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Estrutura genética em populac¢oes naturais de Tibouchina papyrus
(pau-papel) em areas de campo rupestre no cerrado
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ABSTRACT - (Genetic structure of natural populations of Tibouchina papyrus (pau-papel) in areas of cerrado rupestrian
fields). This paper has the aim of using RAPD markers to describe the genetic of variability of Tibouchina papyrus (Pohl)
Toledo local populations, from the regions of Serra Dourada and Serra de Pirineus, in Goias State, Central Brazil. The six
RAPD primers generated a total of 147 loci, varying from 23 to 26 per primer. The hierarchical evaluation of genetic variability,
performed using an Analysis of Molecular Variance (AMOVA) considering the local populations within the two regions (i.e.,
Serra Dourada and Serra de Pirineus), showed an estimate of overall diversity among populations equal to ®g; = 0.3439. The
value of divergence between regions (D) was equal to 18.96% so that the variation among local populations within regions
was equal to 15.43%. Estimates of gene flow suggest a small number of migrants among local populations per generation.
Multivariate analyses (UPGMA and NMDS) indicated that a relationship between genetic and geographical distances exists,
which was confirmed by a spatial pattern analysis using Mantel test (» = 0.71; P < 0.015 with 1000 random permutations). Thus,
this structure was originated from a stochastic neutral model of population differentiation, in which drift within populations is
counteracted by short distance gene flow. Despite strong levels of population structure (i.e., high divergence among populations
within regions), the diversity observed support the hypothesis that 7" papyrus is a facultative xenogamous species. The lack of
high levels of homozigosity indicates that ecological mechanisms related to species’ reproductive biology prevent, someway,
a high level of endogamy within local structured populations, which could cause deleterious effects in a long run.
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RESUMO - (Estrutura genética em populagdes naturais de Tibouchina papyrus (pau-papel) em areas naturais de campo
rupestre no cerrado). O presente trabalho teve como objetivo utilizar marcadores RAPD para conhecer a variabilidade genética
de populagoes de Tibouchina papyrus (Pohl) Toledo, provenientes da regido de Serra Dourada e Serra dos Pirineus, no Estado
de Goias. Os seis iniciadores RAPD produziram um total de 147 locos, variando entre 23 e 26 por iniciador. A avaliagdo
hierarquica da estruturagdo da variabilidade genética, realizada pela a AMOVA, considerando a existéncia de duas regides
(Serra dos Pirineus e Serra Dourada) apresentou uma estimativa de @y, = 0,3439. O valor do componente entre regides (D)
foi igual a 18,96% e a variacgdo entre popula¢des dentro de regides igual a 15,43%. As estimativas de fluxo génico sugerem a
existéncia de uma baixa propor¢ao de migrantes entre populagdes. As analises multivariadas (UPGMA e NMDS) indicam que
existe uma relagéo entre distadncia genética e espago geografico, hipdtese esta que foi confirmada por uma analise de padrao
espacial utilizando o teste de Mantel (» = 0,71; P = 0,015 com 1000 permutacdes aleatorias). Os resultados indicam assim que
esta estrutura tenha se originado seguindo um modelo de diferenciagédo estocéstica (neutro), ou seja, por um balango entre fluxo
génico a curtas distancias e deriva genética nas populagdes. Os valores de diversidade genética obtidos ap6iam a hipotese de
que a espécie 7. papyrus ¢ uma espécie xendogama facultativa e o fato de ndo serem encontrados altos niveis de homozigose,
indica que devem existir mecanismos relacionados a biologia reprodutiva da espécie, que previnem, de alguma maneira, a
ocorréncia de elevadas taxas de endogamia, que poderia ter um efeito deletério em médio e longo prazo.
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Introducio fragmentacdo de habitats, extingdo da biodiversidade,
invasao de espécies exdticas, erosdo dos solos, poluicao
de aquiferos, degradacao de ecossistemas, alteragdes nos
regimes de queimadas, desequilibrios no ciclo do carbono
e possivelmente modificagdes climaticas regionais (Klink
& Machado 2005). Muitas espécies da flora do cerrado

As transformagdes ocorridas nos ultimos anos
no cerrado trouxeram grandes danos ambientais —
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e, portanto estdo mais vulneraveis as modificagdes
nos seus habitats. Devido ao grande endemismo de
espécies e a atual velocidade de devastagdo, o cerrado
¢ considerado, desde o ano 2000, um dos 25 Kot spots
de diversidade biolégica do mundo, prioritarios para a
conservagdo (Myers et al. 2000).

Tibouchina papyrus (Pohl) Toledo é uma espécie
arbustiva, pertencente a familia Melastomataceae,
endémica do bioma Cerrado. Apresenta uma floragao
abundante com flores alvas, casca do tronco escamado
em laminas finissimas e suas caracteristicas peculiares
fazem com que apresente potencial de utilizagdo como
ornamental. Sua area de ocorréncia natural € restrita e se
limita aos campos rupestres do cerrado, nas regides da
Serra dos Pireneus em Pirendpolis, GO, Serra Dourada
em Goids, GO e em Natividade, TO (Almeida et al.
1998, Montoro & Santos 2007). Alguns trabalhos sobre
a fenologia e a reprodugdo de 7. papyrus (Montoro &
Santos 2007, J. T. Chaves Filho, dados ndo publicados),
sugerem que a espécie ¢ xenogama facultativa, o
que explica a baixa formacdo de frutos a partir de
autopolinizagdo (12%), tendo uma maior formagao de
frutos por polinizagao cruzada (45%).

E sabido que a perda de variabilidade genética pode ser
decorrente de alguns fatores ecologicos e microevolutivos
tais como flutuagdes demograficas, endogamia, deriva
genética, além de modificagdes e/ou flutuacdes nas
caracteristicas do ambiente (Primack & Rodrigues 2001).
Estudos que se propde avaliar a variabilidade genética de
espécies endémicas do Cerrado permitem a obtencao de
informagoes que auxiliam a avaliagdo da probabilidade
de persisténcia das populagdes locais dessas espécies,
contribuindo em ultima analise para a conservagao da
espécie e do bioma no qual ela ¢ originaria.

A caracterizagdo genética de populagdes utilizando
marcadores moleculares ¢ fundamentada na analise
das diferencas nos perfis genéticos e, ocasionalmente,
na identificagdo de alelos especificos em populagoes.
Atualmente existe uma grande variedade de marcadores
moleculares disponiveis na literatura, que apresentam
consideravel polimorfismo e, portanto, permitem analisar
a variabilidade genética dentro e entre populagdes
(Alfenas et al. 2006). O RAPD (Random Amplified
Polymorfic DNA) é um marcador molecular que pode
ser indicado para uma avaliagdo prévia da diversidade
genética em populagdes de espécies que ainda sdo
pouco conhecidas do ponto de vista cientifico, como ¢
o caso do pau-papel, pois ndo sdo marcadores espécie-
especifico. A técnica RAPD ¢ relativamente simples de
ser executada no laboratorio, rapida na obtengdo dos
dados, com custo relativamente baixo quando comprado

a outras técnicas moleculares (Borém & Caixeta 20006).
Outro ponto importante diz respeito a repetibilidade dos
locos RAPD, que pode ser assegurada seguindo critérios
rigidos de controle das reacdes de PCR e de escolha dos
iniciadores ¢ do nimero de locos necessarios para a
estimativa robusta de parametros genético populacionais
(Telles et al. 2001, Ramos et al. 2008).

A conservacdo da diversidade genética é uma
condi¢do para a manutengdo de todos os niveis de
biodiversidade e ¢ um componente essencial da
sustentabilidade das popula¢des (Namkoong et al.
2002). Nesta perspectiva, espécies endémicas como a 7.
papyrus, merecem uma atengao especial mesmo estando
com parte de suas populagdes dentro de areas legalmente
protegidas, como em parques ou reservas ecologicas.
Neste contexto, o objetivo geral do trabalho foi utilizar
marcadores RAPD para conhecer a variabilidade genética
existente em populacdes de 7. papyrus, provenientes das
regides de Serra Dourada e da Serra de Pirineus, no
Estado de Goiads. Mais especificamente, procurou-se:
1) Avaliar a diversidade genética dentro das populagdes;
2) Estimar a magnitude e a distribui¢do da variabilidade
genética entre e dentro das populagdes e entre regioes;
3) Avaliar, de maneira indireta, o fluxo génico entre as
populagoes; 4) Estimar a divergéncia genética entre as
populagoes; 5) Verificar se a variabilidade genética esta
estruturada espacialmente. Considerando o endemismo
e a distribuicdo disjunta das populagdes de 7. papyrus,
espera-se que a variabilidade genética esteja altamente
estruturada entre as regides, uma vez que essas populagoes
estdo isoladas e distantes geograficamente a muitas
geracdes, o que provavelmente elimina a possibilidade
de ocorréncia fluxo génico atual.

Material e métodos

Area de coleta e obtengdo do DNA — Foram amostradas folhas
de arvores localizadas em duas regides de ocorréncia natural
de T. papyrus. A primeira na Serra dos Pirineus, localizada
nos Municipios de Pirendpolis, GO e a segunda, na regido da
Serra Dourada, localizada no Municipio de Goias, GO (tabela
1). As folhas foram coletadas e acondicionadas em sacos de
papel (identificados) e transportadas em caixa de isopor com
gelo, para melhor conservacdo. No momento da coleta todas
as areas foram georeferenciadas para as analises espaciais.
O DNA foi extraido das folhas de 327 individuos,
distribuidos em seis subpopulagdes, sendo duas oriundas da
Serra Dourada e quatro de Pirenopélis, denominadas SD1,
SD2, P1, P2, P3 e P4, contendo respectivamente 71, 69,
67, 36, 42 e 42 individuos por subpopulacdo (tabela 1). A
extracdo do DNA foi realizada conforme o protocolo descrito
por Ferreira & Grattapaglia (1998). Apds a extragao, o DNA



Revista Brasil. Bot., V.33, n.2, p.291-300, abr.-jun. 2010 293

Tabela 1. Local de coleta ¢ numero de individuos (n) de seis populagdes de Tibouchina papyrus (pau-papel), com suas

respectivas coordenadas geograficas.

Table 1. Sampling localities and number of individuals () of six populations of Tibouchina papyrus (pau-papel), with their

respective geographical coordinates.

Coordenadas
~ Altitude
Populagdo Local n Latitude Longitude (m)
(sul) (oeste)
SD1 Serra Dourada 71 16°04°716” 50°11°303” 993
SD2 Serra Dourada 69 16°04°410” 50°10°587” 1005
P1 Pirendpolis 67 15°47°738” 48°58°722” 1242
P2 Pirenopolis 36 15°48°130” 48°52°220” 1311
P3 Pirendpolis 42 15°48°500” 48°51°280” 1301
P4 Pirendpolis 42 15°48°110” 48°50°320” 1250

total de cada uma das plantas foi quantificado por eletroforese
com o auxilio do marcador de peso molecular Low DNA
Mass, fornecido pela Invitrogen. O gel, depois de corado,
foi visualizado em um transiluminador de luz ultravioleta
e fotografado para a estimativa da quantidade de DNA em
cada amostra de DNA. Em seguida, a solug¢do estoque de
DNA foi diluida para uma concentrag@o final de trabalho de
aproximadamente 3 ng pL.

Amplificacdo e obtengdo dos dados moleculares — Para
a amplifica¢do dos locos foram utilizados seis iniciadores
RAPD (OPB-4, OPB-5, OPB-10, OPM-3, OPM-5, OPM-13)
que haviam sido previamente selecionados. A amplificag@o,
via reagdo em cadeia da polimerase (PCR), para cada iniciador
RAPD, nas seis populagdes, foi conduzida em um mesmo
termociclador, vizando minimizar os possiveis riscos com
relagdo a mudanga nas condigdes de amplificagdo, que podem
gerar problemas de repetibilidade (Ramos et al. 2008). O
programa de amplificagdo utilizado apresenta a temperatura
de anelamento do iniciador RAPD igual 37 °C, que é um
pouco mais alta do que o comumente utilizado, aumentando
assim a especificidade do pareamento do iniciador a regido
alvo, o que consequentemente melhora o produto amplificado
pela enzima Taq DNA polimerase.

As reagoes de PCR para um volume final de 20 pl foram
montadasdaseguintemaneira: 0,45 ng pL""deDNA(3 ng puL");
2,6X do tampdo da enzima (10X); 1,95 mol mL"' de MgCl,
(50 mM); 0,26 mol mL' de d’NTP (2,5 mM); 0,05 U da
enzima Tag-Polimerase (Amersham Pharmacia Biotech™),
completando o volume com 9,34 pL de H,O Milli-Q.

Para a amplificagdo dos fragmentos de DNA foi
utilizado o programa de termociclagem descrito a seguir:
(19) desnaturacdo do DNA a 96 °C por 3 minutos e (2°) a
92 °C por 1 minuto; (3%) anelamento do iniciador RAPD
a 37 °C por 1 minuto; (4°) extensdo a 72 °C por 1 minuto;
(59) 40 ciclos seguindo do 2° ao 4° passo; (6°) extensdo de 3
minutos a 72 °C para finalizar os produtos amplificados. Os

fragmentos amplificados foram analisados por eletroforese
em gel de agarose 1,4% com TBE 1X.

A codificacdo dos géis de RAPD foi realizada segundo
a metodologia usual, atribuindo presenga (1) ou auséncia
(0) do fragmento (banda), para cada individuo. O marcador
de peso molecular utiliza-se ap6s o de 100 bp (Invitrogen).
Foram codificados somente os fragmentos mais nitidos no
gel, para facilitar a distingdo entre eles e minimizar erros
de obtengdo dos genotipos entre os géis. Além disso, foi
respeitado um intervalo de tamanho dos fragmentos no gel,
que ndo ultrapassou os limites, em pares de bases, entre 2600
(superior) e 200 (inferior). Desta codificagdo foi obtida uma
matriz de dados binarios que foi utilizada para as analises
genético populacionais.

Variabilidade, estrutura genética e fluxo génico — A
variabilidade genética dos locos RAPD foi estimada, a partir
da matriz de dados bindarios resultante da analise dos géis
conforme descrito em Weir (1996), Freeland (2005) e Alfenas
et al. (2006). Inicialmente, a variabilidade genética foi
avaliada, para cada iniciador RAPD, por meio da estimativa
do polimorfismo presente nos locos, considerando-se todos
os individuos simultaneamente e, em seguida, cada populacao
separadamente. Portanto, foi estimado o nimero e proporgado
de locos (ou bandas) polimorficos:

n® de locos polimorficos

P= n® total de locos

A diversidade genética (), para cada populacdo, foi
avaliada conforme descrito por Nei (1973), sendo calculada
seguinte maneira:

em que, x?¢ a frequéncia do alelo i e m € o niimero de alelos
encontrado em cada loco (Freeland 2005).
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A avaliacdo da proporg¢do da variabilidade genética que
esta entre e dentro das populagdes foi obtida pelo método
mais comumente utilizado para dados de marcadores
“dominantes”, a Analise de Variancia Molecular (AMOVA)
proposta por Excoffier et al. (1992). Esse procedimento foi
realizado no programa Arlequin versdo 2.000 (Schneider et
al. 2007). Essa metodologia permite desdobrar a distancia
entre e dentro de populagdes locais ou regides, utilizando uma
estratégia semelhante a realizada na ANOVA convencional,
mas parte de uma matriz de distancia euclidiana calculada
entre individuos com base na presenca (1) ¢ auséncia (0)
das bandas RAPD. O modelo matematico que descreve a
AMOVA ¢ um modelo hierarquico que considera os niveis de
regides, de populagdes e de individuos dentro de populacao,
conforme a seguinte equagao:

X,

,].k=x+ak+bjk+c,jk

em que x ¢ a média geral, a ¢ o efeito de regides, b de
populacdes e ¢ de hapldtipos dentro de populacdo, dentro
de regides, sendo que esses efeitos sdo aditivos, aleatdrios
e independentes, associados aos componentes de variancia,
62, 62, 62 e, respectivamente, e a variancia total (62) é obtida
pela soma destes.

O componente de variancia inter-regional e inter-
populacional pode ser extraido por equagdes das esperangas
de quadrado médio (QMD), anédlogo a analise de variancia
convencional das frequéncias alélicas, utilizadas para estimar
o Fgr (Cockerham 1969, 1973). O mesmo procedimento
pode ser empregado com base no desdobramento da soma
de quadrado entre as distancias, utilizando as chamadas
estatisticas-®. Como na ANOVA convencional, pode-se
reescrever essas equacdes em termos das estatisticas @
entre as regides (P,), entre as populagdes locais dentro de
regides (@) e entre todas as populagdes locais (D), de
modo que:

o’ o} cl+o;

[OFE b= e ST
o BT g o

A significancia associada a cada uma destas estimativas
foi obtida utilizando-se 5.000 permutacdes da seguinte
maneira: para ¢> ¢ @, permutando-se individuos entre
populagdes entre regides; para o7 ¢ @ permutando-se
individuos entre populagdes dentro regides; para 62 ¢ O,
permutando-se populagdes entre regides.

Para obter uma distribui¢do nula dessas estatisticas, foram
utilizados procedimentos de aleatorizagao, por permutacdes
aleatdrias das fileiras (e colunas correspondentes) da matriz
de distancias quadraticas (Mantel 1967). Os componentes
de variancia foram estimados para cada uma das matrizes
permutadas (cerca de 5.000 permutagdes).

Com o intuito de obter uma estimativa indireta do fluxo
génico entre essas populagdes, foi utilizada a abordagem
proposta em Freeland (2005), que se baseia na teoria das
estatisticas-F proposta por Wright (1951). Esta proposta

parte da premissa de que existe uma relagdo simples entre
divergéncia genética, medida pelo Fg, (ou analogos), e a
intensidade de fluxo génico entre essas populagdes ¢ dada
por:

1

Fsr= (4Nm+1)

em que, N, ¢ o tamanho efetivo de cada populagdo e m ¢
a taxa de migragdo entre as populagdes. Portanto, Nm ¢ a
propor¢ao de adultos reprodutivos migrantes. A partir desta
equagdo anterior, pode-se, portanto, calcular o valor de N m,
como sendo:

Ll
Nm=

ST

Divergéncia genética ¢ padrido espacial — A divergéncia
genética entre as populagdes foi avaliada com base na matriz
de distancia genética obtida pela AMOVA (Dy, par a par),
que ¢ a que apresenta um menor numero de pressupostos em
relacdo ao equilibrio de Hardy-Weinberg, tamanho amostral
e padrao de heranca do marcador, pois foi desenvolvida
para este tipo de dado. Apds a estimativa da divergéncia
genética, varios métodos multivariados podem ser aplicados.
Neste estudo, a matriz de distancias genéticas foi analisada,
inicialmente, a partir de uma analise de agrupamento tipo
UPGMA (Unweighted Pair-group Method by Arithmetic
Averages). A representatividade deste dendrograma foi
testada por meio da correlagdo entre as distancias genéticas
originais e as distancias entre as popula¢des no dendrograma
(correlacdo cofenética) (Legendre & Legendre 1998).

Apesar de o agrupamento pelo método do UPGMA ser
uma das técnicas mais utilizadas neste tipo de estudo, ele
pode ndo representar adequadamente as distancias genéticas,
indicando um falso arranjo hierarquico entre as populagdes,
quando existe entre elas, de fato, um padrdo continuo ou
reticulado. Em fungdo desses problemas, as distancias
genéticas também foram analisadas por uma técnica de
ordenagdo que visa representar graficamente a dissimilaridade
entre as populagdes, o escalonamento multidimensional
nao-métrico (non-metric multidimensional scaling) (Lessa
1990). Esta técnica parte de uma configuragdo inicial de
pontos (populacdes) alocados ao acaso em um numero
reduzido de dimensdes, normalmente 2-D ou 3-D. Com
base na distribui¢ao ao acaso das populagdes sdo calculadas
novas distancias e estas sdo comparadas com as distancias
genéticas originais, através de um procedimento iterativo,
com o objetivo de minimizar as diferencas entre as matrizes.
Essa minimizacdo ¢ mensurada, ao longo do processo
iterativo, por uma estatistica denominada estresse (S). Quanto
mais préximo de zero for o valor de S, menor a distorgao e,
portanto, melhor a representatividade das distancias genéticas
(Manly 1997).

Com intuito de analisar os padrdes de variagdo espacial,
em um contexto multivariado, foi realizado o teste de Mantel.
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Para tanto, foi feita a estimativa do coeficiente de correlagio
de Pearson (7) entre as matrizes de distancias genéticas e as
distancias geograficas entre as populacdes (Epperson 2003).
Para se testar a significancia das correlagdes matriciais foram
utilizadas 1.000 permutacdes aleatorias (Manly 1997).

Resultados e discussao

Variabilidade genética, estrutura genética populacional
e fluxo génico — Dos 332 individuos coletados, somente
327 foram utilizados nas analises, por apresentarem boa
quantidade e qualidade de DNA. A matriz de dados
binarios proveniente da codificagao dos seis iniciadores
RAPD gerou um total de 147 locos, variando entre 23
e 26 por iniciador (tabela 2). Na figura 1 observa-se o
perfil de amplifica¢do de algumas amostras de DNA dos
individuos das populagdes de 7. papyrus, utilizando-se
o iniciador OPB-05.

As seis populacdes de 7. papyrus apresentaram
uma variabilidade genética consideravelmente alta, que
foi observada para os seis iniciadores RAPD, nos 327
individuos analisados. O niimero de locos polimorficos,
por iniciador RAPD, variou entre 121 (P2) e 143 (P1),
com um total igual a 147 locos, considerando o total
de individuos avaliados. Quando todos os locos foram
considerados, a porcentagem de locos polimorficos foi
igual a 100% e, nas populagdes, variou entre 82% (P2)
e 97% (P1). A diversidade genética (%) ou heterozigose
esperada (Nei, 1973), quando avaliada para os 147
locos e em todos os 327 individuos, apresentou uma
distribuicao de frequéncia que variou entre 0 e 0,5
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Tabela 2. Relacdo dos iniciadores RAPD, suas respectivas
sequéncias de bases (5 — 3’) e o nimero de locos (NL)
gerados para analises genéticas de Tibouchina papyrus.

Table 2. RAPD primers used, with their respective base
sequences (5’ — 3”) and the number of loci (NL) generated
for the genetics analyses of Tibouchina payrus.

Iniciador Sequéncia 5° — 3’ NL
OPM-3 G G G G G A T G A G 25
OPM-05 G G G A A CGTGT 23
OPM-13 G G T G G T C A A G 23
OPB-04 G G A C T G G A G T 26
OPB-05S T G C G C C C T T C 24
OPB-10 C T G C T G G G A C 26
Total 147

(figura 2), sugerindo que existem locos que apresentam
a maxima diversidade esperada para um loco com dois
alelos (h = 0,499) e outros que ja perderam variabilidade
genética, praticamente fixando um dos alelos (4 = 0,025).
A diversidade genética geral, considerando todos os
locos simultaneamente em todos os individuos, foi alta
e igual a 0,34, variando nas popula¢des entre 0,24 (P2
e P4) e 0,33 (P1) (tabela 3).

Dessa forma, pode-se verificar que apesar de ser
uma espécie endémica e com distribuicdo geografica
restrita, para os locos avaliados nesse trabalho, existe
uma grande variabilidade genética, provavelmente

Figura 1. Perfil eletroforético dos fragmentos RAPD amplificados utilizando o iniciador OPB-05 com individuos de Tibouchina
papyrus. As colunas M, indicam o marcador de peso molecular 100 bp.

Figure 1. Electrophoretic profile of RAPD fragments using the OPB-05 primer with individuals of Tibouchina papyrus. The

columns M indicate the 100 bp ladder.
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Figura 2. Distribui¢do dos valores da diversidade genética
(h) dos 147 locos RAPD analisados nas populagdes de
Tibouchina papyrus.

Figure 2. Distribution of the genetic diversity (%) of the 147
RAPD loci analysed in Tibouchina papyrus populations.

Tabela 3. Relagdo do nimero de individuos por populagdo
(n), nimero de locos polimorficos (NLP), porcentagem de
locos polimoérficos (LP%) e Diversidade genética de Nei (4),
em popula¢des Tibouchina papyrus, para seis iniciadores
RAPD.

Table 3. Number of individuals per population (#), number
of polymorphic loci (NLP), percentage of polymorphic loci
(LP%) and Nei’s genetic diversity (#) in populations of
Tibouchina papyrus for six RAPD primers.

~ LP

Populagéo n NLP %) h

SD1 71 136 93 0,25
SD2 69 140 95 0,30
P1 67 143 97 0,33
P2 36 121 82 0,24
P3 42 122 83 0,25
P4 42 126 86 0,24
média - 131 89 0,27
total/valor max. 327 147 100 0,34

em fungdo das estratégias reprodutivas adotadas pela
espécie ao longo de sua evolugdo. A atuacao dos agentes
polinizadores (abelhas do género Bombus) é de extrema
importancia para garantir este processo, uma vez que 0s
mesmos sao responsaveis por grande parte da fecundagao
cruzada que ocorre entre os individuos, o que possibilita
o0 aparecimento de novas combinagdes genotipicas nos
descendentes (Lovelless & Hamrick 1984).

Os valores de diversidade genética, encontrados
neste trabalho, corroboram a hipdtese de que a espécie
T papyrus é uma espécie xendgama facultativa, com
maior formacdo de frutos por polinizagdo cruzada do
que por autopolinizagdo, conforme descrito na literatura
(Montoro & Santos 2007, J. T. Chaves Filho, dados ndo
publicados). Além disso, o fato de ndo ser encontrado altos
niveis de homozigose, sugere que existem mecanismos
que estdo evitando, de alguma maneira, a ocorréncia
de elevadas quantidades de endogamia, que poderia
ter um efeito deletério em médio e longo prazo. Essa
estratégia reprodutiva, provavelmente, tem garantido a
persisténcia de suas populagdes com niveis consideraveis
de variabilidade genética nas regides onde a espécie
T. papyrus é endémica e restrita.

A avaliacdo da estruturacdo da variabilidade
genética, realizada pela AMOVA (tabela 4), forneceu
uma estimativa global de @, = 0,3439 (P <0,00001,
com 5.000 permutacdes), ou seja 34,39% da variagdo
total se encontra entre as populagdes, sendo que
destes, 18,96% referem-se a variacdo entre regides
(D.p) e 15,43% a variacdo entre populacdes dentro de
regioes. Deste modo, para cada regido, pode-se verificar
que 84,57% da variancia genética se encontram no
componente intrapopulacional. Se for desconsiderado
o efeito da regido o componente da variancia genética
intrapopulacional passa a assumir um valor igual
65,6%.

Os valores elevados de estruturagdo da variabilidade
genética entre regides estdo de acordo com o esperado,
uma vez que as mesmas sdo geograficamente distantes
o bastante para impedir a ocorréncia de fluxo génico
atual entre as populacdes dessas regides. Neste sentido,
uma explicacdo possivel para a similaridade genética
compartilhada entre as populacdes dessas regides
¢ o efeito fundador compartilhado por populacdes
ancestrais, que esta refletindo, portanto, um fluxo génico
historico, antes separacdo geologica das serras. O valor
de estruturacdo de populagdes dentro de cada regido,
embora seja considerado moderadamente alto (15,43%),
¢ muito semelhante aos encontrados na literatura para
outras espécies de plantas do cerrado (Telles et al. 2001,
Collevatti et al. 2001, Zucchi et al. 2005, Soares et al.
2008).

A estimativa da propor¢do de migrantes, por geracao,
calculada com base no @, (0,34), resultou num N, m igual
a 0,48 individuos. No entanto, como foi verificado que
ha um elevado e significativo componente de variagao
genética entre regides, a estimativa da propor¢ao de
migrantes por geragao, torna-se melhor estimada a partir
da proporcdo de variagdo entre populagdes dentro de
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Tabela 4. Quadro de analise de variancia molecular (AMOVA) para seis populagdes de Tibouchina papyrus com dados de

RAPD.

Table 4. Output of Analysis of Molecular Variance (AMOVA) for six populations of Tibouchina papyrus based on RAPD

data.
Fonte de Variacio Graus de Soma de Componentes de Variagdo
¢ liberdade quadrados variancia (%)
Entre regides (ER) 1 965,06 4,52 18,96
Entre populagdes/ dentro de regides (EP/DR) 4 824,71 3,68 15,43
Dentro de populacdes (DP) 321 5019,97 15,64 65,61
Total (T) - 6809,75 23,84 -

regides (dg. = 0,15), que passa a assumir um valor de
N, migual a 1,37 individuos. Com base nesses resultados,
pode-se inferir que a estimativa de fluxo génico, obtida
a partir do @, reflete com mais intensidade um
componente historico e o obtido com base no @, se
aproxime mais as taxas atuais de fluxo génico.

Divergéncia genética e padrao espacial — Com base nas
analises de variabilidade genética entre e dentro das
populagdes descritas anteriormente pode-se observar que
existe diferenciacdo significativa entre as populagoes.
Neste sentido, pode-se observar que as distancias
genéticas (Dg;) entre as populagdes (tabela 5) variaram
entre 0,095 (SD1 e SD2) e 0,453 (SD1 e P2).

Para visualizar o padrdo de divergéncia entre as
populagdes de 7. papyrus, a analise de agrupamento
por UPGMA da matriz de distdncia genética, embora
tenha apresentado um valor da correlagdo cofenética
nao muito elevado (r=0,78), permitiu verificar que
as ligagdes no dendrograma refletem corretamente os
padrdes multivariados de distdncias genéticas entre as
populagdes (figura 3). Esse resultado também confirma a

Tabela 5. Valores de @, par a par entre as seis populacdes de
Tibouchina papyrus, com base em 109 locos RAPD.

Table 5. Pairwise PhyST values between the six populations
of Tibouchina papyrus, based on 109 RAPD loci.

SD1 SD2 Pl P2 P3
SD2 0,095
P1 0,284 0,183
P2 0,453 0,384 0,305
P3 0,422 0,348 0,297 0,135
P4 0,384 0,296 0,196 0,199 0,204

elevada estruturagdo genética encontrada entre regioes,
uma vez que o agrupamento permite a visualizagao de
dois grandes grupos, um contendo as duas populagoes de
Serra Dourada (SD1 e SD2), extremamente semelhantes
geneticamente, e o outro as demais populagdes da Serra
dos Pirineus (P1, P2, P3 e P4).

Sll

s2 |

P1

P4

P2

P3

0.10 0.16 0.22 0.28 0.34

Distancia genética
Figura 3. Padrio de divergéncia genética entre seis populacdes
de Tibouchina papyrus, definido pelo agrupamento por

UPGMA, com base nas distancias genéticas (Dg;). Correlacdo
cofenética igual a 0,78.

Figure 3. Pattern of genetic divergence among six 7ibouchina
papyrus populations, defined by UPGMA clustering based
on genetic distances (®g;). The cophenetic correlation was
equal to 0.78.

O padrio de divergéncia genética entre as populacdes
de T. papyrus, também avaliado pelo escalonamento
multidimensional ndo-métrico (NMDS), apresentou um
valor de estresse em duas dimensoes igual a 0,00007
(figura 4). As duas abordagens possibilitaram a mesma
interpretagdo e sugerem que deve haver uma relagdo
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direta entre distancia genética e geografica, pois as
populagdes de Serra Dourada (SD1 e SD2) sao sempre
mais similares geneticamente em relagdo as demais que
sdo oriundas da Serra de Pirineus (P1, P2, P3 ¢ P4).
Outro ponto interessante de ser observado € que, nas duas
analises, a P1 (da Serra de Pirineus) difere geneticamente
das demais da mesma regido (P2, P3 e P4) e, de fato,
os individuos da P1 foram coletados na base da Serra,
enquanto os demais foram coletados no topo da Serra
(muito semelhante a configuracao das populagdes obtida
na area de coleta) (figura 4).
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Figura 4. Distribui¢do das seis populagdes de Tibouchina
papyrus no espago bidimensional obtido pelo NMDS, a partir
das distancias genéticas (Dg,). O valor de estresse foi igual
a 0,00007.

Figure 4. Distribution of the six Tibouchina papyrus
populations in the bidimensional ordination space defined
by NMDS, based on genetic distances (D). Stress value of
NMDS was equal to 0.00007.

Ainda na investigagdo do padrdo espacial da
variabilidade genética presente nessas populagdes, o
teste de Mantel apresentou uma correlagdo matricial
entre distancia genética (Dg;) € geografica igual a 0,715
(P=0,015, com 1.000 permutagdes) (figura 5). Esses
resultados mostram que, de fato, a distancia geografica
parece influenciar fortemente na estruturagdo espacial
da variabilidade genética entre essas populagdes de
T. papyrus, que sabidamente estdo localizadas em duas
regides descontinuas e isoladas. Essa analise de padrao
espacial sugere que esta estrutura tenha se originado
seguindo um modelo de diferenciagdo estocastica
(neutro), ou seja, por um balango entre fluxo génico a
curtas distancias e deriva genética nas populacdes. Esses
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Figura 5. Relacdo entre distancia genética (®g;) € distancia
geografica (r=0,715, P=0,015, com 1000 permutacdes)
entre 6 populagdes de Tibouchina papyrus.

Figure 5. Relationship between genetic (®g;) and geographic
distances (r=0.715; P=0.015 with 1000 permutations)
among the 6 populations of Tibouchina papyrus.

resultados confirmam o que foi assinalado nas analises
de estruturacdo da variabilidade genética refor¢ando a
influéncia do isolamento geografico entre as populacdes
das duas regides e provavel interrup¢do do fluxo génico
atual.

Diversos estudos, disponiveis na literatura,
que utilizaram marcadores RAPD em populacdes
de espécies de plantas nativas do cerrado (tabela 6),
apresentam valores médios de estruturacao genética bem
inferiores aos encontrados neste trabalho. No entanto, a
maioria dessas espécies possui habito arboreo e ampla
distribuicao geografica de suas populagdes nas areas de
cerrado, refor¢ando a hipétese de que espécies endémicas
e de distribuicdo restrita, como € o caso da 7. papyrus,
exibem um modelo de evolugdo das suas populagdes
muito peculiar, que necessita melhor compreensao,
antes que se proceda qualquer tipo de intervencao
humana. Outro ponto importante é que as comparagdes
dos valores de estruturacdo devem ser realizadas com
cautela, pois os trabalhos sdo conduzidos de maneira
muito diferentes, exibindo muita variacdo no niamero
de populagdes, individuos dentro de populagdes e locos,
além de escalas espaciais muito distintas.

Para fins de conservacao de germoplasma, com base
nestes resultados preliminares, pode-se sugerir a coleta
de sementes do maior numero possivel de populagdes,
e nas duas regides avaliadas, pois cada uma contém um
componente singular da variacdo genética total.
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Tabela 6. Conjunto de espécies de plantas do cerrado que apresentam resultados de estudos utilizando marcadores RAPD em
populagdes. Relagdo do nimero de populagdes (NP), numero total de individuos (NTI), nimero de iniciadores RAPD (NIn),
porcentagem de locos polimorficos (LP%), valor da estatistica-F utilizada (E-F) e referéncias bibliograficas.

Table 6. Clusters of Cerrado plant species for which RAPD markers were analyzed among populations. These include the
number of populations analyses (NP), total number of individuals (NTI), number of RAPD primers (Nln), percentage of
polymorphic loci (LP%), value of F-statistics used (E-F) and reference.

Espécie NP NTI NIn NL LP (%) E-F Referéncias

Plathymenia reticulata 6 117 10 72 71 0,12 Lacerda ef al. 2001
Myracrodruon urundeuva 10 192 27 83 — 0,03 Reis & Grattapaglia 2004
Eugenia dysenterica 13 152 6 45 83 0,09 Trindade & Chaves 2005
Eugenia dysenterica 10 114 8 74 73 0,27 Zucchi et al. 2005
Zeyheria montana 8 167 35 105 60 0,16 Bertoni et al. 2007
Dipteryx alata 10 309 5 45 89 0,16 Soares et al. 2008
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