termociclagem utilizado para a amplificagdo dos fragmentos de

DNA segue os passos descritos na Tabela 2.

Tabela 2. Programa de termociclagem no PTC-100 MJ Research, para amplificagdo dos
fragmentos de DNA de 7. papyrus.

Passos Temperatura (°C) Tempo (min)
1°  Desnaturagao 96 3
2°  Desnaturacao 92 1
3°  Anelamento do iniciador 37 1
4°  Extensao da molécula 72 1
5° 40 ciclos do 2° ao 4° passo - -
6° Extensao final 72

Ao produto da amplificagdo foram adicionados 10ul de tampao de carregamento,
totalizando o volume em 30ul. Os fragmentos foram separados por eletroforese
horizontal em gel de agarose 1,5% contendo tampdo TBE 1X, utilizando corrente
elétrica constante em 100 volts durante 4 horas. Os fragmentos de DNA amplificados
foram corados com Brometo de Etidio, utilizando uma concentragao de 50ul para cada
litro de TBE. O gel permanece em solugdo contendo brometo por meia hora e em
seguida ¢ lavado com agua destilada por 15 minutos. Todos os géis foram fotograftados
utilizando o programa EDAS120-KODAK, em seguida todas as imagens foram o
arquivadas para posterior analise e codificacao (Apéndice 2).

Para a codificacao dos géis e obtencdo dos gendtipos foi utilizado como parametro
de comparagdo o marcador de peso molecular 100 bp (Admersham biosciences). A
codificagdo foi realizada utilizando-se o critério de presenca (1) ou auséncia (0) do loco
(bandas ou fragmentos) no individuo, gerando uma planilha de dados binarios. A partir
dessa matriz, utilizando-se um algoritmo de otimizagdo (simulated annealing), foi
possivel definir dezenas de solugdes que contemplassem o nimero minimo de

individuos que apresentassem todos os locos, nessas solu¢des o nimero minimo de
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individuos variaram de 3 a 5. Os individuos de uma das solugdes foram escolhidos para
a realizacdo de uma nova PCR, para cada um dos iniciadores RAPD. Os fragmentos
amplificados foram separados por eletroforese horizontal, conforme descrito
anteriormente. Ap0s a eletroforese os géis foram analisados e uma nova matriz de dados

binarios foi construida, contendo somente os locos que repetiram.

4.3. Analise dos dados
4.3.1. Variabilidade genética

A variabilidade genética presente nas populagdes foram descritas por meio de
diferentes metodologias de andlise, para as duas matrizes de dados: a primeira contendo
o nimero total de locos (NTL) e a segunda, somente com os locos que repetiram (NLR).
Primeiramente foram avaliados o numero e propor¢do de locos (ou bandas)
polimorficos, de acordo com Alfenas e colaboradores (1991) em que:

p= n° de locos polimoérficos

n° total de locos

Em seguida, foi estimada a diversidade genética para cada uma das populagdes, de
acordo com Nei (1973). Para tanto, a heterozigosidade esperada He ¢é calculada, para

cada um dos locos com 7 alelos, conforme descrito a seguir:
n
H=1-Yp
e pi
i=1

no qual P; a freqiiéncia do alelo i na populagdo (Robinson, 2006). Neste caso, como se
trata de dados binérios ou “dominantes”, para o calculo das estimativas das freqiiéncias
alélicas, deve-se pressupor que esses locos estejam em Equilibrio de Hardy-Weinberg
(Estopa et al., 2006). Outra maneira de estimar a diversidade genética utilizada foi por

meio do indice de diversidade de Shannon (#), representado pela formula:
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k
H=-2 plog,p,

onde P; ¢ a freqiliéncia relativa de n alelos em um tnico loco, ¢ a média do numero de
locos polimorficos em cada populagdo (Latter, 1980; King & Schaal, 1989; Alfenas et
al., 1991; Ricklefs, 1996; Gauer & Cavalli-Molina, 2000; Oiki et al., 2001 Artyukova,
et al., 2004). Este indice mede a variagdo genética intrapopulacional em analogia a
diversidade esperada, sem a necessidade do pressuposto de assumir o equilibrio de
Hardy-Weinberg nas populagdes (Lacerda ef al., 2002), sendo, portanto, mais indicada
para analises com dados de RAPD (Oiki et al., 2001; Sun & Wong, 2001). O indice de
diversidade de Shannon (H) possui amplitude de uma variacdo entre 0 a 1, e quanto
mais proximo de zero menor ¢ a diversidade na populacdo ou na espécie estudada
(Alfenas et al., 1991; Estopa et al., 2006). As andlises de diversidade descritas
anteriormente foram realizadas no programa Popgene (Population Genetic Analysis)

versao 1.32 (Yeh & Boyle, 1997) (Apéndice 3).

Uma outra metodologia foi utilizada para estimar o coeficiente de endogamia (f),
diversidade (Hs) e divergéncia entre as populacdes (0°). Essa metodologia foi
desenvolvida especificamente para marcadores “dominantes’ e ¢ baseada em
estimadores que sdo obtidos utilizando estatistica Bayesiana, proposta por Holsinger e
colaboradores (2002) e implementada utilizando-se o programa HICKORY v. 1.0
(Holsinger & Lewis, 2003). A notagdo a seguir foi proposta por Holsinger (1999) e
Holsinger et al., (2002), baseada em uma analogia com as formulas para a estimativa
das estatisticas-F propostas por Weir e Cockerham (1984). Neste modelo, o f equivale

B
ao Fise 00~ ao Fgr.

Como acontece freqiientemente em modelos Bayesianos hierarquicos relativamente

~ . . -~ . . B ~ ~
complexos, as expressdes para as distribuicdes a posteriori do f e do 0° ndo sdo
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disponiveis. Por isso, utiliza-se 0 método de Cadeia Markoviana por método de Monte
Carlo (MCMC) para aproximar a distribui¢io a posteriori do fe do 6° para qualquer tipo
de dado genético. Os valores da distribui¢io a posteriori de fe do 6® variam entre 0 e 1.
Existem dois caminhos convenientes para sumarizar a distribuicdo destes dois parametros.
Podem-se utilizar as informagdes das médias e os desvios padrdes a posteriori ou usar
diretamente os parametros o e 3 da distribuigdo B3, que fornece uma boa aproximagao da
distribui¢do a posteriori. Recomenda-se que se analise das duas formas para uma tomada
de decisao sobre a escolha do modelo que melhor se ajusta.

O software HICKORY v 1.0 permite estimar o valor de 6® por meio de quatro
modelos diferentes. O primeiro ¢ denominado “full model”, e permite a estimativa tanto
do 6® quanto do 7. O segundo e o terceiro modelos assumem que o 0° ¢ o fsdo iguais a
zero, respectivamente. Finalmente, devido a estimativa do f baseado em marcadores
dominantes ser usualmente enviesada (especialmente com tamanho amostral pequeno, n
<10), o ultimo modelo utilizado pelo HICKORY permite que o f fique livre para variar.

Os resultados destes modelos sdao entdo comparados usando o “Deviant
Information Criterion (DIC)” (Holsinger, 1999; Holsinger et al., 2002; Spiegelhalter et
al., 2002; Holsinger & Wallace, 2004). Para auxiliar na escolha de um dos quatro
modelos, varios parametros também sdo estimados, tais como o I, que ¢ uma medida da
informagdo fornecida na estimativa do parametro obtido para aquele conjunto de dados.
Valores elevados de I. significam mais informagdo que foi extraida dos dados. O valor
de H-d ¢ importante, pois mede a ‘distancia’ entre as simulagdes das distribui¢des a
posteriori e a sua aproximacao da distribuicdo B, podendo ser interpretado como uma
porcentagem da ndo-sobreposi¢do entre essas distribuigdes. Se H-d = 0, as distribui¢des
sdo idénticas e, por outro lado, se H-d = 1, as distribuicdes sdo completamente

diferentes.
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De acordo com Spiegelhalter ef al., (2002), o valor do DIC pode ser entdo
utilizado na tomada de decisdo sobre qual dos quatro modelos descreve melhor o
conjunto de dados analisados. O pardmetro Dbar ¢ uma medida de como o modelo se
ajusta aos dados (quanto menor melhor). O DIC também leva em conta o nimero
aproximado de pardmetros que foram estimados (pD). Os modelos que apresentarem os
menores valores do DIC sao os preferidos e as diferencas de menos de 5 ou 6 unidades
entre os modelos ¢ muito pequena e ndo deve ser utilizada para uma tomada de decisao.
Embora os modelos com o DIC menor sejam geralmente preferiveis, o modelo com o
melhor ajuste com os dados (baixos valores de Dbar) podem ser escolhidos quando as

diferencas entre os DIC sdo despreziveis.

4.3.2. Estrutura genética espacial intrapopulacional

A andlise do padrao espacial da variabilidade genética foi realizada no programa

SGS (Spatial Genetic Software), utilizando-se os dados das coordenadas geograficas de

cada individuo. Para tanto, foi estimado uma distincia genética média (D k') entre todos
os pares de pontos de uma dada classe de distancia espacial (X ) (Degen et al., 2001b).
A distancia entre os pares de pontos que estao dentro de cada classe ¢ calculada a partir
da distancia Euclidiana, utilizando as coordenadas geograficas transformamos em graus
decimais. Para esses calculos a dimensao de todas as classes de distancia ¢ igual (Degen

etal.,2001a).

Conforme sugerido por Degen (2000) deve-se refazer os calculos testando-se
diferentes escalas de classes de distancia, a fim de se obter um melhor resultado. Para
ter-se uma melhor robustez nos resultados Hardesty et al., (2005) sugere que cada classe

de distancia tenha no minimo 30 pares de individuos. No caso do RAPD que ¢ um
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marcador “dominante” a dissimilaridade genética (Dij) entre os individuos dentro de

cada classe de distancia ¢ calculada usando-se a Distancia de Tanimoto:

1 Vij
OSDl.j—l — <1

Vi TVt
onde, vij representa o nimero de bandas (fragmentos) comum aos individuos i € j, sendo
i ou j o numero de bandas que s6 ocorre neles, e sdo indicados por yi e yj,
respectivamente. As distancias genéticas médias entre todos os individuos, em cada
classe de distancia, podem auxiliar no entendimento da estrutura espacial da
variabilidade (Degen, 2000).

O distograma ¢ calculado pela distancia entre as classes espaciais e a distancia
genética média (Dy). Para a permutacao utiliza-se a simulacdo de Monte Carlo, onde ¢
aplicado um teste de desvio de significancia da distribuicdo espacial aleatéria e da
média da distdncia de Tanimoto D;. Cada permutagdo consiste na redistribuicdo ao
acaso dos dados genéticos sobre as coordenadas espaciais dos individuos amostrados,
sendo que cada classe de distancia genética ¢ comparada com um valor nulo gerado pela
distribuicdo (Degen, 2000; Degen et al., 2001a). Nesta analise utilizou-se 1000
permutacdes com um intervalo de confianga de 95% para cada populagdo. Distancias
inferiores ao ponto médio da distancia entre todos os individuos (referente ao ponto de
auséncia de autocorrelagcdo) indicam uma estrutura espacial onde individuos sdo mais
semelhantes do que o esperado, e distdncias acima disso indicam diferengas maiores que
o esperado para uma estrutura genética aleatoéria (Degen et al., 2001a).

O indice de agregacdo (R) entre as plantas dentro de cada populagdo foi estimado
utilizando também o programa SGS, no qual é possivel verificar a distribuicao espacial

entre os individuos. Este indice pode ser calculado conforme descrito a seguir:
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— N
0<R= V observado  — Zi:rri - 1

= —=————.FVobservado = ————— ,Vesperado =

¥ esperado N 2 E
\VF

onde r; ¢ a distancia de i ao seu proximo vizinho, N é o nimero total de arvores e F' é o
tamanho da 4rea (m®). Os resultados deste indice (R) podem ser interpretados da
seguinte maneira: <l indicam uma distribuicdo agregada, =1 indicam uma distribui¢ao
aleatoria e >1 associado com uma distribuicdo espacial regular dos individuos (Degen,

2000; Degen et al., 2001a; Hardesty et al., 2005).

59



5. Resultados e discussoes
5.1. Repetibilidade e variabilidade genética

Os seis iniciadores RAPD utilizados para avaliar as 207 plantas, distribuidas em
tr€s subpopulacdes de 7. papyrus, produziram inicialmente um total de 176 locos
(Figura 13), que apresentaram uma variacdo de niimero de locos, por iniciador, entre 27
(OPM-13) e 32 (OPB-05). Apds andlise de repetibilidade com o algoritimo de
otimizagdo (simulated annealing) gerando as solucdes, foi escolhido uma solug¢do para
cada iniciador. Apo6s nova PCR e eletroforese fez-se a codificacdo desses novos géis
tornando possivel constituir uma nova matriz de dados binarios, contendo somente os
locos que apresentaram reprodutibilidade, que apresentou 147, dos 176 locos
originalmente codificados (Tabela 3), apresentando uma variacdo, por iniciador, entre

23 (OPB-05 e OPB-10) e 26 (OPM-13) locos (Tabela 4).

Figura 13. Fragmentos RAPD amplificados do iniciador OPM-13 com amostras de Pau-papel
(Tibouchina papyrus). 1 indica presenca e 0 auséncia de banda no gel.
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Tabela 3. Relacdo contendo a repetibilidade dos locos produzidos por seis iniciadores RAPD
em amostras do Tibouchina papyrus.

Iniciadores
OPB-04 OPB-05™ " GPB-10""OPM-03""OPM-05"" CPM-13
2600 [ NR | NR R
2500 R
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|
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A andlise de repetibilidade dos locos permitiu verificar que existe uma menor
repetibilidade nos locos cujo tamanho dos fragmentos sdo superiores a 1300
nucleotideos (Tabela 4), provavelmente em funcdo da menor eficiéncia de copia da
enzima Taqg-polimerase nos fragmentos maiores.

Tabela 4. Relacao dos iniciadores RAPD, contendo a seqiiéncia de bases (5’—3), nimero total
de locos (NTL), nimero de locos que ndo repetiram (NLNR) e nimero de locos que
repetiram (NLR) em populagdes de Tibouchina papyrus.

Iniciador SequénciaS -3° NTL NLNR NLR

OPB-04 GGACTGGAGT 29 3 26
OPB-05 TGCGCCCTTC 32 8 24
OPB-10 CTGCTGGGAC 29 3 26
OPM-03 GGGGGATGAG 29 4 25
OPM-05 GGGAACGTGT 30 7 23
OPM-13 GGTGGTCAAG 27 4 23
Média 29 5 24.5
Total 176 29 147

Tanto as matrizes de dados original quanto aquela contendo somente os locos com
repetibilidade foram utilizados para uma avaliacdo comparativa da anélise descritiva dos
locos, para cada uma das populacdes. De uma maneira geral, para os dois conjuntos de
dados, existiu uma elevada variabilidade genética quando sdo considerados todos os
locos para todos os individuos, sendo 100% deles polimorficos. Entretanto, quando essa
avaliagdo ¢ realizada para cada subpopulagdo, a média da propor¢cdo de locos
polimorficos permanece alta e muito semelhante para os dois conjuntos de dados,
atingindo um valor igual a 95% (Tabela 5).

Quando se considera o total de locos, a diversidade genética média, obtida pela
abordagem bayesiana (Hy), a diversidade de Nei (He) (1973) e o indice de Shannon (H),
para cada uma das subpopulagdes foram, respectivamente, 0,3306 (SD1); 0,2827 (SD2);
e 0,4337 (P) (Tabela 5). Para a matriz de locos com repetibilidade, esses valores médios
de diversidade, para cada uma das subpopulacdes foram, respectivamente, 0,3313

(SD1); 0,289 (SD2); e 0,4417 (P) (Tabela 5).
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O coeficiente de endogamia (f) e o estimador da estrutura genética entre
populagdes (0), considerando as trés populagdes, apresentaram, respectivamente, para
a matriz contendo o total de locos valores iguais a 0,9711 e 0,1731, e quando sdo
considerados apenas os locos que repetiram esses valores foram 0,9624 ¢ 0,1811
(Tabela 5). Os valores obtidos para esses dois parametros genéticos sao
consideravelmente altos e muito semelhantes para os dois conjuntos de dados.

Tabela 5. Relacdo da porcentagem de locos polimoérficos (LP%), diversidade genética por

abordagem bayesiana (Hs) diversidade genética de Nei (He), indice de diversidade
de Shannon (H), endogamia (f) e estrutura genética (6°) entre subpopulagdes de

Tibouchina papyrus.
Matriz de dados Populagiio LP(%) Hs (xse) He (£se) H (xse) f N
D1 93 03056 (:0,0038)  0.245@*0,159) 0,386 (*+0212)
NTL SD2 95 0,3372(£0,0034) 0286 (£0,158) 0,438 (£0,209) &?072133) ( i()(,){gf(;)
P 97 03491 (£0,0036)  0317(x0,163) 0477 (:0.209)
Meédia - 95 03306 02827 04337
SD1 93 03018 (£0,0041)  0246(x0,159) 0387 (+0212)
NLR SD2 95 03429 (£0,0037)  0295(£0,155) 0451 (£0,204) (j%’gg: ) (E’éi;)
P 97 03493 (£0,0039)  0326(+0,161) 0,487 (+0,206)
Meédia - 95 03313 0,289 04417

Os resultados obtidos nesse trabalho evidenciam que o fato de retirar os 29 locos
RAPD que ndo repetiram, ndo interfere nos parametros genéticos e, portanto, no padrao
de diversidade e estrutura genética encontrada para essas subpopulacdes de Tibouchina
papyrus. Nesse sentido, esses resultados sugerem que a técnica de RAPD, quando bem
padronizada, permite a obten¢do de resultados robustos, uma vez que a taxa de
repetibilidade dos locos ¢ relativamente alta, com 84% de reprodutibilidade.

Tendo em vista que a espécie Tibouchina papyrus € uma arvore com flores
hermafroditas e fruto seco com capsula ruptil (Almeida et al., 1998), além de ser
considerada uma espécie xendgama facultativa, auto-compativel, ndo apomitica e
alégama (Santos, 2003; Montoro, 2004), torna-se pertinente considerar que a mesma
possui um sistema de reprodugcdo misto, potencialmente produzindo sementes por

autofecundac¢do e/ou fecundagdo cruzada. Além disso, Montoro (2004) ressaltou que a
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autocompatibilidade ndo implica necessariamente em autogamia e, em seu estudo,
observou que 12% dos frutos foram formados por autopolinizagio e 45% por

fecundacao cruzada.

Considerando as informagdes disponiveis para a espécie e os resultados obtidos
nesse trabalho, os valores elevados do coeficiente de endogamia encontrados nesse
estudo, podem ser explicados por um balanco entre autofecundacdo e fecundacdo
cruzada entre individuos aparentados. O fato de serem encontrados valores elevados de
endogamia também explica o valor relativamente alto e significativo de estruturacdo
genética entre essas populagdes. Embora essa estruturacdo mais intensa seja esperada
para as populacdes situadas entre as duas regides (Serra Dourada e Pirenopolis), duas
delas se encontram em localidades muito proximas na Serra Dourada. Outro argumento
que corrobora com essa argumentacdo ¢ o fato dos frutos serem rompidos com
facilidades (autocoria), seguido de uma dispersdo secundaria pelos ventos fortes

(anemocoria) que ocorrem nessas regioes (Santos, 2003; Montoro, 2004).

De uma maneira geral, existem diversos trabalhos na literatura que utilizaram
marcadores multiloco para avaliar a variabilidade genética em espécies de plantas
(Tabela 6). Embora alguns estudos sejam semelhantes, as comparacdes entre os valores
das estimativas devem ser realizadas com cautela, uma vez que a maioria das espécies
sao arboreas de grande porte, com caracteristicas ecologicas e biologicas muito
diferentes das encontradas para a espécie Tibouchina papyrus. A partir de uma
avaliacdo geral desses artigos, o que pode ser observado ¢ que a média de iniciadores
(RAPD e ISSR) utilizados ¢ igual a 13, produzido quantidades de locos (bandas)
satisfatorias para utilizar em estudos genético-populacionais (Artyukova et al., 2004;
Trindade & Chaves, 2005; Xavier et al., 2005; Zucchi, 2005; Bertoni et al., 2007;

Soares et al., 2008a). Os valores de diversidade genética encontrados nesse trabalho sdo
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semelhantes aos encontrados por Camacho & Liston (2001), Torezan et al. (2005),

Estopa et al. (2006), Yao et al. (2008), mesmo considerando as diferengas de numero de

iniciadores ou o namero de individuos utilizados nestes trabalhos.

Tabela 6. Relacdo de artigos indicando o marcador multiloco, nimero de iniciadores (NI),
nimero de individuos (NIn), nimero de populagdes (NPop) e os respectivos
parametros genéticos: numero de locos (NL), diversidade genética de Nei (He),

Indice de Shannon (H).

Artigo  Marcador NI NIn NPop NL He H Referéncia
1 RAPD 17 104 4 86 -- -- Pigato & Lopes, 2001a
2 RAPD 17 10 -- 72 -- -- Pigato & Lopes, 2001b
3 RAPD 10 75 3 56 0,4 0,58 Estopa et al., 2006
4 RAPD 37 24 -- 164 -- -- Salla et al., 2002
5 RAPD 8 45 -- 30 -- -- Xavier et al., 2005
6 RAPD 10 38 2 121 -- 0,45 Artyukova et al., 2004
7 RAPD 32 164 6 152 -- -- Ciampi et al., 2003
8 RAPD 6 156 13 35 -- -- Trindade & Chaves , 2005
9 RAPD 8 114 10 54 -- -- Zucchi, 2005
10 RAPD 5 309 10 45 - - Soares et al., 2008a
11 RAPD 10 6 1 60 -- -- Moura et al., 2005
12 RAPD 9 167 8 65 -- -- Bertoni et al., 2007
13 RAPD 7 120 3 -- 0,33 -- Zimback et al., 2004
14 RAPD 118 10 8 - 0,3 0,45 Torezan et al., 2005
15 ISSR 99 3 - 0,14 0,22 Camacho & Liston, 2001
16 ISSR 20 70 4 -- 0,27 0,42 Yao et al., 2008
17 RAPD 5 104 2 -- -- 0,35 Pither et al., 2003
18 RAPD 10 53 04 39 -- 0,24 Jiménez et al., 2002
19 RAPD 15 148 04 23 -- 0,16  Gauer & Cavalli-Molina, 2000

-- Nédo informado ou ndo analise

5.2. Estrutura genética espacial intrapopulacional

O indice de agregagdao (R) nas trés subpopulagdes foram menores que 1,

apresentando valores iguais a 0,349 (SD1); 0,106 (SD2) e 0,468 (P) (Apéndice 4 ¢ 5).

Esses resultados indicam que ha uma distribuicdo em agregados das plantas amostradas

nas trés subpopulagdes (Figuras 15), com intensidade maior na subpopulacdo SD2. De

acordo com Hardesty et al., (2005) o indice de agregacdo <1 indica que os individuos

estdo mais agrupados que o esperado pelo acaso, corroborando o esperado observando-
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se a distribuicdo espacial das plantas e a sindrome de dispersdo autocdrica e
anemocorica da espécie Tibouchina papyrus (Figura 15).

Degen e colaboradores (2001a) encontrou em seu trabalho trés espécies das oito
estudada com indice de agregacdo menor que 1. Nas trés populagdes de Simarouba
amara Aubl, que Hardesty e colaboradores (2005) estudaram também encontraram um
indice de agregacdo menor que 1, e Soares e colaboradores (2008b) obtiveram o mesmo
resultado apoiando o nosso resultado. Mas esse modelo de agregacdo que T. papyrus
demonstrou pode ser explicado pelo tipo de dispersdo da espécie (anemocoria) e pelo
tipo de vegetagdo em que ela ocorre (campo rupestre).

A andlise de autocorrelagdo espacial da variabilidade genética presente nos
individuos da subpopulagdo SDI1 foi realizada em uma amplitude geografica maxima,
entre as plantas, igual a 528 m. Os melhores resultados foram obtidos utilizando-se oito
classes de distdncias com dimensdo igual a 66 metros (Figura 16A). Na andlise do
distograma observa-se uma autocorrelacdo significativa em todas as classes (Figura
16A), sendo positiva nas duas primeiras (até cerca de 150 m) e negativa a partir da
terceira classe (aproximadamente 200 m). Esses resultados revelam que existe uma alta
similaridade genética entre plantas préximas geograficamente, a0 mesmo tempo em que
o aumento da distdncia geograficamente implica em maior distancia genética (Figura
16A). Esse tipo de padrdo espacial pode ser interpretado como um padrao clinal (em
gradiente) de variagdo sobre o espaco (Diniz-Filho, 1998), o que ¢ esperado para o
modelo de fluxo génico de isolamento-por-distdncia ou stepping-stone e provoca, em

escala local, uma forte estruturacdo em parentesco.
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Figura 14. Distribuicdo espacial dos individuos de Tibouchina papyrus nas subpopulagdes de
Serra Dourada (A e B) e Pirendpolis (C). Os valores de agregacdo (R) estdo
indicados no grafico.
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O padrao espacial da variabilidade genética nos individuos da subpopulacdo SD2
foi realizado em uma amplitude geografica maxima, entre as plantas, igual a 1920 m. Os
melhores resultados foram obtidos utilizando-se oito classes de distdncias com
dimensdo de 240 metros (Figura 16B). O distograma também mostrou que existe uma
estruturacdo em parentesco, em uma escala geografica maior, com valores de
autocorrelacdo positiva e significativa somente na primeira classe de distdncia
geografica e negativo e significativo na sétima classe (Figura 16B). Deste modo, o
mesmo padrdo espacial de estruturagdo foi encontrado, embora em escalas geograficas

diferentes, o que também determina uma estruturagao intrapopulacional em parentesco.

O padrao de autocorrelagdo espacial da variabilidade, na subpopulacio P,
apresentou-se positivo e significativo na primeira classe de distancia (até
aproximadamente 35 m) e negativo e significativo na quarta classe (80 m) (Figura 16C).
Esse padrao, assim como o das outras duas subpopulacdes resulta em uma estruturagao
em parentesco, com a formagdo de ilhas ou “patches” de individuos geneticamente mais
similares, gerado por um padrio de divergéncia de isolamento-por-distancia ou

stepping-stone (Epperson, 2003).

As andlises de padrdo espacial da variabilidade genética intrapopulacional também
foram realizadas com a matriz contendo o total de locos (176) e os resultados foram
muito semelhantes, exibindo o mesmo padrdo geral, optou-se por colocéd-los no

apéndice 6, tornando-se disponivel para consulta caso seja necessario.

As diferengas nos tamanhos dos “patches”, observadas nas avaliagdes do padrao
espacial intrapopulacional de uma mesma espécie sdo comuns (Moraes et al., 2005;
Soares et al., 2008b) e sugere que os processos e/ou mecanismos de polinizagdo e

dispersdao (de pdlen e semente) atuam ligeiramente diferente entre as subpopulagdes,
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gerando padrdes espaciais similares com escalas geograficas variaveis (Giudice-Neto &
Kageyama, 2000; Silva et al., 2004; Moraes et al., 2005; Soares et al., 2008b).

Tanto o padrao de distribuicdo geografica das plantas quanto o padrio espacial da
variabilidade genética podem ser explicados se for considerado o resultado da acdo
combinada da dispersdo autocorica, que faz com que as sementes dessa espécie caia sob
a planta-mae, seguido da dispersdo pelo vento (anemocoria) que, provavelmente,
alcangara curtas distancias uma vez que as sementes nao possuem mecanismos
acessorios que permitam “voos” mais longos. Isso € particularmente valido quando
considera-se o ambiente irregular e rochoso do campo rupestre, que propiciara a queda
das sementes proximas a planta mae mesmo levando em conta a agdo do vento, gerando
agregacao das plantas e maior estruturagdo genética em parentesco dentro das
populagdes (Santos, 2003; Montoro, 2004; Gusson et al., 2005). Esse padrio em
agregado também pode explicar os valores elevados de endogamia encontrados nesse

trabalho.
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Figura 15. Estrutura genética espacial intrapopulacional em subpopulagdes Tibouchina papyrus. Classes de distdncias geograficas (m) e Distograma das
distancias genéticas médias das subpopulacao SD1 (A), SD2 (B) e P (C).
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A variabilidade genética encontrada nas subpopulacdes de 7. papyrus é relativamente alta,
em comparagdo com outros estudos ja citados, o que indica que boa parte dessa variagdo genética
natural estd sendo conservadas nessas populagdes que estdo dentro dos parques ou proximas as
reservas publicas, e, portanto preservada. Um passo seguinte, no sentido de complementar esse
estudo, seria a realizagdo de avaliacdes mais complexas e combinando esforcos da area de
biologia reprodutiva (por exemplo, caracteres morfoldgicos ligados a adaptacdo; avaliagdo da
fecundidade e viabilidade das sementes), com o intuito de verificar se essas populacdes estdo
sendo afetadas por um efeito de depressdo por endogamia, ou se esse padrdo encontrado faz parte
das estratégias evolutivas seguidas pela espécie Tibouchina papyrus durante sua historia
evolutiva, principalmente quando se considera o alcance geografico limitado e restrito da
distribuicdo natural de suas populacdes (range) e o fato de existir populagdes naturalmente

isoladas entre as duas areas de ocorréncia descritas na literatura (Serra Dourada e Pirenopolis).
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6. Conclusoes

v As subpopulagdes de Tibouchina papyrus (pau-papel) exibiram consideraveis niveis
de variabilidade genética, tanto com base na matriz contendo o total de locos (176),

quanto aquela com os locos RAPD com repetibilidade (147);

v" Os resultados da repetibilidade sugerem que a técnica de RAPD, quando bem
padronizada, permite a obtengdo de resultados robustos, uma vez que a taxa de

repetibilidade dos locos € relativamente alta, com 84% de reprodutibilidade.

v" O indice de agregacdo (R) nas trés subpopulagdes foram menores que 1, indicando

que hé uma distribuicdo em agregados das plantas de Tibouchina papyrus.

v' A avaliagdo do padrio espacial intrapopulacional da variabilidade genética das trés
subpopulagdes de Tibouchina papyrus revelou a formacao de ilhas ou “patches” de
individuos geneticamente mais similares, gerado por um padrdo de diferenciacdo de

isolamento-por-distancia ou stepping-stone;

v As diferengas nos tamanhos dos “patches” sugere que 0s processos €/ou mecanismos
de polinizagao e dispersao (de polen e semente) atuam ligeiramente diferente entre as
subpopulagdes, gerando padrdes espaciais similares com escalas geograficas

variaveis.
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ANEXO 1

Protocolo de extracio de DNA de tecido vegetal:
Procedimento

1. Primeiro verifique se todas as solucgdes estao preparadas. Ligue o banho-maria a 65°C.
Prepare trés conjuntos idénticos de tubos devidamente numerados. Anote na ata de
laboratdrio a correspondéncia entre os nimeros nos tubos e a identificacdo das
amostras.

2. Para cada extragdo serdo utilizados 1ml de tampao de extragdo. Calcule a quantidade
total necessaria de tampao de extragdo multiplicando o nimero de amostras + 1 (para
seguranga) por Iml. Adicione 2-mercapto-etanol a quantidade necessaria de tampao,
na proporcao de 2ul de 2-mercapto-etanol para cada mililitro de tampao de extragdo e

3g de PVPP. Mantenha o tampao de extragdo 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 estara
bem congelado antes de iniciar a maceracao.

5. Macere rapidamente com uma chave phillips por uns 20 a 40 segundos até o tecido se
mostrar bem pulverizado. Ao tecido recém macerado adicione 1ml de tampao de
extragdo. Ressuspenda o tecido no tampdo com o auxilio de um voértex para
homogeneizar bem (se nao homogeneizar use um palito de dente).

6. Incube os tubos em banho-maria a uma temperatura de 65°C por uma hora. Durante a
incubagdo, agite os tubos a cada 15 minutos para homogeneizar. Retire os tubos do
banho-maria. Deixe-os chegar a temperatura ambiente de 5 a 10 minuto.

7. Em capela de exaustdo, faga a primeira extragdo com solvente organico adicionando
600ul 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 15
minutos.
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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 e retire 3 aliquotas (~540 “1) fixas.

10. A fase aquosa no novo tubo adicione 1/10 do volume (~50 “1) de uma solu¢ao10%

11.

CTAB, 1,4 M NaCl (solucao bastante viscosa). Agite no vortex e misture bem

durante 5 minutos at¢ homogeneizar a solucdo. Repita a extracdo com 600 Ml ge
CIA (passo 7). Retire novamente a fase aquosa superior e transfira-a para um novo
tubo.

Adicione 2/3 do volume da solugdo aquosa (~400 “l) de isopropanol frio (-20°C).
Misture calmamente para precipitar os acidos nucléicos. Leve o tubo a -20°C por 2
horas ou over night.

PRECIPITACAO E QUANTIFICACAO DO DNA

. Centrifugue os tubos a 14000 rpm em microcentrifuga durante 15 minutos, para

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

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. Centrifugar 14000 rpm 5 minutos.

Lave o pellet uma vez em 1 ml de etanol 95% (ou absoluto) durante 2 a 3 minutos.
Centrifugue a 14000 rpm por 5 minutos. Retire 0 maximo possivel do etanol,
deixando secar bem.

. Ressuspenda o pellet em 50 ul de T.E. 1 X e 3 ul de RNase

*Se nesta fase o pellet se apresentar grande demais, viscoso e amarelado,
é provavel que outras substancias 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 indesejdavel. Repita os passos 11 a 4 - no passo N° 3
costumamos lavar apenas uma vez nesta fase- ressuspenda o pellet

(passo)).
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APENDICE 1

Individuo Latitude | Longitude | Altitude Individuo Latitude | Longitude Altitude
Tp-1(SD1) 16°04,695 | 50°11,348 | 993,5 Tp-54(SD1) | 16°04,610 | 50°11,388 999,7
Tp-2(SD1) 16°04,708 | 50°11,310 | 9939 Tp-55(SD1) | 16°04,628 | 50°11,387 999,5
Tp-3(SD1) 16°04,717 | 50°11,307 | 9953 Tp-56(SD1) | 16°04,629 | 50°11,386 997
Tp-4(SD1) 16°04,717 | 50°11,308 | 996,1 Tp-57(SD1) | 16°04,617 | 50°11,412 997,2
Tp-5(SD1) 16°04,716 | 50°11,307 994 Tp-58(SD1) | 16°04,608 | 50°11,406 993,2
Tp-6(SD1) 16°04,718 | 50°11,288 | 996,9 Tp-59(SD1) | 16°04,604 | 50°11,404 996,4
Tp-7(SD1) 16°04,717 | 50°11,289 | 996,2 Tp-61(SD1) | 16°04,598 | 50°11,407 996,5
Tp-8(SD1) 16°04,716 | 50°11,291 992,2 Tp-62(SD1) | 16°04,596 | 50°11,409 998,6
Tp-9(SD1) 16°04,742 | 50°11,268 | 9974 Tp-63(SD1) | 16°04,590 | 50°11,407 1002

Tp-10(SD1) | 16°04,738 | 50°11,266 | 994,6 Tp-64(SD1) | 16°04,595 | 50°11,414 999

Tp-11(SD1) | 16°04,732 | 50°11,256 | 995,3 Tp-65(SD1) | 16°04,596 | 50°11,414 999,2
Tp-12(SD1) | 16°04,754 | 50°11,245 993 Tp-66(SD1) | 16°04,599 | 50°11,413 997,5
Tp-13(SD1) | 16°04,760 | 50°11,245 | 995,9 Tp-67(SD1) | 16°04,597 | 50°11,416 993.4
Tp-14(SD1) | 16°04,760 | 50°11,245 | 9919 Tp-68(SD1) | 16°04,598 | 50°11,417 993,5
Tp-15(SD1) | 16°04,760 | 50°11,243 991 Tp-69(SD1) | 16°04,602 | 50°11,419 993

Tp-16(SD1) | 16°04,765 | 50°11,236 | 998,7 Tp-70(SD1) | 16°04,599 | 50°11,423 992

Tp-17(SD1) | 16°04,768 | 50°11,229 | 990,1 Tp-71(SD1) | 16°04,620 | 50°11,422 993,4
Tp-18(SD1) | 16°04,770 | 50°11,227 | 9904 Tp-72(SD1) | 16°04,622 | 50°11,425 991,7
Tp-19(SD1) | 16°04,770 | 50°11,226 | 991,5 Tp-73(SD2) | 16°04'023 | 50°10'506 1000
Tp-20(SD1) | 16°04,765 | 50°11,195 | 994,1 Tp-74(SD2) | 16°04'997 | 50°10'499 1006
Tp-21(SD1) | 16°04,772 | 50°11,193 | 9952 Tp-75(SD2) | 16°04'993 | 50°10'499 1008
Tp-22(SD1) | 16°04,805 | 50°11,204 | 995,9 Tp-76(SD2) | 16°04'991 | 50°10'494 1001
Tp-23(SD1) | 16°04,807 | 50°11,206 | 993,5 Tp-77(SD2) | 16°04'004 | 50°10'474 992

Tp-24(SD1) | 16°04,809 | 50°11,205 | 992,6 Tp-78(SD2) | 16°04'009 | 50°10'472 988.5
Tp-25(SD1) | 16°04,826 | 50°11,206 | 990,7 Tp-79(SD2) | 16°04'015 | 50°10'480 995.2
Tp-26(SD1) | 16°04,837 | 50°11,212 | 986,1 Tp-80(SD2) | 16°04'015 | 50°10'480 996.3
Tp-27(SD1) | 16°04,842 | 50°11,214 | 986,5 Tp-81(SD2) | 16°04'017 | 50°10'486 996.4
Tp-28(SD1) | 16°04,843 | 50°11,200 | 989,5 Tp-82(SD2) | 16°04'031 | 50°10'485 995.6
Tp-29(SD1) | 16°04,851 | 50°11,194 | 984,3 Tp-83(SD2) | 16°04'029 | 50°10'482 994.8
Tp-30(SD1) | 16°04,852 | 50°11,200 | 983,2 Tp-84(SD2) | 16°04'025 | 50°10'439 997.9
Tp-31(SD1) | 16°04,852 | 50°11,201 983,7 Tp-85(SD2) | 16°04'029 | 50°10'472 1000
Tp-32(SD1) | 16°04,852 | 50°11,202 | 983,1 Tp-86(SD2) | 16°04'018 | 50°10'472 993.4
Tp-33(SD1) | 16°04,847 | 50°11,202 | 987,6 Tp-87(SD2) | 16°04'016 | 50°10'475 992.5
Tp-34(SD1) | 16°04,847 | 50°11,203 | 984,5 Tp-88(SD2) | 16°04'994 | 50°10'474 1002
Tp-35(SD1) | 16°04,859 | 50°11,206 | 981,5 Tp-89(SD2) | 16°04'980 | 50°10'476 1000
Tp-36(SD1) | 16°04,858 | 50°11,205 976 Tp-90(SD2) | 16°04'977 | 50°10'472 1002
Tp-37(SD1) | 16°04,864 | 50°11,196 | 977,6 Tp-91(SD2) | 16°04'970 | 50°10'463 1004
Tp-38(SD1) | 16°04,769 | 50°11,273 | 993,7 Tp-92(SD2) | 16°04'971 | 50°10'463 1004
Tp-39(SD1) | 16°04,765 | 50°11,275 | 9934 Tp-93(SD2) | 16°04'989 | 50°10'393 986

Tp-40(SD1) | 16°04,764 | 50°11,279 | 996,3 Tp-94(SD2) | 16°04'978 | 50°10'371 989.3
Tp-41(SD1) | 16°04,758 | 50°11,291 991,7 Tp-95(SD2) | 16°04'981 | 50°10'326 980

Tp-42(SD1) | 16°04,751 | 50°11,304 | 9929 Tp-96(SD2) | 16°04'993 | 50°10'321 984

Tp-43(SD1) | 16°04,750 | 50°11,305 | 9934 Tp-97(SD2) | 16°04'033 | 50°10'387 989.1
Tp-44(SD1) | 16°04,752 | 50°11,308 | 996,9 Tp-98(SD2) | 16°04'039 | 50°10'384 987.1
Tp-45(SD1) | 16°04,752 | 50°11,311 991,9 Tp-99(SD2) | 16°04'035 | 50°10'441 988.4
Tp-46(SD1) | 16°04,740 | 50°11,313 | 994,7 Tp-100(SD2) | 16°04'049 | 50°10'504 992.9
Tp-47(SD1) | 16°04,594 | 50°11,379 1005 Tp-101(SD2) | 16°04'219 | 50°10'705 1011
Tp-48(SD1) | 16°04,558 | 50°11,359 1005 Tp-102(SD2) | 16°04'212 | 50°10'707 1009
Tp-49(SD1) | 16°04,611 | 50°11,365 1001 Tp-103(SD2) | 16°04'214 | 50°10'703 1014
Tp-50(SD1) | 16°04,618 | 50°11,369 1002 Tp-104(SD2) | 16°04'210 | 50°10'704 1010
Tp-51(SD1) | 16°04,614 | 50°11,377 1001 Tp-105(SD2) | 16°04'210 | 50°10'708 1005
Tp-52(SD1) | 16°04,618 | 50°11,379 | 997,6 Tp-106(SD2) | 16°04'208 | 50°10'716 1005
Tp-53(SD1) | 16°04,622 | 50°11,377 | 999,9 Tp-107(SD2) | 16°04'213 | 50°10'730 1011
Tp-108(SD2) | 16°04'216 | 50°10'731 1010 Tp-166(P1) | 15°47'721 | 48°58'735 1231
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Tp-109(SD2) | 16°04225 | 50°10'731 | 1013 Tp-167(P1) | 15°47'722 | 48°58'735 1234
Tp-110(SD2) | 16°04'186 | 50°10'949 | 1012 Tp-168(P1) | 15°47'719 | 48°58'734 1231
Tp-111(SD2) | 16°04'171 | 50°10'956 | 1018 Tp-169(P1) | 15°47'723 | 48°58'735 1228
Tp-112(SD2) | 16°04'166 | 50°10'957 | 1017 Tp-170(P1) | 15°47'722 | 48°58'735 1232
Tp-113(SD2) | 16°04'173 | 50°10961 | 1015 Tp-171(P1) | 15°47'721 | 48°58'737 1228
Tp-114(SD2) | 16°04'173 | 50°10'966 | 1016 Tp-172(P1) | 15°47'730 | 48°58'732 1235
Tp-115(SD2) | 16°04'180 | 50°10974 | 1014 Tp-173(P1) | 15°47'730 | 48°58'735 1235
Tp-116(SD2) | 16°04'182 | 50°10'976 | 1016 Tp-174(P1) | 15°47'730 | 48°58'734 1237
Tp-117(SD2) | 16°04'182 | 50°10'979 | 1016 Tp-175(P1) | 15°47'723 | 48°58'726 1239
Tp-118(SD2) | 16°04224 | 50°11'016 | 1012 Tp-176(P1) | 15°47'725 | 48°58'725 1239
Tp-119(SD2) | 16°04219 | 50°11'021 | 1011 Tp-177(P1) | 15°47'727 | 48°58'721 1239
Tp-120(SD2) | 16°04209 | 50°11'017 | 1015 Tp-178(P1) | 15°47'723 | 48°58'716 1239
Tp-121(SD2) | 16°04206 | 50°11'025 | 1013 Tp-179(P1) | 15°47'724 | 48°58'716 1237
Tp-122(SD2) | 16°04208 | 50°11'032 | 1011 Tp-180(P1) | 15°47'720 | 48°58'716 1236
Tp-123(SD2) | 16°04214 | 50°11'033 | 1012 Tp-181(P1) | 15°47'723 | 48°58'714 1236
Tp-124(SD2) | 16°04'205 | 50°11'049 | 1012 Tp-182(P1) | 15°47'728 | 48°58'713 1241
Tp-125(SD2) | 16°04203 | 50°11'055 | 1014 Tp-183(P1) | 15°47'720 | 48°58'712 1235
Tp-126(SD2) | 16°04203 | 50°11'056 | 1014 Tp-184(P1) | 15°47'726 | 48°58'709 1236
Tp-127(SD2) | 16°04'326 | 50°11'019 | 1009 Tp-185(P1) | 15°47'723 | 48°58'709 1239
Tp-128(SD2) | 16°04'322 | 50°11'017 | 1009 Tp-186(P1) | 15°47'722 | 48°58'709 1241
Tp-129(SD2) | 16°04'334 | 50°11'016 | 1008 Tp-187(P1) | 15°47'727 | 48°58'710 1241
Tp-130(SD2) | 16°04'335 | 50°11'014 | 1011 Tp-188(P1) | 15°47'723 | 48°58'710 1242
Tp-131(SD2) | 16°04'332 | 50°11'009 | 1009 Tp-189(P1) | 15°47'725 | 48°58'708 1241
Tp-132(SD2) | 16°04'337 | 50°11'007 | 1006 Tp-190(P1) | 15°47'725 | 48°58'708 1244
Tp-133(SD2) | 16°04'332 | 50°11'004 | 1008 Tp-191(P1) | 15°47'725 | 48°58'706 1245
Tp-134(SD2) | 16°04'340 | 50°11'004 | 1004 Tp-192(P1) | 15°47'728 | 48°58'708 1244
Tp-135(SD2) | 16°04'338 | 50°11'005 | 1008 Tp-193(P1) | 15°47'728 | 48°58'708 1245
Tp-136(SD2) | 16°04'341 | 50°11'004 | 1007 Tp-194(P1) | 15°47'730 | 48°58'706 1248
Tp-137(SD2) | 16°04'335 | 50°10'999 | 1010 Tp-195(P1) | 15°47'729 | 48°58'706 1247
Tp-138(SD2) | 16°04'335 | 50°11'000 | 1010 Tp-196(P1) | 15°47'731 | 48°58'707 1247
Tp-139(SD2) | 16°04'602 | 50°11'321 | 1010 Tp-197(P1) | 15°47'726 | 48°58'709 1246
Tp-140(SD2) | 16°04'636 | 50°11'305 | 1012 Tp-198(P1) | 15°47'726 | 48°58'706 1245
Tp-141(SD2) | 16°04'640 | 50°11'304 | 1010 Tp-199(P1) | 15°47'733 | 48°58'704 1243
Tp-142(P1) | 15°47'787 | 48°58'732 | 1255 Tp-200(P1) | 15°47'736 | 48°58'704 1245
Tp-143(P1) | 15°47'789 | 48°58'734 | 1260 Tp-201(P1) | 15°47'734 | 48°58'706 1244
Tp-144(P1) | 15°47'786 | 48°58'734 | 1260 Tp-202(P1) | 15°47'734 | 48°58'708 1243
Tp-145(P1) | 15°47'762 | 48°58'732 | 1255 Tp-203(P1) | 15°47'738 | 48°58'712 1244
Tp-146(P1) | 15°47'793 | 48°58'730 | 1262 Tp-204(P1) | 15°47'742 | 48°58'712 1243
Tp-147(P1) | 15°47'790 | 48°58'754 | 1268 Tp-205(P1) | 15°47'738 | 48°58'715 1246
Tp-148(P1) | 15°47'785 | 48°58'749 | 1268 Tp-206(P1) | 15°47'739 | 48°58'715 1245
Tp-149(P1) | 15°47'782 | 48°58'749 | 1268 Tp-207(P1) | 15°47'815 | 48°58'725 1235
Tp-150(P1) | 15°47'774 | 48°58'757 | 1270 Tp-208(P1) | 15°47'815 | 48°58'725 1240
Tp-151(P1) | 15°47'742 | 48°58'704 | 1245

Tp-152(P1) | 15°47'743 | 48°58'702 | 1246

Tp-153(P1) | 15°47'733 | 48°58'721 | 1240

Tp-154(P1) | 15°47'732 | 48°58'726 | 1240

Tp-155(P1) | 15°47'732 | 48°58'725 | 1240

Tp-156(P1) | 15°47'729 | 48°58'725 | 1238

Tp-157(P1) | 15°47'727 | 48°58'727 | 1242

Tp-158(P1) | 15°47'726 | 48°58'728 | 1239

Tp-159(P1) | 15°47'725 | 48°58'728 | 1237

Tp-160(P1) | 15°47'727 | 48°58'728 | 1238

Tp-161(P1) | 15°47'725 | 48°58'731 | 1236

Tp-162(P1) | 15°47'725 | 48°58'728 | 1236

Tp-163(P1) | 15°47'725 | 48°58'731 | 1231

Tp-164(P1) | 15°47'726 | 48°58'735 | 1229

Tp-165(P1) | 15°47'723 | 48°58'733 | 1231
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APENDICE 2

Paupapel (S01) ORMOS (01 ao 23) 23082006 Paurpigal (SD1) OPMLDS (24 w0 45) Z306.2006

Pidpapil (5016 2) OPMO5 (58 46 507

Eﬁ
ifE

ECE

[ARGUND. 1779 (2

Faurgspel (P1) ORMOS (157 96 176] 2408:2006

I

[Ferren |
[T |
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Pau-papel (P1) OPMOS (179 ao 192) 24-06-2006

A EEEE EEEE
sl=R=1zBz1=B=0=1=0=0=0= Pau-papel (SD1) OPM-13 (D1 a0 18) 30-10-2006
o ol i HEE
—REREICFREICFREREERE RS BE
H 5 = 2
q E o g
2600 bp H 8 = 2
2400 bp
2200 bp - b
%ggggp i by ‘_.-_t-— — — — —
P =l - = -
el Ll

1400 bp -

1200 bp ""‘"""ﬂah'.::—rr.—.—.
i 4~ -}

1000 bp . S

800 bp

500 bp

ARQUID; 1762 A (24-06-2006) :

Paurpapel (SD1) OPMHI3 (37 a0 54) 30102008

Pau-papel (DY) OPM-13 (18 a0 36) 30102006

Pau-papel (5D 2) OPM-13 (74 ao 85) 31-10-2006

Paupapel (SD1 E2) OPMA3 (55 3073) 3102006

Ti74 (8D2)
Tp-75(5D2)
Tp-76(8D2)
Tp-T7 (3D2)
Tp-78(8D2)
Tp-82 (3D3)
Tp-83(3D2)

(1073 602
(io0Es |

(1071 o |

To-55 (01)
56 (&D1)
Tp-B13D1)
To62 (301)
TRe67 @D1)
T4 (&D1)
To-70 501)

A
=

Pau-papsl (502) OPNHII (06 a0 97) 31-10-2006

Parpspel (SD2) OPM-13 (36 20 115) 01-11-2006

Paupapel (5020 P 1) 0PI (10 00 163 00112008

Paispapel (S0 2) OPMA3 (116 a0 133) O1-11-2005

9120 (502)
7130 (802)
Tp-131 (802)
Tp-132(802)

n
n

I




Tp-19 G0 1)

Ty-21 (30 1)

Paspagel P 1)0PM11 (1064 w0 18] 03112008

1200 bp
1000 by

w0k
T

Pau-papsl (S01) OPB-D4 (19 0 36} 06-11-2006

Tp-33 (8D 1)

s |
T30

Tp-23 (8D 1)
Te-26 (80 1)
Tp-32 8D 1)

Patpapel (SD1832) OPBD4 (55 40 73) 06-11-2006

Paw-papel (SD 1) OPE05 (19 30 36) 07:11-2006

Paupapel (5D 1E2) OPBUS (55 20 73) 07-11-2006

Tp-04 (8D 1)

Paupapel (S0 1) OPE0A @1 a0 18) 05-11:2008

Pau-papel (SD1)OPB0A (37 20 54) 05112005

Pat-paps! (S0 1) OFB-05 @1 90 18) 07-11:2008

|ARQUIVO: 1810 (07-11-2006)

Pawpapel (S01)OPB0S (67 a0 54) 07-11-2008

Paspapel (50 2) 0PMOL (74 30 31) 08112006
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Pau-papel (SD2) OPB04 (9250 109) 09:11-2006

Pai-papsl (S02) OPE-04 (11090 127) 09112006

Th-98 (SD2)
T5-95 {802)
Ti-105 (302)

Tp-100 (SDZ)
Tp-102 (D7)
5103 507)
w106 (803
| Tp-109 (S02)

. |

& m
nm

Pavpapel (P1) OPEO4 (146 a0 163) 09112008

Tp-160 (P1)

1

Paupapel (P1) OPBO4 (184 ao 151) 09-11.2006

Paurpapel (SD2) OPBO5 (74 a0 81) 13-11-2005

Tp-164 (P1)
T-185 (P1)
Tp-188 {P1)
To-167 P1)
Tp-174 (P1)
Tp-175 (P1)
Tp-178 (P1)
To-173 1)
T-180 (P1)
To181 P1)

T N |
Tp-171 (P1)

g

1000 by

800 bp

600 b

ARQUIVO: 1825 {1311/2008)

|ARQUIVO: 1825 (09-11-2006)

Paurpspel (S02) OPB0S (32 30 109) 13-11-2005
Paspapel (S02) OPB0S (110 40 127) 14112006

[ARQUIVO-1827 (131 1/2006)
[AROUIVO 1828 (14/11/2005)

Paupapel (SD2 & PT) OPB05 (129 20 145) 14-11-2005
Pawpapel (P1) OPB05 (146 30 163) 14-11-2005

Tp-133(302)

Tp-137 (507)
Tp-144 (502)
Tp-145 (5D2)

Tp-157 (P1)
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Pau-papel (P1) OPB-05 (164 a0 181) 14-11:2005

I
=
2

[ARQUIVO: 1831 (14/11/2006)

Paurpapel (SD1) OPB10 (19 20 36) 15-11-2005

Paupapel (SD1 & S02) OPB-10 (55 5073) 16-11-2006

Paupaps (SO1) OPM3 (19 a036) 16-11:2005

Patgapel (SD1 & SD2) OPM03 (55 80 73) 21-11-2006

|ARQUIVD-1839 (21/11/2006)

Tp-32 (501)

Pawpagel (SD1) OPE0 (1 30 19) 15-11-2006

| ARQUIVO-1832 (1511/2008)

Pau-pagel (SD1) OPE-ID (37 a0 £4) 15-11-2008.

Tp-47 (801)

Paupapel (SD1) OPMA3 01 ao 16) 16112006

(ARQUIVD 1636 (16/11/2006)

Patrpapsl (SD1) OPMA3 (37 80 54) 21-11-2006

Pau-pape! (S0Z) OPE-10 (74 30 91) 22-11-2006
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Paupagel (B02) OPE-10 (52 a0 W09} 2211-2006

Pauwpaps! (S02) OPB-10. (110 a0 127) 22-11-2006

Tp-120 (SD2)

Paurpapel (S02 e P1) OPBHID (128 50 145) 22112006 Paupapel (P1) OPB-1D (146 30 163) 23-11-2006

Pau-papel (P1) OPE-10 (164 =0 181) 23112006
Paispapel (S02) OPMI (74 3091) 24-11-2006

Paupepel (S02) OPMO3 (32 3097 ¢ 134 o0 145) 24112006 xR YO TN 0o F2 100K

B £ £ o £ o
= 2 B H 3 & g &
2 2 & H 5 & H 5

1000 by 1400 bp
a0y 1200 tp
600 b 1000 by

a0ty

600 bp

Pawpapsl (F1) OPMO3 (162 a0 193) 27-11-2006

Fau-papel (P1) OPMO3 (164 30 181) 24-11-2006

Ti-188 P1)

ey
o iraen |

Tp-164 (P1)
Tp-166 (P1)
TR-167 P13
Tp-168 (P1)
Te-169 1)
Tp170 F1)
Tp-174 (P1)
o178 (1)
Te-179 1)
To-181 (1)

e —




Paupapel P11 CPMO3 (194 90 208) 27-11-2006

Pau-papel (P1) OPBO4 (194 a0 208) 27-11-2006

Pau-papel (P1) OPBOS (194 a0 208) 29.112006

Pau-papel (P1) OPB-10 (184 a0 208) 30-11-2006

Paugapel [P1)OPMAZ (194 a0 208) 01-12-2006

To-39(5D3)

Paupagsl (P1) OFBO4 (102 a0 193) 27-11-2006

Pau-papel (P1) OPMO5 {194 a0 208) 01122006

Tp-203 (P1)

Paupapel (S02) Repetiglo OPM3 (88 ao 115) 14022007

To-1028D2)
Te107 (802)

Tp-114 (S02)




Paupapel (SD1 & 1) Repetigio OPMAT 15022007

Paupapsl (S02) OPMT3 (116 as 133) 14022007

TN
TN
sl
IETEEN
L Gl

RN
(1) 65 11

IEETEN

[_agooin]
[ Gzoseeidi]
[osizei]
IETENEET
[_iza 0eiau]
[ ca9szial
[_zoz)sziaLl
(o szidL]
[ icadsziad]
[ zoz)rziasl
| zos)eziu]
| izae) zzi-ou ]
[_izas) izi-di]
| casiozid.]

Lo iiol
[SETTET

03001 W

Repetigso Pau-papel (SD 1 e P1) OPBAS5 21.02:2007

Repeticn Paw-napel (SD 1 e 2) OPEAS 16-02:2007

L_caooi]
[aos ziail
EETEEN
[eoszzial
EENEEN
[ tzos) tuias}
[zga) i1 ]
|_iz0s) 6011 |
[_zgs)savay]
NEEETETEN

1w
39

Repeigio Pau-papel (SD2) OPMOS 22022007

Repetigtio Pav-papel (SD12 e P1) OPE-05 ¢ OPMOS  21.02-2007

98001 0

208) 8e 141

(708) 3¢ 101

{20s) vei-dL

(208) €5 101

(zas) az1-d1

(£08) TLOL
{£08) ETL-dL
(235) LZ1-L
(Z05) 07 1L
(zas) a

(08 ¥i1-dL
{£as) Dii-dL
{£3s) B01-dL
{zas) BoL-dL
(£as) 0i-dL

(£05) S0LL

(zgs) €0L4L

(cas) £01-d1

5001 W

[ so-na0 tzas) se-d |
50-Wd0 (Z08) 86-1L

Repetigdo Pau-papsl (SD2 @ P1) OPMOS 22-02:2007

el (SD1, 2 e P1) OPMOS e OPM-13 22022007

Lsaooin}
[ cnioGas sy
L ci-Haio cas so-dl

a5
£in

€10 (£05) 85 1L
|_cinaocasso.au]
| __cinioizas) sl
L cinaougoso]
L__cinaouaecod]
|

L e 0o or
L so-nao (i zoc-du |
L soraolisasiol
[_sondolicsii]
L_sonaoiidisia
L conaoiiaiosiivl
L c0ia0 (1) aa 61|
ITEEETEN
L_sonania ol
L_conaoudsiol
(e o0t n]

o0
1-#g0 (a5 90141 |
3 L
£1-Wa0 (102 £0-d |
¢

[daooin
Lol
L gdsoul
L ovoua]
TR
Lol
L Gassial
TN
YN
ITETEEN
L oaecial
[ taziil
L ocosiul
L taasia]
EFITSTY
L tacsia]
EEETITEN
ETETER
L cososia]
I

28 P1) OPMH13 e OPB-04 23022007

Repetigdo Pau-papel (SD1

Lot voza]
L cinaoia zozau]
L giiio i iozoL]
L cinaoipesial
L cinaoiz osiou]
L cinaotidss o]
T
L erisoisos o]

101



Repeticso Pav-pape| (P1) OPE-04 26-02:2007
Repetigio Paw-gapel (SO2 e P1) OPB-04 23.02-2007

= B

| ARQUIVD: 1945 (23-02-2007)

Repeticio Pav-papel (SD1 & P1) OPB-04 & OPE-10 26-02:2007

Tg-202 (P1) OFB04
Ti-203 1) OPB-04
Tp-204 (P1) OPB-04

Y Tp-205 (1) OPE-04.

400 bp 400 bp

200 bp

Pawrpasel Fiapeticfo pela P mz (501 o 1) OPMDE 6042007 {5 macestiros de

Tp-154 (P1) OPB-101
Tp-157 (P1) OPB-101
WARCADOR 1008p

Fau-papsl Repeliso peta 3°vez (SD1, 2 @ P1) OPMOS 05042007 (5 microlitros da DNA)

Paupanel Rapsticls peta ¥ vaz (1) DPM0S 05042007 15 micssitros de

To-125 (803)
To-127 (8D2)
Tp-135 (5D3)
[7e-137 502 |
[ To-138 (502 ]
Ti-141 (802)
To-1 43 E1)
To-146 (P1)
To-127 (P1)

-
-

Paugagel Repefigio pela 3*vez (P1) OPNHOS 05042007 (5 microlitros de DNAY Paupapel Repelicho (SD1.2 e P1) OPM-05 11.062007 (1 5 micraliiros de DNA)

Tp-175 1)
Tp-190 1)
Tp-195 (P1)
198 (P1)
505 (501)
Tp-84 (802)
Tp-98 (802)
Tp-106 (502)
Tp-110 (802
To-116 (502
Tp-120 (502
Tp-121 (502
Tp-134 (S02)
Tp-142 (P1)
To-145 (P1)
Tp-148 (P1)
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Patrgapel Repetigio pela 3*vez (P1) OPMOS 05042007 (5 microlitros de DNAY Pau-papel Regelicso (SD1.2 & P1) OPM-05 11:06-2007 (1.5 microlitros de DNA)

[7-123 000 |
T

Tp-88 802)
38 (502
Ty-106 (502)
Ti108 (502)
Tp-110 (802)
Ti115 (502)
Ti120 (502)
Ty-121 (902)
T-134 (502)
Tp-142 (P1)
Ta-145 (P1)
Tp-148 (P1)
Ti-143 (P1)

Tp-182 (F1)
Tp-180 (P1)
Tp-1 32 (P1)
Tp-195 (P1)
Tp-198 (P1)

-
2 8

Paupapel Repetigdo (P1) OPM5 11-04-2007 (1 5 microltras do DNAY
Paupapsl Repetigio (P1 ¢ 2) OPMOS e 13 11042007

Tp-153 (F1)
Tp-155 (P1)
Tp-168 (P1)

Paupaps! Repetigio (P1 a 4) OPM0S 03 & OPBS 11042007
Pai-papel Repliches 2* Exiacso (SD1e 2) OPE-05 16-06-2007

[
z
B

To-45 (501)
Tp-47 (S01)
Tp-51(501)
-5 (B01)

s

; . Pau-papel Repeticées 2* Extragda (P1) OPB-05 18-06-2007
Pau-papel Repetigdes 2* Extragdn (P1) OFE-05 18-06-2007

Tp-153 (P1)
Tp-154 (P1)
Tp-155 (P1)
Tp-158 (P1)
Tp-164 (P1)
Tp-165 (P1)
Tp-167 (P1)
Tp-168 (P1)
Tp-168 (P1)
Tp-176 (F1)
Tp-178 (P1)
Tp-178 (P1)
Tp-180 (P1)
Tp-182 (P1)
Tp-183 (P1)
Tp-184 (P1)
Tp-185 (P1)
Tp-186 (P1)
Tp-187 (P1)
Tp-188 (P1)
Tp-189 (P1)
Tp-180 (P1)
Tp-191 (P1)

2600 bp - 2600 bp
b

Prriuayis 2400 bp
700 B

1600 bp
1400 bp

1200 bp
1000 bp

800 bp

1600 bp

E00 bp

400 bp

ARQUING: 2108 (18-08-2007
ARCUIYVO: 2109 (18-06-2007
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Paugagel Repatigles: 29 Extragéio (D1 2 ) OPM03 18.06-2007
Faupapsl Eingetices ¥ Exiraqds (501, 2w P} P05 OFMOS ¢ OPMY 10

Ty-102 (502)
Tp-121 (SD2)

=
—
-
-
—
-

Pau-papel Repetigfies 22 Extragéo (501 e P1) OPWM-03 19-06-2007 Pau-papel Repetigies 22 Extragéo (SD1 e 2) OPW-13 19-06-2007

Tp-204 (P1
Tp-62 (SD1)

Tp-56 (3D1)
Tp-68 (3D1)
Tp-78 (802}
Tp-81 (802)
Tp-87 (8D2)
Tp-B4 (502)
Tp-102 (3D2)
Tp-103 (SD2)
Tp-106 (SD3)

o
o]
=
&
=

Tp-46 (5D1)
Tp-63 (9D1)
Tp-65 (9D1)
Th-98 (SD2)

&
o
2
n
)
&
=
L]

2600 bp 2600 bp

ol 280050 2400 by 2400 bp
; e i
2000 bp 2000 bp fEDDDDD EE

1200 bp 1200 bp

1000 bp 1000 bp

BO0bp 800 bp

a0bp 400 bp

Paupapsl Repatiches 2* Extragio (P1) OPM-13 19-06-2007

Pau-papel Repetigtes 2° Extragén (P1) OPB-04 20-06-2007

Paupaps! Repetigtes 2¢ Extragio (SD2 e P1) OPB-05 OPMCS 21-06-2007

Tp-135 (P1)
Tp-196 (P1)
Tp-197 (P1)
Tp-198 (P1)
Tp-201 {(P1)
Tp-202 (P1)
Tp-204 (P1)

1800 bp
1600 bp

1400 bp
1200 bp

400 bp
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Repeticdo Pau-papel (P1) OPM-03 21-08-2007

Fepetighs Faupapel (5012 « P1) OPMOS » OFMOY 21062000

™ =
M
o M5
& &
= 15

Tp-154 (P1)
Tp-156 (P1)
Tp-157 (P1)
Tp-158 (P1)
Tp-160 (P1)

ARQUNO:2133 (21/06/200

Repetigio Paupaps! (SD1 @ 2) OPB05 com 1,5 microltros de DNA 25-06-2007

1500 bp
1400 bp
1200 bp
1000 bp

00 bp

i

800 bp

0 bp

Repetico Pau-papel (S02 e P1) OPMO3 com 1,5 microlitros de DNA 28-06-2007

Tp-124 (5D2)
Tp-126 (SD2)
Tp-134 (5D2)
Tp-136 (SD2)
Tp-142 (P1)
Tp-144 (P1)
Tp-145 (P1)
Tp-146 (P1)
Tp-147 (P1)
Tp-150 (P1)
Tp-152 (P1)

Repeticio Pau-papel (SO2 & P1) OPB-05 com 1,5 micralitros ¢e DNA 28-06-2007

Tl 28 (BD2)

ARQUINO:2166 (28/06/2007)

ARQUIVO 2165 (28/06/2007)

Repetigo Pau-papel (P1) OPM-03 com 15 microlitros de DMA 28-06-2007

Repetizho Paurgapsl (5012 ¢P1) OFMD3 & OFE-1025:06:2007

Tp-153 (P1)
Tp-154 (P1)
Tp-156 (P1)
Tp-158 (P1)
Tp-160 (P1)
Tp-161 (P1)
Tp-162 (P1)
Tp-163 (P1)
Tp-164 (P1)
Tp-165 (P1)

Ta-158 (P1) OFM-03

T

—_—
——
o
s
—

—
—_—
R
.

ARQUINVO:2167 (28/06/2007)
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Repatigio Paupapsl (P1) OPMO3 com 15 micioliros de DNA 26-06-2007

Repetigdo Pau-papel (SD2 & PT) OPB05 e OPMDS com 1,5 miciolitros: d DA 26-05-2007

& &
g 5
& &

Pau-papel Repeticies 2* Extragéo (P1) OPE-04 29-06-2007

Tp-191 (P1)
Tp-182 (P1)
Tp-183 (P1)
Tp-194 (F1)
Tp-195 (P1)
Tp-196 (P1)
Tp-197 (P1)
Tp-198 (P1)
Tp-188 (P1)
Tp-200 (P1)
Tp-201 (P1)

Pau-papel Repsigles 21 Extragdo (P1) OPE-04 29-06-2007
-
-
—

ARQUINVO: 2173 (29-06-2007)

Paupapel Repetigtes 2 Extragdo (SD1 & 2) OPMO3 & OPM-13 com 1 § microitres de DNA 02.07-2007

Repeticio Pau-papel (P1) OPMA3 com 1,5 micoitros de DNA 02:07-2007

ARQUIVO 2181 (0207/2007)

Pawpaps| Repeligtes 2* Extragdo (SD1.2 & PT) OPMH13 & OPBO4 com 1.5 micraliros de DNA 0207-2007

Paupapel Repetictes 2 Extragdo (P1) OPM-13 com 15 microlitras de DNA 02.07-2007
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Pau-papel Repetigdes 22 Extragdo (SD2 & P1) OPM-13 e OPB-10 11-07-2007

P13

Tp-108 (50:
Tp-142 (P1
Tp-144 (P1
To- 148 (P1 2
Tp-164 (P1
Tp-194 (P1

Tp-103 (5D2;

Pau-papel Repeligties 2* Extragso com 1.5 microlitros de DNA (P1) OPB-10 17-07-2007

Tp-156 (P1)

ARQUINMO: 2275 (1

ARQUIVD: 2240 (17-07-2007)

Pau-papel Repstigies 22 Extragdo com 1,5 microlitros de DNA (SD2 e P1) OPW-03 17-07-2007

Pau-papel Repetigiies 27 Extragdo com 1,5 micralitros de DNA (P1) OPB-10 17-07-2007

Tp-178 (P1)
Tp-181 (P1)
Tp-188 (P1)
Tp-191 (P1)
Tp-187 (P1)
Tp-202 (P1)
Tp-63 (5D1)
Tp-70(5D1)
Tp-86 (3D2)
Tp-103 (5D2)
Tp-108 (5D3)
Tp-138 (SD2)
Tp-148 (P1)
Tp-155 (P1)

FE R LR

ARQUINVO: 2241 (17-07-2007)

ARQUINVO: 2242 (17-07-2007

Pau-papel Repetigies 22 Extragdo com 1,5 microlitros de DMA (P1)
OPM-03 17-07-2007

Pat-papel Repaticies 2 Extragdo com | 5 micralitros de DNA (SD2 & P1) OFB-05 18-07-2007

Th-158 (P1)
Th-153 (P1)
Th-160 (P1)
Tp-167 (F1)
Tp-178 (P1)
Tp-189 (P1)
Tp-190 (P1)
Tp-191 (P1)
Tp-184 (P1)
Tp-195 (F1)
Tp-188 (P1)
Tp-199 (P1)

10K b
000 bp

600 bp

400 bp

ARGQUND: 2243 (17

N .mmm-.

| ARGILINVGY 2245 (15072007 |
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Pau-papel Repetictes 2° Extrag&o com 1.5 microlitros de DNA (P1) OPB-05, OPWH-05 &
OPM-13 18-07-2007

Ii-13

Pauv-papel REPETICOES OPB0A 234073007

Tp-194 (P1
Tp-108 (SD
Tp-121 (80
Tp-87 (302, D
Tp-95 (502,
Tp-103 (5D
Tp-108 (5D

2600 bp

1500 bp
1400 bp

1200 bp 2 »
1000 bp

B0 bp
00 bp

- |
400 bp '

ARQUINVO: 2248 (18-07-2007)

Pau-papel REPETICGES OPB-04 e OPB-10 23-07-2007

@

Pai-papsl REPETIZOES OFE-10 234072007

Tp-192 (P1) B
Tp-126 (502

Tp-189 (P1)

IR

ARGQUINGD:Z2250 (23/07/2007) ARQUING 2051 @F3/07/2007)

Pau-papel REPETIEILIDADE OFPW-05 15-08-2007

Pau-papel REPETIBILIDADE OPB-05 e OPK-03 15-08-2007

Tp-50 {301}
Tp-101 (D32}
Tp-132 (303}
Tp-150 (P13
Tp-186 (P1)

7 %10

S H 38 H4dE 5 2 b

H A A A A AHAR 1800 by = 000 by
1400 bp 1400 bp
1200 bp

1000 bp
800 bp

600 bp

400 bp

_ 1200 bp
: 1000 bp

800 bp

BOO bp

= I 400 bp

Arquive: 2257h (15-08-2007)

200 hp 200 hp

Arquiva 2257 a (15-06-2007)
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Pau-papel REPETIEILIDADE OPM-13 15-08-2007

FPau-papel REPETIBILIDADE OPB-04 15-05-2007

Tp-130(8D2)

Tp-187 (P1)
Tp-204 (P1)

Tp-186 (P1)

Tp-163 (P1)
Tp-173 (P1)

2600 bp

il

AR

1000 bp
B0 bp

1000 bp g
500 bp o H
500 bp - a

400 bp

F IR

B0 bp

BRI

iy
Q

400 bip

]
L
=
=
=
[=
_

Arquivo: 22583 (15-08-2007)
-

Arquiva: 2288b (15-05-2007)

Pau-papel REFETIBILIDADE OPB-10 15-08-2007
Pau-papel REPETIBILIDADE OPB-05 20-08-2007

Tp-23 (3D1)
Tp-49 (501}
Tp-101 (5D2)
Tp-171 (P1)
-140 (5D

Tp-178 (P13

Tp-161 (P13
Tp-171(F1)

jwl
2
2600 bp
2400 bp N E
: 2200 b e
— %EE -
o = b = = fH £
— — 1500 by —ges = 1600 By
- _ e 1400 bp o — 1400 bp
— 1200 bp — -_—
1000 bp — —_— <=4 — 200 bp
-— = 1000 bp e o— 1000 b
800 bp — — 800 bp p— - p
—_— — 500 bp —_— — 800 bp
B00 bp — - 600 bp _— iy —
— - P " - 600 bp
400 bp — - uston —
400 bp — 400 bp
b i
A -
AquiVDZ 2258¢c (1 5-08—200?) Arquivo: 2967 QD-DEQDD?)
- - -
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APENDICE 3
/* Diploid RAPD Data Set */
Number of populations = 3
Number of loci = 147
Locus name :

MO03-1 M03-2 M03-3 M03-4 M03-5 M03-6 M03-7 M03-8 M03-9 M03-10 M03-11 M03-12 M03-13 M03-14 M03-15 M03-16 M03-17 M03-18

MO03-19 M03-20 M03-21 M03-22 M03-23 M03-24 M03-25

MO5-1 M05-2 M05-3 M05-4 M05-5 M05-6 M05-7 M05-8 M05-9 M05-10 M05-11 M05-12 M05-13 M05-14 M05-15 M05-16 M05-17 M05-18

MO05-19 M05-20 M05-21 M05-22 M05-23

M13-1 M13-2 M13-3 M13-4 M13-5 M13-6 M13-7 M13-8 M13-9 M13-10 M13-11 M13-12 M13-13 M13-14 M13-15 M13-16 M13-17 M13-18

M13-19 M13-20 M13-21 M13-22 M13-23

B04-1 B04-2 B04-3 B04-4 B04-5 B04-6 B04-7 B04-8 B04-9 B04-10 B04-11 B04-12 B04-13 B04-14 B04-15 B04-16 B04-17 B04-18 B04-19

B04-20 B04-21 B04-22 B04-23 B04-24 B04-25 B04-26

B05-1 B05-2 B05-3 B05-4 B05-5 B05-6 B05-7 B05-8 B05-9 B05-10 B05-11 B05-12 B05-13 B05-14 B05-15 B05-16 B05-17 B05-18 B05-19

B05-20 B05-21 B05-22 B05-23 B05-24

B10-1 B10-2 B10-3 B10-4 B10-5 B10-6 B10-7 B10-8 B10-9 B10-10 B10-11 B10-12 B10-13 B10-14 B10-15 B10-16 B10-17 B10-18 B10-19

B10-20 B10-21 B10-22 B10-23 B10-24 B10-25 B10-26

name = SD1

0100000100100101010100100 00100000001000000100000 00111101000001001010000 00101100100110100000101000
000000101011001000100000 10001000000110010010110010

1111100100100101010100100 00101000001010000100000 00111101000001010010000 00101001110110000000101000
000000101001001000100000 10001100000010000010010100

1101100100100101010100100 00101110001010000100000 10111101011001010010000 10101100101110010001101100
000000001001001100100100 10100000000100000101000100

1101100100100101010100100 01001100010010010100000 10111101010001010010000 00101100100110010001101100
000000000001001100100000 10100000001101000101000100

1110000100100101010100100 01001100010010010000000 01111101001001010010000 00101100100110110001101100
000000000101001100100000 10100101000101000101000000

1110000010100001010100100 01001100010011000000000 10111101000001000010000 00101101100110100000101000
000000000101001100100000 10100101001100000101010100

1010000010100101010100100 01001100010010000000000 10111101001001001010000 00101101100110100001101000
000000000101000100100000 10100101001100000101000100

1010000010100001010101100 01001100010011010000000 10111101001001001010000 00101101100010110001101000
000000110011001000100000 10100101000100000101000100

1110000010100001010100100 01001100000011000000000 00111101000001000010000 00101101100110110001101100
000000100101001100100000 10100101000100000101000100

1110000010100101010100100 01001100010010011000000 11111101001001001010000 00101101100110110001001100
010011000101011100100000 10100000001100000101000100

1111100010101101010100100 01001100010010011000000 11111101101001010010000 00101101100110010001101100
000001000011001100100000 10100000000101000101000100

1101100010100001010101100 01001100010010000000000 01111101001001001010000 00101100100110000001100000
010001010011011100100000 10100000001001000101000100

0101100000100101010100100 01001000000010000000000 11111101001001001010000 00101101100010100001101100
000010000011001100100000 10100000000100000101000100

0101100100100001010100100 01101000001010000000000 11111101101001001010000 00101100100110110001101100
000000000101001100100000 10100000000100000101000100

0101100100101001010100100 00001100001011000000000 11111101101001001010000 00101100001110110000101000
000000000101001100100000 10100100000100000101100100

0101100100100001010101100 01100000001010000000000 11111101101001001010000 00101101001110000000001000
000000000001001100100000 10100000000001000101000100

0111100100100101010100100 01100000000010000000000 11111101101001001010000 00101100001110000000101000
000000000001000000100000 00001000000011100010100010

0111100100100001010100100 01100000000110000000000 11111101001001001010000 00101100100110100001001000
000000000001001100100000 10001000000011000010100010

0100110011010001010100100 00100000000110000000000 ....11.1.......... 1....00101001100110001000101100 000000100100101100100000

00110010000001100010100010

0100110011010001010100100 00100000000110000000000 11111101000001010010000 00101001001110001001101100
000000101101001100100000 00110010000000110010100010

0100110011011011010000100 00010000000010000000000 01111101000001010010000 00101001100110001001001100
000000001101010100100000 00110101100101010010100010

0100110011010011010100100 00010000000000000000000 01111101000001000010000 00101000100110001000101100
000000000101000001000000 00000000100100010011000100

0100111011010001010100100 00010000000100000100000 11111101010010010010000 00101001100110101001101000
010001001101010101000000 00100001100110000101010100

0100111011010011010100100 00010000000110000010000 11111101100010010010000 00101001100110001001101000
010001001101000101000000 00100001100111000101000100

0100111011010010010100100 00011010000110000010000 11111101101010010010000 00101000100110001001101000
010011000101010101000000 01100001100111000101000100

0100111011010010010100100 00010011000110000010000 11111101101010010010000 00101000100110101001101100
000001010101010101000000 00000001100111000101000100

0100111011010001010100100 10010010000101000000000 11111101101010011010000 00101001100110101010001100
000001010101000101000000 00000001100111000101010100
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0110110011101001010100100 00010010000110000000000 11111101101010010010000 00101000100110101000101000
000000000011000111000000 00000000100011110101000100
0110110011100011010000100 00010010000110000000000 11111101001001010010000 00101001100110001000101100
000000000101000001000000 00000000000011110101000010
0110110011101011010000100 00010010000110000000000 11111101001001011010000 00101001100110101000101100
000000000010101101000000 00000110100010000010100010
1110111011101011010100100 00010010000110000000000 01111101001001011010000 00101000100110001010101100
000000000010111100100000 00000100000010110010100010
1110110011110001010001000 00010000000110000000000 10111101000001000010000 00101000100110001001101100
000000100010101100100000 00000100100001100010100010
1110111011100001010000100 10010001000101000010000 11111101001001011010000 00101000100110101011101100
000000100010111100100000 00010110000001100010100010
1110111011101011010100100 00010010000110000000000 10111101001001011010000 00101001100110001001101100
000000100100101000100000 01110100000111010010100010
1110111011111001010100100 10010001000101000000000 10111101001001011010000 10101000100110001001001000
000000100100101000100000 00010101000001010010100010
1110111011110001010100100 00010010000101000010000 10111101101001011010000 10101000100110001001001000
000000100100101100100000 00010100000011100010100010

1...1.11..1.11.10.10. 00010010000101000010000 10111100000001011010000 00101000001110000000101000 ...... 11.1.1.1.1..1.11.

00011100000101010010100010

0111000100100011010101100 00010011000101000010000 11111101001001001010010 00101000001110000010000100
010000101100001000100000 00011101000001011010100010

1011000100100010010101100 00010011000001100000000 11111101001001011010010 00101011001110001010000100
010000101101000100000000 00011100000001001001100110

1101000000100010010101100 00010010000110000000000 11111101001001011010010 00101001001110001010000100
000000000101000000100000 00011010000001001001100010

1101001100100110010101100 00010011000110000010000 00111101000001011010010 00101010001110001010100100
000000111001010000100000 00011010000000101001101110

1101001100110110000100100 10010010000110000000000 10111101000001011010010 00101010001110001000100100
000000100101010000100000 00010010000010110001100010

1111001100100110000110100 10010010000110000000000 10111101000001011010100 00101111011101001101011111
000000010101010000100000 00011010000010100001100010

0111000100100110010110100 00010010000110000000000 10111101000001011010000 00101000100110001000100100
000000010101000000100000 00011010000010100001101010

0100100100111110010110100 00010110000111000111011 10111101001001001010000 00101000100110001001100000
000000000001000000100000 00011000000011001001000010

1001001110010111110111101 00011111000100000100101 00111111101111111111110 10111111110001100100111110
000001111101111101110111 00001101000101101010110110

1001001110010111110111101 00010111000100000100001 00111111101111111111110 10111111110011100100111110
000001011101111101110111 00011010000001000001100010

1101000100111010000110100 00000010000110000100000 10111101000001011010000 00101000100110000000101000
000001010001000001000000 00011011000101000001100010

1111000000110010010110100 10000010101010000100000 00111101000001011010010 00101000100110000000101000
000011001101011001000000 00011010000101000001100010

1111000100100110010110100 00000010101010000000000 10111101000001011010000 00101000100110001000101000
000001001001010001000000 00011010000101010001100010

0111000100110111010111100 10000010000010000000000 10111101000001011010000 00101000100110000000101000
000001011101111101010111 00011011000001010001100010

0111000100101110010110100 00000010000010000100000 10111101001001011010000 00101001100110001000001100
000011011001000001000000 00011010000100100001100110

0111000100110110010100100 00000010100010000000000 10111101001001001010000 00101001100110001000100000
000011011001000000100000 00010011000100110001100110

0111000100110110010100100 00000010000010000000000 10111101001001011010000 00101001000110001000001100
000010000100101000100000 00010010000000100001100010

0001100011110001110100110 10000010000010000100000 10111101000001010010000 00101100010101000000010100
000000100010101000100000 00010101000101010010100010

0011101011110001110100110 00000010000010000000000 00111101000001010010000 00101101010101000000010100
000000101101001100100000 00010101000101000010100010

0111101011110011110100110 00000010000010000000000 10111101100001011010100 00101101100110001000010000
000000001101001000100000 00010100000101100010100010

0111101001100000110100100 10100010000110000100000 10101101000001011010100 10101000100110001000010000
010100001101001000000000 00010100000101110010100010

0011100011101011010011100 10100010001010000100000 10111101000001001010100 00101000100110000000001000
000000000000000000100000 00010100000101101001100110

1001001110010111110111101 00000000000111000101011 00111111100111101011010 10101011110011101111011101
000001011101110101010101 ........... 1.1111.1.1..11.

1001001110010111110111101 00010100000111100111011 00111111101111111111010 10111111110011100100111110
000001011101111101110111 00000010110101110101010001

0000001011110010110101101 0001001000011001010011000111111100111111111010 00101011110011101101011011
000001111101111111110111 00000010110101110101010011

0001100011100011110110100 10000000000111000100000 11111101000001011010000 00101001100110001000001000
000000010101001000100000 00011011000100111001010010

1001001110010111110111101 00010100000111010100111 00111111100111111111010 10111111110011100100111110
000001011101111101010111 00000010110101110101011001

0000000001101000110011100 00011111000111110110111 00111111001111111111010 10111111110011100100111110
000001111101111101010111 00011010000000110001011000

0001100011111001110111110 00000010000110000000000 10111101000001011010000 00101000100110001000001000
000000000101001000100000 00011010000100100001010010
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0000000011010011010011110 00010110000110100111011 00011101000111111111010 00101001100110000001001100 ................... I.1.
00001001010001110001010010

1001100001100001010101100 00010010000110000000000 11111101000001011010000 00101001100110001000001010
000000001101001000100000 00011001010100110001010010

0000001011010010110101101 00010010000110000000000 00011101000001011010000 10101011110011101111011111
000000110011101010010110 00001010110000101001010110

1111101011100011110100110 00010010000110000010000 10111101000001011010000 10101001010110001000010100
000000001101001000100000 01010001100100100001010010

1111101011100011110100110 00010010000110000000000 00111101000001011010000 10101000010111001000010100
000000001010001100000000 10010001010100110001010010

name = SD2

0100000011100001110100110 00010010000110000010000 10111101101001011010000 00101000010011001000010100
000000001101101000100000 00010001000100111001010010

0011101000110101010100100 10010010000101000000000 00111110000001010010000 00101001100110001000000100
000010000101001000100000 00010100101001010010110010

0111100000110101010100100 00010010000110000000000 10111110001010110010000 00101011100110000000001100
000010000111001010100000 00010100101001001010100010

0111100000110001010100100 00010010000001000000000 00111110101000110010000 00101011100110000000001100
000000000101000110100000 00010100101001001010100010

0111101100110101010101110 00010010000110000000000 10111110101000110010000 00101011100110001000001100
000010000101001100100000 01010100101001010010100010

0010101100110101000000110 00010011000110000000000 ....111....... 1...1....00100011100101001000001100 000000000101000000100000
00010100101001010010111110

0010100100100001010100110 10010010000110000000000 10111110101011110010000 00101011100010001001000100
000110000111001100100000 00010100101100010010101110

0010100100100001010010100 00010010000010000000000 00111110101001010010000 00100010100110001001001100 ...... I.11.1.1..1.....
00000100001001101010101110

................ 11..1.1..00011011000101110110111 00011101000111111111010 00101001100011101101011011 000000110011101011010110
...... 1.1 111 1.11.11

0001100000100101010100110 00010010000111000000000 10111110101001010010000 10101110001110001001001100
000010000110101001111000 00010100101001101010101110

1011100000100001010110110 10010010000110000000000 10111110101001010010000 10101110001110001001000100
010011100110101100111000 00010100101001010010100010

0011100000100001010111110 00010000000111000000000 00111110001001010010000 00101110001010001001000100
000000100111000100100000 00000100101001010010110010

0010100100100001010000110 00010010000110000000000 10111110000001000010000 00101100001010001001001000
000010100111001110100000 01010100101001010010101110

0010100000100001010100110 00000111000110000110011 00111101000001001010100 01001100001110001001000000
000000000111001110111100 00000000001001010010111010

0011100100100001010000110 00011101000110110111111 ...111.1.....1..1.1.... 00100110001110001001000000 000000000111001100000000
00000100001001010010100010

1100000100100001010100110 00011110000111110110111 00111101000001001010100 00100110001110001001001100
000000000101001110100000 00010010001001010010100010

0000001011010010110101101 00000000000111000100100 00011101001111111110010 00101011111011100100111010 .......1..1.1....1.1.1..
00001010110000101001010110

1110100100100001010100110 00010100000110100110011 10111101000001001010000 00101110001110001001000100
000111000111000100100000 00010100001001010010110010

0110100100100001010000100 00010100000111100110011 00011101001001001010000 10101001100110001001000100
000011000111000100100000 00010100101001010010100010

0010110011110011010100100 00010100000110000000000 10111101001001001010000 00101010100110000000011000
000100100100101100100000 00110100001000101001011010

0010100011110011010100100 00100000000010000100000 10111101001001001010000 00101010100110001000011000
000000111100101000100000 00110100001010001001010010

0010110011100011001100100 00100000000010000000000 00011101000001001010000 00101001100110001000001000
000000110100101100100000 00010010001000110001011010

0000100001000010001000100 00010000000111010110011 ....11........ Tl . Lol s s 1....00000010000010001001010010
0000100011110011010001100 00101000000111000100000 00111101001001001010000 00101001100110001000011000
000000111101101100100000 00010011001000101001010010

0000100011100001010011100 00101000000011000000000 00111101000001001010000 00101001100010001000001000
000000011100101100100000 00110001000000100001010010

1001001110010111110111101 00010100000111000100101 00011111100110111110010 00101001100010000000001000
000000011100101100100000 00000010010101001001011001

0000101010011001110111110 00011100001011100110111 00111111101010010010100 00101101110011101101011011
000000110011101010010110 00010101001000110001010110

1001101010111101010111110 00101000000101100000000 10111110101010010110100 00101100010011100100111011
000000010011101010010110 00000100010000100001010110

1001101011111101010111110 00101000000101100000000 10111110010010010110100 00101010100110001000010100
000100011101101100101000 00010100010000100001010010

0010010100101011011110111 00000000000111110101001 00011101001111101111010 00101010001110000000001000
000100011101101100100000 00010010000000110001010010

......................... 00000000000111010101001 ....ocveeie Lt e e 00000010000000110001000010
1000101011111101010111110 00100000000010000000000 10111110101010010110100 00101110110111100100111011
000010100100101100100000 00000100011001100001010010

1000101010010001010011100 00100000000010000000000 10111110101010010110100 00100000100110001000001000
000100001001101100100000 00000100010000010001010010

10010.111..1...111.111..1 00010100000111000100101 00011101001111101111010 10101011110011101111011111
000000000011101011010110 00001010110000101001010110
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0000101011001001010011110 00111001000111010111110 10111110010010010110100 00101111100111100100111011
000000101100101000100000 00000110111001000001010110

.................................... I..11111.. ......c...eeee.... 001000101001 1000000001 1000 000000011101101100100000 00001010110000101000110110
1000101010100001010011100 00111000000111110111111 ..11111......1....1....00101110110011100100111011 .....1..1.1.1...1.....
00000100111001010001010010

10010.111..1...111.111... 00010100000111111100101 ...11111.1.11.1.1.1.... 10101011110011101111011111 000000110011101011010110
00001010110000110001010110

1000101011111101010111110 00010110000011000000000 10111110000001010110100 00101111010011100110111011
000000101100101010100000 00000101111001000010110110

1001101011011101010011110 00010110000011000000000 10111110010001010110100 00101010100110101000101100
000001000101010100001000 00000101111001100010100110

1001101011111101010011110 00010110010111010110011 10111110001001010110100 00101010100010101100101100
010001000101010000100000 00000101111001110010100110

1000101011111101000111110 00111000000111110111101 10111110101001010110100 00100010100110101100101100
000000000101010000000000 00000101111001110010100110

1000001011011101010011100 00010010000110000000000 10111110101001010010100 10101011101110101100101100
000000000101010100100000 01000101111011010010110110

...... 111......111..11...00000011100101101011011 ...1111..1.11.1.1.1.... 00101011101110101100101100 000000000100111100100000
00001010110010100001011110

1001101100111001010111001 00010110000010000000000 11111101001001001010010 00101101010111100101111011
000000100110101010100000 00000101111011100010110110

1001101101111001010111101 00010010000010000000000 11111101001001001110010 00101011100010101101011000
010000100100110010000000 00000101101001110010110110

1001101100111001010111101 00010000000110000000000 11111101001001001010010 00101011100010101001001000
000000100100101000101000 00000101001001100001100110

...... 111......111..11... 00010100000111010100101 00011101000111101110110 10101011100010101100010100 010000000100101010100000
00001010110000101101011110

R 111..11...00010110010101001111101 00011101000111111110110 00101001110101100100111010 .......... Ll...1..
00001010110010101001011110

1001101100111001.10111001 00000000000001000100000 11111101001001010110010 00101000100001100100111011 ......1..1..1.1.1.1.....
00000101111011110001110110

10010.111......111.111..1 00000000000110010100100 00011101000111011110110 00101010101110101100101100
000000000100111010100000 .............. 1.1.1.11.1.

...... 111..1.1.1..1.11... 00010001001011010111001 11111101001001000010000 00000100000011100101011001 ......I.....T1.....1.....

e Ll LT

1001101101011001010011001 00010000001010101000100 11111101001001001010000 00101000110011100101111011 ....... L.1L.1..1.111..1.
00000100010011010001100010

...... 111..1.111..1.11... 00010000000110110100111 00011101000111011110110 10101111110111100110111010 ..........1.1.1..1.1.1..
00001000011001110001010110
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APENDICE 4

» SDI (Serra Dourada)

sk sk sfe sk sk st sie sk sk sfe sk sk st sk sk sk sk sk sk skeosie sk sk skeoske sk sk skoskosk

% Results of %
** SPATIAL GENETIC SOFTWARE **
skk (SGS) skk

sk sk sk sk sk sk sie sk sk sk sk sk st st sk sk sk sk sk sk st sk sk skeoskoskeoskeskosk skoskosk

SGS have been developed programmed
by Bernd DEGEN

SILVOLAB Guyane
INRA Station de Recherches Forestiéres
Campus agronomique, BP 709
97387 - Kourou cedex
Guyane Francaise

e -mail: degen_b@ kourou.cirad.fr
Tel :+(0)594 - 329290
Fax :+(0)594 - 326914
http://kourou.cirad.fr/genetique/

Name of the data set = Tpapyrus RAPD SDI1
Number of permutations = 1000

Number of data points = 71

Confidence interval [%] = 95

Mean distance to next point = 8,13 m or km
Aggregation Index = 0,349 **x*

Distogram using mean Tanimoto distance
Value indicating absense of spatial autocorrelation = 0,5765

Distance D(- CI) D(obs.) D(+ CI) P(D)<(-CI) P(D)>(+ CI)

0-66 0,567119  0,501173 0,584309 1,000 0,000
66-132  0,565832  0,558238  0,588696 1,000 0,000
132-198 0,563853 0,594808  0,590001 0,003 0,997
198-264 0,563620  0,598520  0,590142 0,003 0,997
264-330 0,561818  0,615122  0,590313 0,000 1,000
330-396 0,557474  0,631880  0,597596 0,000 1,000
396-462 0,559630  0,608396  0,591993 0,000 1,000
462-528 0,556366  0,597326  0,597399 0,027 0,973
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» SD2 (Serra Dourada)
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** Results of *k
** SPATIAL GENETIC SOFTWARE **

sk sk sk sk s ke sk sk sk s s s sk sk sk sk s sk s sk sk skeosk sk sk skeosk skok skokeosk

SGS have been developed programmed
by Bernd DEGEN

SILVOLAB Guyane
INRA Station de Recherches Forestiéres
Campus agronomique, BP 709
97387 - Kourou cedex
Guyane Frangaise

e -mail: degen b@ kourou.cirad.fr
Tel :+(0)594 - 329290
Fax :+(0)594 - 326914
http://kourou.cirad.fr/genetique/

Name of the data set = Tpapyrus RAPD SD2
Number of permutations = 1000

Number of data points = 69

Confidence interval [%] = 95

Mean distance to next point = 9,39 m or km
Aggregation Index = 0,106 ***

Distogram using mean Tanimoto distance
Value indicating absense of spatial autocorrelation = 0,6233

Distance D(- CI) D(obs.) D(+ CI) P(D)<(-CI) P(D)>(+CI)

0-240 0,609572  0,572869  0,636376 1,000 0,000
240-480 0,588711 0,636339  0,656685 0,203 0,797
480-720  0,601415 0,647207  0,651280 0,040 0,960
720-960  0,589625 0,613064  0,664528 0,672 0,328
960-1200 0,609672  0,636582  0,637705 0,038 0,962
1200-1440 0,602792  0,639721 0,649791 0,120 0,880
1440-1680 0,592126  0,679445 0,668712 0,019 0,981
1680-1920 0,577608  0,658941 0,702956 0,121 0,879
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» P (Pirenopolis)
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% Results of %
** SPATIAL GENETIC SOFTWARE **
skk (SGS) skk

sk sk sk sk ske sk sie sk sk sk sk sk st st sk sk sk sk sk skeosie sk sk skeoske skeoskeskok skoskosk

SGS have been developed programmed
by Bernd DEGEN

SILVOLAB Guyane
INRA Station de Recherches Forestiéres
Campus agronomique, BP 709
97387 - Kourou cedex
Guyane Francaise

e -mail: degen_b@ kourou.cirad.fr
Tel :+(0)594 - 329290
Fax :+(0)594 - 326914
http://kourou.cirad.fr/genetique/

Name of the data set = Tppyrus RPD P
Number of permutations = 1000
Number of data points = 67
Confidence interval [%] = 95

Mean distance to next point = 3,06 m or km
Aggregation Index = 0,468 ***

Distogram using mean Tanimoto distance
Value indicating absense of spatial autocorrelation = 0,6428

Distance D(- CI) D(obs.) D(+ CI) P(D)<(-CI) P(D)>(+ CI)

0-20 0,626767  0,584816  0,656602 1,000 0,000
20-40  0,624779  0,648184  0,664545 0,299 0,701
40-60  0,617391 0,665342  0,670055 0,044 0,956
60-80  0,604439  0,722575  0,685644 0,003 0,997
80-100 0,608535  0,688350  0,688742 0,028 0,972
100-120 0,595888  0,643323 0,709036 0,403 0,597
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APENDICE 5
» SDI (Serra Dourada)
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** Results of *k
** SPATIAL GENETIC SOFTWARE **
skk (SGS) skk

sk ok s sk sk sk sk sk sk sfe sk sk sk sk s sk sk sk sk sk sk sk s skeosk sk skoskesk skook

SGS have been developed programmed
by Bernd DEGEN

SILVOLAB Guyane
INRA Station de Recherches Forestiéres
Campus agronomique, BP 709
97387 - Kourou cedex
Guyane Frangaise

e -mail: degen b@ kourou.cirad.fr
Tel :+(0)594 - 329290
Fax :+(0)594 - 326914
http://kourou.cirad.fr/genetique/

Name of the data set = Tppyrus RPD SD1
Number of permutations = 1000

Number of data points = 71

Confidence interval [%] = 95

Mean distance to next point = 8,13 m or km
Aggregation Index = 0,349 **x*

Distogram using mean Tanimoto distance
Value indicating absense of spatial autocorrelation = 0,5765

Distance D(- CI) D(obs.) D(+ CI) P(D)<(-CI) P(D)>(+ CI)

0-66 0,568283 0,501173 0,583860 1,000 0,000
66-132  0,564287  0,558238  0,587969 0,996 0,004
132-198 0,562206  0,594808  0,589475 0,005 0,995
198-264 0,563495  0,598520  0,589556 0,003 0,997
264-330 0,561385 0,615122  0,590526 0,000 1,000
330-396 0,557071 0,631880  0,594832 0,000 1,000
396-462 0,559266  0,608396  0,593348 0,000 1,000
462-528 0,556120  0,597326  0,596956 0,025 0,975
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» SD2 (Serra Dourada)
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** Results of *k
** SPATIAL GENETIC SOFTWARE **
kk (SGS) kk

sk sk sfe sk sfe sk sk sk sk sfe sk sk sk sk sk sk sfe sk ske sk sk sk sk skeoske sk sk sk skosk

SGS have been developed programmed
by Bernd DEGEN

SILVOLAB Guyane
INRA Station de Recherches Forestiéres
Campus agronomique, BP 709
97387 - Kourou cedex
Guyane Francaise

e -mail: degen b@ kourou.cirad.fr
Tel :+(0)594 - 329290
Fax :+(0)594 - 326914
http://kourou.cirad.fr/genetique/

Name of the data set = Tppyrus RPD SD2
Number of permutations = 1000

Number of data points = 69

Confidence interval [%] = 95

Mean distance to next point = 9,39 m or km
Aggregation Index = 0,106 ***

Distogram using mean Tanimoto distance
Value indicating absense of spatial autocorrelation = 0,6356

Distance D(- CI) D(obs.) D(+ CI) P(D)<(-CI) P(D)>(+ CI)

0-240 0,621686 0,586895 0,646963 1,000 0,000
240-480 0,602296 0,643669  0,669853 0,328 0,672
480-720 0,614236 0,657560  0,661970 0,063 0,937
720-960 0,600847 0,629543 0,672181 0,624 0,376
960-1200 0,622623 0,646989  0,649487 0,059 0,941
1200-1440 0,613326  0,652520  0,662084 0,093 0,907
1440-1680 0,602524  0,697027  0,684909 0,014 0,986
1680-1920 0,585714  0,676604  0,714085 0,102 0,898
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» P (Pirenopolis)
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** Results of *k
** SPATIAL GENETIC SOFTWARE **
kk (SGS) kk

sk sk sfe sk sfe sk sk sk sk sfe sk sk sk sk sk sk sfe sk ske sk sk sk sk skeoske sk sk sk skosk

SGS have been developed programmed
by Bernd DEGEN

SILVOLAB Guyane
INRA Station de Recherches Forestiéres
Campus agronomique, BP 709
97387 - Kourou cedex
Guyane Frangaise

e -mail: degen b@ kourou.cirad.fr
Tel :+(0)594 - 329290
Fax :+(0)594 - 326914
http://kourou.cirad.fr/genetique/

Name of the data set = Tppyrus RPD P
Number of permutations = 1000
Number of data points = 67
Confidence interval [%] = 95

Mean distance to next point = 3,06 m or km
Aggregation Index = 0,468 ***

Distogram using mean Tanimoto distance
Value indicating absense of spatial autocorrelation = 0,6577

Distance D(- CI) D(obs.) D(+ CI) P(D)<(-CI) P(D)>(+ CI)

0-20 0,640560  0,599479  0,671687 1,000 0,000
20-40  0,638097  0,663767  0,676678 0,242 0,758
40-60  0,634055 0,677893 0,683686 0,058 0,942
60-80  0,623389  0,736065  0,704581 0,000 1,000
80-100  0,625393 0,701914  0,700618 0,023 0,977
100-120 0,612551 0,666354  0,717576 0,304 0,696
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APENDICE 6

» SDI1 (Serra Dourada)

Distancia de Tanimoto
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Distancia Tanimoto
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Distancia de Tanimoto
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