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RESUMO

VASSALLI, Mauricio. Variabilidade genética em populacdes de Mimosa acutistipula Mart.
(Benth.) var. ferrea Barneby (Leguminosae) em vegetacdo de Canga na Amazénia. 2014.
46 p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Ambientais e Florestais). Instituto de Florestas.
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2014.

As éareas de cangas ferriferas presentes na Serra de Carajas, PA, possuem caracteristicas
bastante distintas, sendo consideradas ambientes raros. Na Amazonia oriental, as cangas
ferriferas estdo situadas em cimeiras de relevos residuais rochosos em meio a uma matriz
florestal. O alto teor de ferro presente no substrato favorece o desenvolvimento de uma
vegetacdo adaptada, chamada savana metal6fila ou simplesmente vegetacdo de canga, onde
frequentemente sdo encontrados endemismos. Mimosa acutistipula var. ferrea é uma espécie
arbustivo-arborea de ocorréncia natural e abundante na area de estudo, sendo representativa
da vegetacdo rupestre que cobre as cangas ferriferas. No presente estudo foram investigados
os padrdes de distribuicdo da variabilidade genética em populactes desta espécie por meio da
analise de locos de DNA microssatélite do genoma do cloroplasto (cpSSR). No total, foram
amostrados 119 individuos provenientes de nove populac6es distribuidas em areas de canga
situadas na Serra de Carajas, PA. Foram estimados parametros de diversidade e estrutura
genética, bem como determinadas as relagdes entre os haplotipos encontrados em nove
populacdes de M. acutistipula var. ferrea na regido de estudo. No total foram encontrados
nove alelos (2 a 5 alelos/loco) em trés locos cpSSR investigados nas populagdes. O indice
médio de diversidade genética nas populacdes foi de He = 0,33, variando de 0,215 a 0,485.
Uma Analise de Variancia Molecular (AMOVA) mostrou que a maior parte da variabilidade
genética esta contida dentro das populagdes (78 a 95%), evidenciando uma baixa a moderada
estruturacdo (diferenciacdo) genética das populacdes, com base nos modelos de mutacao
stepwise (Rst = 0,052) ou alelos infinitos (Fst = 0,215). A analise combinada dos diferentes
alelos encontrados nos trés locos cpSSR polimorficos possibilitou identificar 13 haplétipos,
sendo a maioria deles compartilhada entre as populagdes amostradas de Mimosa acutistipula,
corroborando a baixa estruturacdo genética encontrada na AMOVA. A ocorréncia de varios
hapl6tipos do cpDNA, comuns na maioria das populacfes de M. acutistipula, sugere a
possivel influéncia que eventos historicos, relacionados as alternancias climaticas ocorridas
no Pleistoceno, e o fluxo génico histérico provavelmente tiveram no padrdo atual de
distribuicdo da variabilidade genética observado nas populacGes da espécie na regido. No
entanto, também foram observados haplétipos derivados mais recentes, exclusivos de algumas
populacgdes, cuja diferenciacdo provavelmente ocorreu apds o isolamento de areas de canga
dentro da matriz florestal, apds o ultimo maximo glacial (UMG).

Palavras-chave: Diversidade genética. Marcadores Microssatélites. coDNA.

viii



ABSTRACT

VASSALI, Mauricio. Genetic variation in populations of Mimosa acutistipula Mart.
(Benth.) var. ferrea Barneby (Leguminosae) in Amazon canga vegetation. 2014. 46 p.
Dissertation (Master Science in Environmental and Forest Sciences). Instituto de Florestas.
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2014.

The iron-rich canga areas that are present in the Carajas National Forest, PA — Brazil, have
very different characteristics and are considered rare environments. In Oriental Amazon, the
iron-rich cangas are located in rocky summits of residual reliefs, surrounded by a forest
matrix. The high content of iron present in the soil favors the development of an adapted
vegetation, called metal-tolerant savannahs or simply canga vegetation, which often lodge
harbours endemic species. Mimosa acutistipula var. ferrea is a shrubby-arborescent species of
natural and abundant occurrence in the study area, being representative of the rocky
vegetation that covers the canga sites. This study investigated the distribution patterns of
genetic variability in populations of this species through the analysis of microsatellite DNA
loci from the chloroplast (cpSSR) genome. In total, 119 individuals from nine populations
distributed in canga areas located in the Serra de Carajas, PA, were sampled. Parameters of
genetic diversity and structure were estimated, and the relationship between haplotypes found
in nine populations of M. acutitispula var. ferrea in the study area was determined. A total of
nine alleles (2 to 5 alleles/locus) at three cpSSR loci investigated in nine populations were
found. The average index of genetic diversity in populations was He = 0,33, ranging from
0,215 to 0,485. An analysis o molecular variance (AMOVA) showed that most of genetic
variation is contained within populations (78 to 95%), indicating low to moderate genetic
structuring (differentiation) of populations, based on the stepwise mutation model (Rst =
0,052) and the infinite alleles model (Fst = 0,215). The combination analysis of different
alleles found in the three polymorphic cpSSR loci enabled the identification of 13 haplotypes,
most of them shared between sampled populations of M. acutistipula, corroborating the low
genetic structuring found in AMOVA. The occurrence of several common cpDNA haplotypes
in most populations of the species suggests that historical events, related to climatic
alternations during the Pleistocene, and gene flow possibly influenced the current pattern of
distribution of genetic variability in populations of the species in the region. However, it was
also detected recently derived haplotypes exclusive to some populations, which differentiation
probably happened after the isolation of the canga areas within the forest matrix after the Late
Glacial Maximum (LGM).

Key words: Genetic diversity. Microsatellite markers. cpDNA.
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1. INTRODUCAO

A Serra de Carajés, situada no estado do Para, é uma regido caracterizada por alta
heterogeneidade de ambiente tropical em uma escala espacial relativamente pequena,
composta por Vvérias fitofisionomias que variam desde areas florestais de diferentes niveis de
densidade até areas ndo florestais com caracteristicas de savana identificadas como vegetacao
de canga, além dos campos naturais. Na Serra de Carajas encontra-se a Floresta Nacional
(FLONA) de Carajas, uma unidade de conservacdo cujo plano de manejo estabelece areas
para pesquisa cientifica, conservagdo e mineracédo, entres outros usos. Cerca de 95% da area
da FLONA de Carajas € coberta por florestas, enquanto as vegetacdes rupestres, como as de
canga, representam 2 a 3% do total. As cangas hematiticas (ferriferas) estdo situadas em
cimeiras de relevos residuais rochosos e séo circundadas por uma matriz de floresta ombrofila
ou estacional.

As areas ferriferas presentes na FLONA de Carajas sdo cobertas por uma vegetacdo
composta de espécies caracteristicas deste local e de conservacao indispensavel. Nunes (2009)
atenta para a raridade dos ambientes distintos de vegetacdo aberta na Floresta Nacional de
Carajas sendo, portanto, urgentes os estudos nestes ambientes, dada a relevancia do
ecossistema de canga ferrifera.

Estas areas de canga em Carajas possuem caracteristicas bastante particulares em
relacdo a sua riqueza em ferro, o que atrai atencdo das grandes mineradoras. A fragmentacéo
de tal vegetagdo em funcdo de acdes antropicas pode alterar as populacdes de espécies de
plantas nesta formac&o, diminuindo o tamanho efetivo das mesmas.

Proteger comunidades bioldgicas é uma das formas mais eficientes de conservar a
biodiversidade. Entretanto, com a complexa questdo econémico-social no mundo atual,
manter toda a biodiversidade protegida parece algo utopico. Assim, hd a necessidade de
priorizar a conservacdo de espécies que sejam endémicas, que estejam ameacadas de extingéo,
qgue possuam grande valor utilitario e/ou que facam parte de sistemas complexos com
caracteristicas particulares e de ocorréncia pontual. Neste sentido, é essencial que se tenha
uma atencdo especial com as areas de vegetacao de canga, ambientes tdo particulares e ricos
em endemismo (POREMBSKI et al., 1994).

A variabilidade genética contida nas populacfes é primordial para que seja garantida a
adaptacdo evolutiva das espécies frente a mudancas futuras, ja que estas sdo continuas no
meio ambiente. Um pré-requisito essencial para que se desenvolvam estratégias de
conservacao de espécies é o conhecimento da extensdo e distribuicdo da diversidade genética
em suas populac@es, bem como dos fatores histéricos e evolutivos que influenciam as trocas
genéticas inter e intrapopulacionais.

Dentre os fatores que sdo responsaveis por manter a diversidade genética, podem-se
citar as mutacdes e a troca de alelos entre populagdes distintas € um fator que mantém a
diversidade genética, sendo indispensavel para conservacdo de espécies em longo prazo. Por
isso, é fundamental que populagdes geneticamente diversas sejam conservadas e, além disso,
gue a troca genética entre elas seja assegurada.

Neste estudo, séo investigados os padrdes de distribui¢do da variabilidade genética nas
populacbes de Mimosa acutistipula var. ferrea, uma espécie que possui ocorréncia natural nas
areas de canga amazonica, sendo caracteristica deste habitat peculiar. Para isso, foram
utilizados marcadores microssatélites do genoma do cloroplasto (cpSSR), uma importante
ferramenta para a estimativa da diversidade e estrutura genética em populacdes vegetais. As
analises aqui apresentadas sdo inéditas, ja que ainda ndo foram realizados estudos genéticos
com marcadores microssatélites para esta especie.



A obtencdo de informacgdes sobre os niveis e os padrées de distribuicdo da
variabilidade genética destas popula¢des sdo de fundamental importancia para a conservagao
desta espécie em particular, j& que caracteriza os niveis de diversidade dentro e entre cada
populacdo estudada. Além disso, podera nortear a implementacdo de estratégias efetivas para
a conservacdo das areas de Canga na Floresta Nacional de Carajas — PA.

1.1 Objetivo Geral

O objetivo geral deste trabalho foi investigar os padrdes de distribuicdo da
variabilidade genética em populacbes de Mimosa acutistipula var. ferrea em éareas de
vegetacdo de Canga na Floresta Nacional de Carajas, situada no estado do Para, visando
fornecer subsidios que contribuam para a conservacdo efetiva desta formacgdo vegetal na
Amazonia brasileira.

1.2 Objetivos Especificos

e Caracterizar os padrdes de distribui¢do da variabilidade genética em populacdes de M.
acutistipula caracteristicas da Canga, com base na andlise de polimorfismos de locos
microssatélites do genoma do cloroplasto (cpDNA).

e Quantificar a diversidade genética e os niveis de diferenciacdo (estruturacdo) genética
entre as populacdes de M. acutistipula, espécie de leguminosa caracteristica da
vegetacdo de canga que ocorre na Floresta Nacional de Carajas, PA., com base na
variabilidade em locos microssatélites do genoma do cloroplasto (cpDNA).

e Determinar as relacGes entre hapl6tipos, bem como a distribuicdo geogréfica destes
nas populagdes de M. acutistipula.

e Gerar informacdes genéticas consistentes para subsidiar a implementacéo de acdes que
visem a conservacao da espécie, bem como para a conservacao da vegetacao de canga
na Amazonia brasileira.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Conservacgao da Biodiversidade

Para Soulé (1985), a Biologia da Conservacdo aborda a biologia das espécies,
comunidades e ecossistemas que sdo direta ou indiretamente perturbados por atividades
humanas ou de outros agentes e cujo objetivo é estabelecer principios e ferramentas para a
preservacao da biodiversidade. O autor ainda destaca que a biologia da conservagdo é uma
ciéncia de crise, onde muitas vezes é necessario agir antes mesmo da disponibilidade de um
pleno conhecimento dos fatos, numa mistura de ciéncia e intuicéo.

Foi a partir Convencdo da Diversidade Bioldgica que o termo “biodiversidade”
comegou a ser difundido (LEVEQUE, 1999), sendo que esta mesma convencdo despertou a
necessidade da conservacdo da diversidade biologica em maiores propor¢cdes (HOROWITZ,
2003).

A Unido Internacional para Conservacdo da Natureza (IUCN) define biodiversidade
como a variabilidade entre organismos vivos - animais, plantas, seus habitats e genes — de
todos os meios incluindo os terrestres, marinhos e outros ecossistemas aquaticos, e todos 0s
complexos ecoldgicos a que fazem parte, englobando a diversidade dentro das espécies, entre
as espécies e entre ecossistemas. Ja Rao & Hodgkin (2002) a definem como a variagédo
presente em todas as espécies de plantas e animais, seu material genético e 0 ecossistema
onde ocorrem. A diversidade pode ocorrer em trés niveis diferentes: a diversidade genética
(de genes e gendtipos), a diversidade de espécies (ou riqueza de espécies) e a diversidade de
ecossistemas (comunidades e seus ambientes) (WRI, 1992; RAO & HODGKIN, 2002; LIU et
al, 2011), sendo que o total da diversidade nestes trés niveis constitui a biodiversidade
propriamente (DAVIS & CORNWELL, 2012).

Neste sentido € natural e necessario que haja uma preocupa¢do com a conservacao de
tal diversidade, e o Ministério do Meio Ambiente destaca trés principais razdes que a
justificam: a biodiversidade é responsavel pelo equilibrio e estabilidade dos ecossistemas; tem
grande potencial econdémico; as consequéncias da sua deterioracdo devido ao impacto das
atividades humanas. Tais impactos causadores da perda de biodiversidade incluem: a
diminuicédo e fragmentacdo de habitats, a introducéo de espécies exoticas, o uso de hibridos e
monoculturas, a exploracdo excessiva dos recursos naturais, a contamina¢do dos meios
abidticos e as mudancas climéticas ((http://www.mma.gov.br/biodiversidade/biodiversidade-
global/impactos).

As muitas causas da perda da biodiversidade estdo relacionadas a fatores sociais,
econémicos e culturais (BEUMER & MARTENS, 2013). Desta forma, a conservacdo da
diversidade bioldgica é um dos maiores desafios da atualidade, dadas as grandes perturbacoes
sofridas pelos ecossistemas naturais em decorréncia de atividades antropicas (VIANA &
PINHEIRO, 1998). Tém sido discutidas as consequéncias destas atividades, que além da
perda da biodiversidade, incluem a extincdo de genes, espécies e ecossistemas (LIU et al,
2011). Fatores como o crescente isolamento de populacdes de plantas, devido a fragmentacao
de ecossistemas por atividades humanas, tém sido um dos maiores problemas para a
conservacao (CBD, 2012; CASTRO & VAN DEN BERG, 2013).

No ambito do presente estudo e levando em conta 0s impactos supracitados, deve-se
considerar o processo de exploracdo mineral para fins industriais como uma atividade que
também causa danos ao ambiente. Dentre o0s principais impactos causados pela atividade
mineradora estdo a supressao da vegetacdo em area de lavra, conflitos relacionados ao uso do
solo, depreciacdo de imoveis circunvizinhos e geracao de areas degradadas (BITAR, 1997).
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Tendo em vista o potencial de degradacdo ambiental da atividade mineradora, sao
necessarias medidas mitigadoras que possibilitem a preservacdo da biodiversidade nas areas
exploradas e no seu entorno. Neste contexto, o artigo 6 da Convencdo da Diversidade
Bioldgica de 1992 destaca o desenvolvimento de estratégias e planos de utilizagao sustentavel
da biodiversidade e a integracdo desta com a conservacdo dos recursos naturais. O artigo 8
desta mesma convencdo (CDB) aponta, dentre outros, a importancia de se “promover a
protecdo de ecossistemas, habitats naturais e manutencdo de populagdes viaveis de espécies
em seu meio natural” como ponto importante da conservagao in situ.

A falta de conhecimento sobre a biodiversidade limita a implantacdo de politicas
eficientes de conservacdo e desenvolvimento para os préximos séculos (WILSON, 1997).
Estudos mostram que a ineficiéncia das atividades humanas precisa ser resolvida, e que o
crescimento econdmico em si ndo € o responsavel pela perda da biodiversidade (FUENTES,
2013). Por isso, outra estratégia importantissima para a conservacdo da biodiversidade é o
conhecimento e geragdo de informagOes acerca da diversidade de espécies. Estudos sobre a
vegetacdo, tais como os fitossociologicos, sdo fundamentais para a conservacdo por
possibilitarem o melhor manejo da cobertura vegetal por meio de novos modelos propostos
(OLIVEIRA & AMARAL, 2004), conhecer o papel de cada espécie em determinada
comunidade, avaliar a influéncia de fatores abidticos e antrdpicos sobre o meio, além do
conhecimento sobre a sucessdo vegetal (GROMBRONE et al, 1990). Somam-se a iSsO 0S
estudos sobre diversidade genética e a constituicdo de bancos genéticos (germoplasma), 0s
quais representam ferramentas fundamentais para o controle e promocdo da conservacdo da
biodiversidade.

Metodologicamente, as espécies podem ser conservadas por duas vias principais: in
situ, ou seja, dentro dos limites de suas comunidades naturais no presente e, com sorte, no
futuro; e ex situ, ou seja, fora de seu local de ocorréncia natural, como laboratérios e jardins
boténicos, aos cuidados dos cientistas (FRANKEL et al, 1995). Na verdade, os programas ex
situ complementam a conservacdo in situ, no sentido de promover a manutencdo da
diversidade genética das espécies a longo prazo, além de analises, testes e propagacdo de
espécies ameacadas, endémicas ou raras. Vale ressaltar a importancia destes programas para a
conservacao de espécies silvestres com populagdes muito reduzidas (McNELLY et al., 1990).

2.2 Genética da Conservacao

A genética da conservacao € parte importante da biologia da conservacao. Esta area do
conhecimento trata de estudos que sdo fundamentais para o entendimento de processos
populacionais e evolutivos interligados a conservagdo de espécies, tendo intima conexdo com
a ecologia molecular. Esta ultima utiliza de polimorfismos genéticos nas populacdes naturais
como forma de compreender processos evolutivos, demograficos e ecoldgicos, fundamentais
para a conservacdo (EIZIRIK, 1996). A genética da conservacdo é essencial para se
compreender diferencas genéticas entre individuos e populagdes, as quais podem se
manifestar nas sequéncias de DNA, em caracteristicas bioguimicas, propriedades fisioldgicas
ou em conformacdes morfoldgicas. Conhecer a extensdo e a distribuicdo da diversidade
genética em populacdes de uma determinada espécie, e a forma como é estruturada, é um pre-
requisito essencial na determinacdo de estratégias de conservacdo (RAO & HODGKIN,
2002).

Segundo Frankel et al. (1995), séo dois os principais motivos de os genes contidos em
populacbes naturais serem o foco da conservacdo, aléem de poderem ser considerados
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‘recursos’. Primeiro, a variacao genética ¢ a fonte de sobrevivéncia da propria espécie e sua
evolucdo em tempos futuros. Segundo, uma pequena fragdo dos genes € um recurso com
potencial para melhorar a produtividade de populacdes de espécies. Neste segundo caso, de
importancia fundamental para estudos de plantas cultivadas.

De acordo com DeSalle & Amato (2004), a genética da conservacgdo auxilia na criacdo
de um quadro mais preciso sobre o padrdo e o processo de extin¢do das espécies. Townsend
et. al. (2010) afirmam que a preservacdo da diversidade genética é imprescindivel porque
propicia um potencial evolutivo a longo prazo, sendo que formas raras de um gene ou
combinacg6es de alelos, mesmo que ndo oferecam vantagens a curto prazo, podem auxiliar na
adaptacédo dos organismos a novas condi¢cdes ambientais no futuro.

A obtencdo de dados acerca da distribuicdo da variabilidade genética dentro e entre
populacbes de arvores tropicais € de suma importancia no desenvolvimento de estratégias de
conservacao cujo intuito seja preservar a diversidade genética de espécies de plantas nos
diferentes biomas (HAMRICK & MURAWSKI, 1991; YOUNG et al, 1996). Um
conhecimento adequado sobre a diversidade genética atual das espécies, bem como sobre a
biologia reprodutiva, sdo também de fundamental importancia para um manejo sustentavel
dos recursos vegetais em florestas tropicais (MURAWSKI et al., 1994).

Barret & Kohn (1991) afirmam que em populagdes pequenas e isoladas, a deriva
genética tem uma grande influéncia na estrutura genética das populacdes. Em populacdes
onde a deriva é predominante costuma haver perda de variabilidade deixando-as suscetiveis a
extincdo. Os autores ainda citam a ocorréncia de endocruzamento como outra consequéncia
da reducdo do tamanho das populagfes. Quanto menor o tamanho da populagdo e quanto
maior o0 tempo em que ela permanece neste estado, maior é a perda de variacdo genética
(RAO & HODGKIN, 2002). Pequenas populagbes geralmente apresentam menor
variabilidade genética tendo, assim, menor potencial evolutivo e tendéncias mais imediatas a
depressdo endogamica (TOWNSEND et al., 2010).

Embora se saiba que a fragmentacdo de habitats causada por a¢des antrépicas cause
riscos as espécies de arvores tropicais, € dificil se estimar tais efeitos sobre a diversidade
genética atual de suas populacdes, em funcdo da escassez de informacdo (BAWA, 1993).
Assim sendo, é imprescindivel a obtencdo de dados sobre o tipo e a extensdo da variacdo
genética que pode ser restaurada e como esta variacdo ¢ mantida e espacialmente organizada
(HAMRICK, 1993). A perda e fragmentacdo de habitat resultam em perda de diversidade
bioldgica e isolamento de populacGes, além de mudancas nas taxas de migracdo e dispersdo
de espécies. Para Aguilar et al. (2008), a continuidade da condi¢cdo de habitat fragmentado
aumenta as chances de maior homozigosidade, 0o que pode resultar em acumulo de alelos
deletérios recessivos, perda de fecundidade, inviabilidade de sementes, menor crescimento e,
consequentemente, extingdo. A medida que as éareas naturais diminuem e ficam mais
fragmentadas, é cada vez mais importante a compreensdo da dindmica ecoldgica, genética e
evolutiva de populagdes pequenas, no sentido de manté-las e preserva-las (LANGE, 1988).

A hipdtese de que a maioria das espécies é levada a extingdo antes que os fatores
genéticos as afetem foi descartada por Spielman et al. (2004). Os autores verificaram que 77%
das espécies ameagadas estudadas possuiam menor heterozigosidade se comparadas as nédo-
ameacadas do estudo. Grande parte das especies ameacadas apresentou menor diversidade
genética, de maneira geral, do que as ndo ameacadas. Apesar da dificuldade em determinar se
os fatores genéticos contribuem para a condigdo de ameaca, a reduzida diversidade genética é
um forte indicador da aptiddo reprodutiva da espécie estar comprometida e do risco de
extincao ser elevado.



2.3 Marcadores Moleculares

Os marcadores moleculares sdo ferramentas essenciais em estudos sobre a diversidade
e estrutura genética de populacgdes e fluxo génico, sendo, portanto, de grande importancia para
se estimar os efeitos de fragmentagdo de habitats bem como da sobre-exploracdo em
populacdes naturais de espécies de plantas. A utilizacdo de marcadores moleculares em
andlises genéticas de populagcdes constituem assim, importantes subsidios para o
planejamento e execucdo de taticas de conservacdo destas espécies (PARKER et al., 1998;
SELKOE & TOONEN, 2006).

Um marcador molecular é, potencialmente, qualquer sequéncia de DNA onde é
possivel encontrar polimorfismos e quanto maior o nivel polimorfico de um marcador, mais
informacdes ele possui, possibilitando a deteccdo de diferencas genéticas entre individuos
(SOUZA, 2002).

Os marcadores de DNA microssatélites (SSR — Simple Sequence Repeats) sao
constituidos de DNA repetitivo, no qual as sequencias sdo dispostas lado a lado, onde 1 a 6
pares de bases sdo repetidas varias vezes ao acaso no genoma (LITT & LUTTY, 1989).
Distribuidos ao longo de sequéncias codificantes e ndo codificantes do DNA
(SCHLOTTERER E TAUTZ, 1992), os microssatélites costumam apresentar locos altamente
polimorficos com grande variabilidade genética, além de serem co-dominantes quando
provenientes do genoma nuclear (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998). Os locos
microssatélites ocorrem aleatoriamente nos genomas (nuclear e citoplasmatico) da maioria
dos eucariotos e as alteragdes mutacionais que 0s geram, ocorrem em taxas mais elevadas do
que as observadas em sequéncias de DNA n&o repetitivo (JARNE & LAGODA, 1996).

A descoberta de marcadores microssatélites no genoma do cloroplasto de plantas
proporcionou novas abordagens de estudos em genética de populacBes e sistematica de
plantas (POWELL et al., 1995, PROVAN et al., 1999), constituindo assim uma ferramenta
alternativa importante para a estimativa de diversidade genética e descricdo da estrutura
genética e fluxo génico historico em populacbes de plantas (MORGANTE & OLIVIERI,
1993, PROVAN et al., 1999).

Em funcdo da heranga uniparental, em geral materna na maioria das angiospermas,
marcadores moleculares do genoma do cloroplasto sdo considerados os mais indicados em
estudos que buscam detectar eventos demogréaficos antigos (ENNOS et al., 1999), sendo
importantes para se compreender padrdes histéricos de fluxo génico, relacdes filogenéticas
entre populacdes, reconstrucdo de rotas de dispersdo e colonizacdo de espécies de plantas
(ENNOS et al., 1999; LI et al., 2002; PROVAN, et al. 2001; CAVERS et al., 2003).

Nesse sentido, marcadores microssatélites do cpDNA tém sido identificados e
desenvolvidos para varias espécies de plantas (PROVAN et al. 1999; WEISING &
GARDNER, 1999; ISHII et al., 2001; SEBASTIANI et al., 2004; PINHEIRO et al., 2009),
principalmente devido a sua grande aplicacdo em estudos populacionais (BUCCI et al., 1998;
PROVAN et al. 2001; COLLEVATTI et al., 2003; EBERT & PEAKALL, 2009; LEMES et
al., 2010), alta conservacdo (PALMER, 1987) e taxas maiores de polimorfismos quando
comparados a marcadores de sequéncias de regides ndo codificadoras do cpDNA (HARRIS &
INGRAM, 1991; SOLTIS et al., 1992; PROVAN et al. 1999).



2.4 A Serra de Carajés

No centro-sul do estado do Para, com mais de 350 km no sentido leste-oeste, localiza-
se a Serra dos Carajds que passa pelos municipios de Maraba, Canad dos Carajas,
Curiondpolis, Parauapebas e Séo Félix do Xingu. Geomorfologicamente, a Serra dos Carajas
é composta de platos e colinas alongadas, sendo que os afloramentos de ferro ocorrem nas
areas de platds e sdo cobertos pela canga, composta por vegetacdo arbustiva e gramineas
(TEIXEIRA & BEISIEGEL, 2006).

De acordo com os autores supracitados, durante 0 éon Arqueano € que se constituiu,
por uma série de depdsitos sedimentares quimicos, a formacéo ferrifera bandada, rocha que
daria origem, mais tarde, ao minério de ferro de alto teor caracteristico da Serra de Carajés.
Foi na era Mesozdica que as superficies de cangas comecaram a se desenvolver sobre 0s
afloramentos ferriferos, ha cerca de 72 milhGes de anos (Vasconcelos et al., 1994 apud
Teixeira & Beisiegel, 2006), promovendo impermeabilidade e resisténcia a acdo da erosao e
intemperismos, mantendo conservados até hoje os depositos de ferro.

Entretanto, a Serra do Carajas s6 comecou a ter relevancia de informagdes pouco antes
da década de 70, quando entdo foram descobertas grandes jazidas de minério de ferro, as
quais a colocaram na posicéo de principal provincia mineral do mundo (SILVA et al.,1996).
A partir do desenvolvimento de estudos e do interesse de diversos 6rgdos e instituicdes na
questdo mineral da &rea, a consequente degradacdo do espaco bidtico e abidtico pela
exploracdo, a criacdo de programas sécio-ambientais, bem como o crescimento populacional
na regido, é que foi criada a Floresta Nacional (FLONA) de Carajas. Situada no estado do
Para, municipios de Canad dos Carajas e Parauapebas, esta FLONA tem estreita relacdo com
as atividades da Companhia Vale do Rio Doce na regido, sendo, portanto, a descoberta da
provincia mineral de Carajés o ponto histérico inicial da mesma (IBAMA-CRVD, 2003). Tal
realidade é quase Gbvia ja que, de acordo com Lindenmayer (2001), encontram-se na Serra
dos Carajas as maiores jazidas de ferro de alto teor do planeta, o que certamente desperta
interesse de grandes companhias pelo potencial econdmico da regido. A FLONA de Carajas é
uma area pertinente a estudos diversos devido, entre outros motivos, ao ambiente modificado
em funcdo da mineracio (SALOMAO et al., 1988).

Por estar condicionada a categoria de Floresta Nacional, a area pode ser submetida ao
“uso multiplo sustentdvel dos recursos e também para pesquisa cientifica, voltada para a
descoberta de métodos de exploragdo sustentavel” (Instituto Chico Mendes de Conservagado
da Biodiversidade, 2012).

Na classificacdo de Koopen, o clima da regido da Floresta Nacional de Carajas é do
tipo "AWi" - tropical chuvoso com seca de inverno, caracterizado por um periodo forte de
estiagem no inverno do Hemisfério Sul, altos valores totais de precipitacdo anual (variando
entre 1.900 e 2.400 mm) e temperatura mensal sempre maior que 18°C, com médias entre 23
e 26°C (IBAMA-CRVD, 2003).

De acordo com Silva et al. (1996), grande parte dos solos na regido de Carajas é do
tipo Podzolico Vermelho-Amarelo, em cimeiras florestais, Latossolo Vermelho-Amarelo
distrofico, em morrotes, cristas dessecadas nas margens da serra, Litdlicos distroficos e em
niveis baixos das colinas, Podzélicos Amarelos e Vermelho-Amarelos.

Nas localizagbes onde se encontra 0 minério de ferro ha uma camada de canga,
recoberta por vegetacdo baixa, composta por gramineas e outras herbaceas, que claramente
tem caracteristicas que diferem das florestas proximas. Na vegetacdo ocorre um tipo de
mineralizacdo e esta é selecionada por suportar altas concentragdes de metais pesados e baixa
fertilidade do solo, j& que ocupa uma area de contato direto com as jazidas (SILVA et al.,
1996).



2.5 A vegetacdo de canga em Carajas

De acordo com Kubitski (1979), a flora dos campos amaz6nicos é composta por
algumas espécies lenhosas, comumente encontradas na vegetacdo do cerrado brasileiro, além
de espécies de maior distribuicdo através das savanas da América tropical. Muitas vezes 0s
campos amazoénicos sdo incluidos em mapeamentos da vegetacdo do cerrado, podendo ser
estas ‘ilhas de savanas’ em meio a vegetagdo amazonica, vestigios de tempos mais antigos,
quando o cerrado era espalhado sobre grande parte da Ameérica tropical.

Estudos sugerem que as savanas eram predominantes na Bacia Amazonica durante o
Mioceno, sendo que as florestas pluviais passaram a se estabelecer na transicdo deste periodo
para o Plioceno (MORNER et al., 2001). Além disso, estudos realizados na propria Serra de
Carajas sugerem fases de savanizagdo durante periodos de seca no Quaternario Tardio (ABSY
etal, 1991; HOOGHIEMSTRA & VAN DER HAMMEN, 1998)

Além da regido central, Pennington et al. (2006) destaca a ocorréncia de vegetacao
com caracteristicas de cerrado na regido amazonica, especificamente ao norte do Rio
Amazonas (nos estados do Amapa e Roraima), ao sul (nas proximidades dos cerrados da
regido central) e ao longo do Rio em Alter do Chéo, no Para. Assim sendo, vale frisar que,
mesmo que a area central seja rica em espécies, a regido periférica pode ser igualmente
diversificada ou até mesmo superior neste aspecto (RATTER et al., 2003). Este bioma
engloba diversos tipos de vegetacdo, sendo o cerrado sensu lato do tipo escleréfilo dominante
(PENNINGTON et al., 2006). Mendonca et al. (1998) destaca 22 termos que se referem aos
tipos fitofisionbmicos do bioma, incluindo variadas formas de matas e campos.

Entre as savanas do mundo, o cerrado é a que possui a mais rica diversidade vegetal,
havendo endemismo em 44% da flora (KLINK & MACHADO, 2005). Mendonca et al.
(1998) aponta mais de 6.400 espécies componentes da flora vascular nativa deste bioma. E
considerado um dos 25 hotspots mundiais em biodiversidade, em decorréncia desta elevada
riqueza e dos impactos atuais sobre os 20% remanescentes da area original (MYERS et al.,
2000).

No caso especifico da vegetacdo de Carajas, Secco & Mesquita (1983) a separam em
areas florestais de diferentes niveis de densidade, ocorrendo florestas mais abertas com alta
incidéncia de luz e também florestas fechadas, com biomassa densa e alto sombreamento;
areas ndo florestais com caracteristicas de savana identificadas como vegetacdo de canga
densa e aberta; e 0s campos naturais.

Ja& Silva et al. (1996) destaca dois grupos mais abrangentes para a vegetacao na Serra
dos Carajas: a Floresta Equatorial Ombroéfila e o campo rupestre (também chamado savana
metal6fila, vegetacdo rupestre e vegetacdo de canga), este Ultimo encontrado em quantidades
bem menores se comparado as areas florestais, e geralmente situado em cimeiras de relevos
residuais rochosos ou sub-rochosos, em canga hematitica. “Campo Rupestre” ¢ uma das 22
designacdes fitofisionbmicas diferentes citadas por Mendonca et al. (1998), no que diz
respeito ao cerrado.

Nunes (2009) define os campos rupestres de Carajas como “formagdes herbaceo-
arbustivas associadas a afloramentos rochosos ou solos rasos, formados pela decomposicdo de
rochas resistentes”. A mesma autora separa os campos rupestres de Carajds em campo
rupestre aberto e campo rupestre arbustivo. O primeiro tem ocorréncia em areas de
afloramento rochoso de minério de ferro, com horizonte A rico em matéria organica.
Individuos subarbustivos dividem espaco com herbaceas como Ipomoea carajaensis,
Norantea goyasensis, Ipomoea marabaensis, Sobralia liliastrum, criando um aspecto
campestre na area. O segundo ocorre em solos mais profundos que nos campos abertos e com
uma vegetacdo mais homogénea em sua composi¢do floristica, que compreende elementos
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como Callistene minor, Byrsonima coriacea, Bauhinia pulchella, Eugenia punicifolia,
Alibertia cf. longiflora e Mimosa acutistipula. A Figura 1 apresenta imagens de ambos os
tipos fisiondmicos aqui descritos.

Em Carajés, a area florestal toma um espago maior a 95% do total, sendo que cerca de
2 a 3% sdo formados por clareiras naturais de vegetacdo rupestre (IBAMA-CRVD, 2003).
Para Nunes (2009), a vegetacdo de campo rupestre estende-se por mais ou menos 9.031,54 ha,
2,28% da area total da FLONA Carajas, que é de 395.826,70 ha.

Porto & Silva (1989) se atentam as fisionomias contrastantes na vegetacao ocorrente
na Serra dos Carajas e na Cadeia do Espinhaco (em Minas Gerais) acrescentadas da conhecida
ocorréncia de metais nos solos desta regido, para supor que a vegetacdo é adaptada a tais
condicdes. Além disso, destacam que nestes ambientes sdo encontradas com frequéncia novas
espécies e endemismos. Para Silva (1992), os mais criticos fatores seletivos na area devem ser
as concentracdes altas de metais pesados, a pobreza de nutrientes e a pouca retencdo de agua,
ja que as plantas no local crescem diretamente sobre as jazidas de ferro. Tais fatores causam
pressdo ambiental, resultando numa forte selecdo natural. Os individuos das espécies de
plantas ali presentes, apesar das limitagdes que sofrem, acabam enfrentando uma menor
competicdo.

Ainda assim, é necessario destacar as condi¢fes que favorecem o climax da Floresta
Ombrofila. A alta umidade do ar, o diminuto periodo de estresse hidrico e a baixa amplitude
térmica, aliadas ao rompimento das condicGes edéficas que sustentam a savana metal&fila,
como as cavidades presentes nas cangas e no contato destas com a rocha, devido a processos
erosivos antigos que evoluiram com novas incasfes, acabam promovendo o gradativo avango
da floresta sobre os dominios da vegetacdo de canga (MARTINS, 2012).

A regido ganha ainda mais importancia se considerado o fato dos afloramentos de
rochas nos topos de morro serem grandes centros de diversidade e endemismo (POREMBSKI
et al., 1994). De acordo com Nunes (2009), as vegetacOes abertas na regido da FLONA de
Carajads ocorrem em ambientes distintos, podendo ser considerados raros. Estudos em
ambientes como este sdo urgentes, dados a relevancia do ecossistema de canga ferrifera e as
atividades de exploragdo do minério de ferro que vem ocorrendo de maneira bastante rapida.



Figura 1. Tipos fisiondmicos recorrentes nas cangas da Floresta Nacional de Carajas: (A)
Campos Rupestres Arbustivos; (B) Campos Rupestres Abertos. Fotos: H. C. Lima.

2.6 Mimosa acutistipula var. ferrea

Mimosa acutistipula (Martius) Benth., pertence a familia Leguminosae, subfamilia
Mimosoideae, e foi escolhida como espécie de interesse no presente estudo pela abundéancia e
ocorréncia natural de suas populacdes na Floresta Nacional de Carajas, PA. Barneby (1991)
verificou que s6 no género Mimosa, ocorrem aproximadamente 600 espécies distintas, em
maior nimero nas Américas do Sul e Central, com extensdes para a Africa e a Asia. Para o
mesmo autor, o centro de dispersdo esta localizado no Centro-Oeste e Nordeste brasileiros,
seguido de algumas regides da América Central, ja que essas espécies tém preferéncia por
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areas mais ou menos secas, abertas e em geral ndo florestais, onde assumem os habitos
subarbustivo, arbustivo e arboreo baixo. Entretanto, as espécies do género crescem em um
conjunto bastante diversificado de habitats, incluindo florestas tropicais Umidas, savanas,
florestas secas, desertos, pastagens e banhados (SIMON et al., 2011). Sé no Cerrado ocorrem
aproximadamente 200 espécies de Mimosa, sendo que a maioria delas é endémica do bioma
ou de locais especificos dentro dele (SIMON & PROENCA, 2000).

Mimosa acutistipula é caracterizada pelo porte de arbusto alto e arvoreta, alcangando
até 5 metros de altura. O caule é contorcido, enrugado, espinhoso, com casca escura e fendas
longitudinais. As folhas sdo bipinadas e as flores dispostas em longas inflorescéncias em
espigas, com calice campanulado esverdeado e estames excertos alvos, ligeiramente rosados
na base (Figura 2). O fruto é uma vagem indeiscente e articulada, com articulos de 7-9 mm de
comprimento (BARNEBY, 1991). A polinizacéo é realizada por Apis mellifera (ALMEIDA et
al, 2003) enquanto que a dispersdo de sementes é do tipo autocorica (FERREIRA, 2011).

Estudos recentes sobre o nimero de cromossomos em espécies do género tém sido
realizados (DAHMER et al, 2011; MORALES et al, 2014), sendo que Mimosa acutistipula é
considerada uma espécie tetraploide (2n=52) (DAHMER et al, 2011).

Mimosa acutistipula var. ferrea Barneby é uma variedade de ocorréncia comum em
vegetacdo campestre xeromorfica, principalmente em areas ricas em ferro como a Serra de
Carajas, no Pard. Barneby (1991) citou também as ocorréncias em Mato Grosso e Maranhéo,
mas estas areas carecem de estudos para futura confirmagdo da amplitude de distribuicdo
desta variedade. Esta é, portanto, uma espécie representativa da vegetacao rupestre que ocorre
nas chamadas savanas metal6filas que cobrem as cangas ferriferas na regido de Carajas, uma
designacdo fitofisiondmica relacionada ao bioma Cerrado. Sendo amplamente distribuida nas
cangas ferriferas de Carajas, 0 estudo genético desta espécie em particular trara importantes
informac@es acerca da sua conservacao, bem como podera ser base para outros estudos deste
tipo com outras espécies presentes neste habitat tdo rico e peculiar. A Figura 3 apresenta a
distribuicdo da espécie em territério brasileiro.
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Figura 2. Individuos adultos de Mimosa acutistipula var. ferrea em floracdo na Floresta
Nacional de Carajas, PA (A e B); Detalhe da inflorescéncia e foliolos de M. acutistipula var.
ferrea (C).
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FiQura 3. °Distribuigéo de Mimosa acutistipula em territdrio brasileirE) (BARNEBY, 1991).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Area de estudo, amostragem populacional e coleta do material vegetal

A érea de estudo situa-se na Serra de Carajas, no estado do Para. Para a realizacdo das
analises genéticas foram amostradas nove populacbes de Mimosa acutistipula var. ferrea,
situadas em trés areas de vegetacdo de Canga na Floresta Nacional de Carajas, PA (Figura 4).
Foram amostradas trés populacdes em cada uma das trés areas de canga. Amostras de folhas
foram coletadas de 15 a 20 individuos/populacdo, somando 175 individuos amostrados.

O material vegetal coletado (folhas) foi acondicionado em sacos pléasticos (tipo Ziploc)
contendo silica gel visando sua desidratacdo e preservacdo da molécula do DNA.
Posteriormente as amostras foram armazenadas em freezer a -20°C até a extragcdo do DNA
gendmico total. Também foram coletas amostras testemunhas de individuos férteis para a
confeccdo de exsicatas as quais foram depositados no Herbario do Instituto de Pesquisas
Jardim Boténico do Rio de Janeiro. Duplicatas de material de herbario serdo depositadas nos
herbarios do INPA e da Companhia Vale do Rio Doce na Serra de Carajas, PA. A localizacdo
precisa das nove populacdes de M. acutistipula amostradas foi determinada por meio de
georreferenciamento utilizando aparelho GPS (Tabela 1).

Tabela 1. Coordenadas geogréaficas e amostragem das nove populac@es de M. acutistipula var.
ferrea investigadas.

Populacéo Posicéo N° de individuos

Serra Norte 1 (SN1) 6°02'11" S, 50°17'01" W 20
Serra Norte 2 (SN2) 6°02'41" S, 50°12'42" W 20
Serra Norte 3 (SN3) 6°06'11" S, 50°11'21" W 15
Serra Sul 1 (SS1) 6°24'13" S, 50°20'51" W 20
Serra Sul 2 (SS2) 6°22'43" S, 50°23'08" W 20
Serra Sul 3 (SS3) 6°23'39" S, 50°22'15" W 20
Serra da Bocaina 1 (SB1) 6°18'40" S, 49°52'10.83" W 20
Serra da Bocaina 2 (SB2) 6°18'37" S, 49°52'20.52" W 20
Serra da Bocaina 3 (SB3) 6°18'52" S, 49°5324" W 20
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3.2 Extracdo, Quantificacéo e Diluicdo do DNA

A extracdo do DNA gendmico total das amostras de Mimosa acutistipula var. ferrea
foi realizada utilizando-se o protocolo de extracdo de tecidos vegetais CTAB (brometo de
cetiltrimetilamonio; DOYLE & DOYLE, 1987) modificado por Ferreira & Grattapaglia
(1998) (protocolo detalhado no Anexo A). Visando a facilitacdo da liberacdo do DNA, por
meio de lise mecénica da parede e membrana das células vegetais, as amostras foram
inicialmente maceradas utilizando-se um disruptor celular Mixer Mill (Retsch).

A quantificagdo do DNA total extraido foi realizada por comparacdo com padrdes de
massa molecular conhecida, utilizando-se 0 DNA do bacteriéfago Lambda apos eletroforese
em gel de agarose 1% corado com GelRed (Biotium, Inc). Para isso, as bandas de DNA no gel
foram comparadas visualmente com os padrdes de massa molecular (50, 100 e 200 ng de
DNA do fago Lambda). Para estimar a quantidade de DNA obtido foram utilizados 2 pL de
DNA estoque de cada amostra. Os géis foram analisados em transiluminador sob luz
ultravioleta e fotodocumentados.

Apos a quantificacéo, as amostras de DNA extraido foram diluidas em agua ultra-pura
e padronizadas a uma concentracdo de 2,5 ng/ul para utilizacdo na etapa de amplificagdo do
DNA.

3.3 Amplificacdo e Andlise dos Locos Microssatélites do Genoma do Cloroplasto
(cpDNA)

Para a analise da variabilidade genética nas populaces de M. acutistipula foram
inicialmente testados 20 pares de iniciadores (primers) universais, 10 deles originalmente
desenvolvidos para Nicotiana tabacum (WEISING & GARDNER, 1999), os quais
amplificam locos microssatélites do genoma do cloroplasto (cpSSR) da maioria das
angiospermas, e outros 10 pares de primers desenvolvidos para Epidendrum (Orchidaceae)
(PINHEIRO et al., 2009).

A amplifica¢do dos locos cpSSR foi realizada via PCR (Polymerase Chain Reaction)
utilizando-se um termociclador Veriti (Life Tecnologies, Inc) com gradiente de temperatura,
nas seguintes condicdes iniciais: 1) Desnaturagéo inicial a 94 °C durante 5 minutos, seguida
de 30 ciclos de: 2) Desnaturacdo a 94 °C durante 1 minuto; 3) Anelamento na temperatura
especifica de cada par de primer durante 1 minuto; 4) Extensdo a 72 °C durante 1 minuto e 5)
extensdo final a 72 °C durante 60 minutos. As reacGes para a amplificacdo dos locos cpSSR
continham os seguintes reagentes: tampéo de PCR 1X (10 mM Tris-HCI, pH 8,3, 50 mM
KCI, 1,5 mM MgCly), 200 uM de cada DNTP, 3,25 ug de BSA (Bovine Serum Albumin), 1
unidade de Taq polimerase (Biolase), 0,4 uM de cada primer, 5,0 ng de DNA e &agua
ultrapurificada para um total de 10 pL de reacdo final. Os produtos da PCR foram
posteriormente checados em gel de agarose 2% corado com GelRed (Biotium Inc.) e
fotodocumentados sob luz ultravioleta utilizando-se um transiluminador em sistema de
fotodocumentacdo (Major Science). Para a estimativa dos tamanhos dos produtos
amplificados em gel de agarose foi utilizado o marcador padréo Ladder 1 Kb plus.

Na etapa de transferabilidade dos marcadores microssatélites do cpDNA
desenvolvidos para Nicotiana tabacum e espécies de Epidendrum foram realizados testes
visando a otimizacdo das condi¢bes de amplificacdo destes locos para M. acutistipula. Neste
processo foram testadas diferentes temperaturas de anelamento para cada par de primers (47 a
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63°C), bem como diferentes concentragdes dos reagentes na PCR. A Tabela 2 apresenta 0s
locos microssatélites amplificados e suas caracteristicas.

Tabela 2. Caracteristicas dos locos microssatélites do genoma do cloroplasto (cpSSR) cujas
condigdes de amplificagcdo foram otimi*zadas para Mimosa acutistipula. (Ta) = Temperatura
de anelamento, Na = namero de alelos. (Weisigner & Gardner, 1999).

Locus Sequéncia dos primers” Ta (°C) Na Tamanho dos
CpSSR 5-3 fragmentos (pb)
ccmp0l  F: CAGGTAAACTTCTCAACGGA 57 1 125

R: CCGAAGTCAAAAGAGCGATT
ccmp02 F: GATCCCGGACGTAATCCTG 57 1 210
R: ATCGTACCGAGGGTTCGAAT
ccmp03 F.CAGACCAAAAGCTGACATAG 52 1 85
R: GTTTCATTCGGCTCCTTTAT
ccmp04 FAATGCTGAATCGAYGACCTA 57 2 109 - 110
R: CCAAAATATTBGGAGGACTCT
ccmp06 FOGATGCATATGTAGAAAGCC 58 5 94 -98
R: CATTACGTGCGACTATCTCC
ccmp07 F: CAACATATACCACTGTCAAG 58 2 148 — 149
RACATCATTATTGTATACTCTTTC
ccmpl0 R TTTTTTTTTAGTGAACGTGTA 46 1 109

R: ATTCGTCGDCGTAGTAAATAG

Apbs a amplificacdo, os produtos da PCR foram entdo diluidos e analisados
posteriormente sob eletroforese capilar em um sequenciador automatico de DNA ABI 3500
XL (Life Technologies, Inc.). Para a estimativa dos tamanhos dos alelos no sequenciador foi
utilizado o marcador interno GeneScan 600L1Z (Life Technologies, Inc.) e para tal um dos
primers de cada par utilizado foi marcado com um fluoréforo especifico (6-FAM, VIC, NED
e PET) para a deteccdo a laser dos produtos amplificados. Posteriormente os produtos
amplificados foram analisados no programa GeneMapper versdao 4.1 (Life Technologies,
Inc.), por meio do qual o tamanho dos alelos foram estimados e feita a deteccdo de
polimorfismos.

3.4 Analise dos dados

A diversidade genética foi estimada por meio dos seguintes parametros: nimero de
alelos (A), nimero de hapldtipos (H) e indice de diversidade genética de Nei (Hg) (NEI,
1987), por populagdo, os quais foram inferidos por meio do programa Arlequin 3.5
(EXCOFFIER et al, 1992).

Para a determinacdo dos padrbes de distribuicdo da variabilidade genética e
diferenciacdo genética entre as populacdes foi realizada uma analise de variancia molecular
(AMOVA), também utilizando-se o programa Arlequin 3.5 (EXCOFFIER et al, 1992). Os
dados dos haplotipos foram codificados como dados genotipicos genealogicamente néo-
ordenados, a fim de se calcular os parametros das estatisticas F-Wright e Rst também
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utilizando-se o Arlequin 3.5 (EXCOFFIER et al, 1992). A significancia dos indices de
diferenciacdo (Fsr e Rsr) foi testada por meio de 1000 permutacgdes utilizando-se teste néo
paramétrico, segundo Excoffier et al. (1992).

Foram também estimadas as relacbes genéticas entre os hapldtipos observados nas
populacdes de Mimosa acutistipula. Para tal foi realizada uma analise de rede (“Network™)
utilizando um critério de maxima parcimoénia pelo método “Median-Joining” (BANDELT et
al., 1999) implementada no programa NETWORK versdo 4.6.1.2 (Fluxus Technology Ltd. At
www.Fluxus-engineering.com; FORSTER et al., 2000).

Foi realizada uma analise de agrupamento (UPGMA), a qual infere sobre o
relacionamento entre pares de populagdes (SWOFFORD & OLSEN, 1990) com base em uma
matriz de distancias genéticas de Nei (1987), utilizando-se o programa Tools for Population
Genetic Analyses — TFPGA (MILLER, 1997). A significancia estatistica dos nds no
dendrograma foi estimada por meio de analise bootstraping a partir de 1000 permutacdes,
também implementada no programa TFPGA.

A hipotese de isolamento por distancia foi avaliada por meio do teste de Mantel
(Mantel, 1967) o qual relaciona distancia genética (no caso, a distancia genética de Nei) e a
distancia geografica (em Km) entre os pares de populacdes de M. acutistipula, a partir dos
locos polimérficos. O teste de Mantel foi executado a partir do programa Tools for Population
Genetic Analyses — TFPGA (MILLER, 1997).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Extracao e Quantificacdo de DNA

As extracdes de DNA das amostras de M. acutistipula apresentaram DNA de boa
qualidade e quantidade. A Figura 5 mostra gel de quantificacdo de DNA genémico total
extraido de amostras de diferentes individuos de M. acutistipula. Pela analise do gel foi
possivel determinar a concentracdo de DNA nas amostras, as quais apresentaram em média
100 ng/uL, variando de 50 a 350 ng de DNA/ L.

L2 e & O L SR 0L LA

Mimosa acustistipula
FOTO 0636
28-08-2012

Figura 5. Quantificacdo do DNA gendmico total extraido de amostras de M. acutistipula em
comparacdo aos padr6es de DNA do phago Lambda. Os numeros de 1 a 3 correspondem,
respectivamente, as massas moleculares de DNA do phago Lambda de 50, 100 e 200 ng. As
bandas no gel de 4 a 14 correspondem ao DNA extraido de 10 individuos de M. acutistipula
de populacdes provenientes das Serras Sul (4 a 10) e Norte (11 a 13) situadas na FLONA de
Carajés, PA.

4.2 Amplificagdo dos Locos Microssatélites do Genoma do Cloroplasto (cpSSR)

Dos vinte marcadores cpSSR testados, sete previamente desenvolvidos para
Nicotiniana tabacum tiveram as condigdes Otimas de amplificacdo determinadas (Tabela 2),
confirmando a transferabilidade destes marcadores para Mimosa acutistipula. Destes, trés
(ccmp04, ccmp06 e ccmp07) apresentaram polimorfismos e foram utilizados nas analises
genéticas populacionais. Na Figura 6 sdo apresentados os produtos obtidos a partir da
amplificagdo dos sete locos cpSSR para amostras de DNA de Mimosa acutistipula, em géis
de agarose 2%, documentados sob luz ultravioleta. Os tamanhos dos alelos estimados por
comparacdo com padréo Ladder 100pb, variaram de 80 a 200 pb (Figura 6), os quais foram
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posteriormente confirmados em sequenciador automatico de DNA. Nas figuras 7 e 8
observam-se 0s alelos detectados respectivamente para os locos cpSSR polimorficos (que
apresentaram variacdo de tamanhos de alelos) e monomorficos (locos que apresentaram um

unico alelo).

200pb —
100pb —
200pb —

100pb —

300pb —

200pb —

100pb —

200pb —

100pb —
200pb —
100pb —

200pb —

Figura 6. Produtos amplificados para sete locos microssatélites do genoma do cloroplasto de
Mimosa acutistipula, analisados em gel de agarose. O primeiro poco do gel mostra o
marcador Ladder 1Kb e os seguintes (nos. 1 a 4), mostram os produtos da amplificacdo dos
locos para quatro individuos da espécie. As imagens mostram os primers polimorficos (A)
ccmp4, (B) ccmp6 e (C) ccmp? e os monomoérficos (D) ccmpl, (E) ccmp2, (F) ccmp3 e (G)
ccmplO.
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Figura 7. Eletroferogramas mostrando os difrentes alelos observados para trés locos cpSSR
polimorficos em diferentes individuos de M. acutistipula da Serra de Carajas, PA, ap0s
analise em sequenciador automatico de DNA ABI 3500 XL. Cada pico na figura indica um
alelo. Os tamanhos dos alelos estdo indicados na barra superior, em pares de bases (pb). A)
Alelos observados para o loco ccmp4, B) ccmp7 e C) ccmp6.
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Figura 8. Eletroferogramas mostrando os diferentes alelos observados para trés locos cpSSR
monomorficos em diferentes individuos de M. acutistipula da Serra de Carajas, PA, ap0s
analise em sequenciador automéatico de DNA ABI 3500 XL. Cada pico na figura indica um
alelo. Os tamanhos dos alelos estdo indicados na barra superior, em pares de bases (pb). A)
Alelos observados para o loco ccml, B) ccmp3 e C) ccmpl0.
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4.3 Diversidade, Estrutura Genética de PopulacGes e RelacGes entre Haplotipos

No total foram identificados nove alelos para os trés locos cpSSR (ccmp 4, ccmp 6 e
ccmp 7) que apresentaram variacao, sendo que o nimero de alelos observados por loco variou de 2
as.

A analise combinada dos alelos possibilitou identificar 13 haplétipos diferentes para o
total de 119 individuos das nove populagdes amostradas de M. acutistipula na Serra de
Carajas, PA (Tabela 3). Dos 13 haplétipos observados, um mostrou-se mais frequente (8) em
relagdo aos demais (31%), com ocorréncia em todas as populacdes e dois foram representados
por apenas um individuo (9 e 12). A frequéncia dos demais haplotipos variou de 16% a 0.8%.
Dentre os 13 hapldtipos detectados, trés (1, 9 e 12) foram exclusivos de uma Unica populacéo,
respectivamente, SN3, SB2 e SB3 (Tabela 3 e Figura 9).

O indice médio de diversidade genética (Hg) observado para o conjunto das
populacgdes foi 0.3297, variando de 0.2184 a 0.4848 (Tabela 4). A populacdo que apresentou a
maior diversidade genética foi a populacdo da SB2, considerando todos os parametros
estimados (nimero de alelos, haplétipos e indice de diversidade de Nei), seguida pela
populacdo SB1. Considerando-se apenas os indices de diversidade genética de Nei, as
populacdes que apresentaram a maior diversidade foram as trés populac@es situadas na Serra
da Bocaina (SB1, 2 e 3).

Tabela 3. Hapl6tipos encontrados em nove populagdes de M. acutistipula na Serra de
Carajas, PA, com base na andlise combinada de trés locos microssatélites do genoma do
cloroplasto. N = n° de individuos, SN1 — Serra Norte 1, SN2 — Serra Norte 2, SN3 — Serra
Norte 3, SS1 — Serra Sul 1, SS2 — Serra Sul 2, SS3 — Serra Sul 3, SB1 — Serra da Bocaina 1,
SB2 — Serra da Bocaina 2, SB3 — Serra da Bocaina 3. Os nimeros abaixo das colunas de cada
loco cpSSR representam o tamanho dos alelos em pares de bases (pb).

Loco cpS55R
Haplétipos ccmp 04 cemp 06 cemp 07 N Freq. (%) Populacdo
1 108 95 143 4 34 EN3
2 108 97 148 4 34 SN1,5N2, 5Bl
3 108 h 148 7 59 SN2, 5N3
4 105 94 149 2 1.7 SN1,551
5 109 95 149 12 10.0 SN1,5N2, 351,552, 353, 5B1
] 109 96 149 14 11.8 SN1.5N2, 852,583, SB2, SB3
7 109 97 149 19 16.0 SN1, 5N2, 851,552, 553, 5B1,5B2
8 109 58 149 37 311 SN1.5N2, SN3, 551, 852, 5353, SB1, SB2, SB3
] 110 54 145 1 0.8 5B2
10 110 95 145 4 34 5B1, 5B2, 5B3
11 110 96 149 11 92 SB1,.5B2, 5B3
12 110 97 145 1 0.8 5B3
13 110 93 149 3 25 5B2, 5B3
Total 2 3 2 11%
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Figura 9. Frequéncia dos haplétipos observados em trés locos cpSSR de Mimosa acutistipula
na Serra de Carajas, PA. As cores representam as populacfes estudadas da Serra Norte (SN),
Serra Sul (SS) e Serra da Bocaina (SB) conforme a legenda a direita do gréfico.

Tabela 4. Estimativas da diversidade genética em nove populacfes de M. acutistipula var.
ferrea da Serra de Carajas, PA, com base na analise de trés locos cpSSR. (N) = numero de
individuos, (A) = numero de alelos, (Ny) = numero de haplétipos e (H:) = indice de
diversidade genética de Nei (1989).

Populacéo N A N, He
Serra Norte 1 18 8 6 0.30501
Serra Norte 2 13 7 6 0.35897
Serra Norte 3 12 5 3 0.29798

Serra Sul 1 10 6 4 0.21481

Serra Sul 2 11 6 4 0.23636

Serra Sul 3 13 6 4 0.24786

SerradaBocainal 16 7 6 0.42222
Serrada Bocaina2 12 9 7 0.48485
SerradaBocaina3 14 7 5 0.39927

Média 13.2 6.8 5 0.32970

A analise de distribuicdo da variabilidade genética dentro e entre as populagdes de M.
acutistipula, inferidas por meio da analise de variancia molecular (AMOVA), com base em
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dois indices (Fst e Rsr) distintos (Tabela 5) mostrou que a maior parte da variagcdo genética
encontrada (78 a 95%) é explicada pela variagdo contida dentro das populacées, sendo que 0
restante da variabilidade detectada entre as populacdes, evidenciando uma baixa a moderada
estruturacdo genética das populagdes (Rsr = 0.052; Fst = 0.215).

Tabela 5. Distribuicdo da variabilidade genética em nove populagdes de M. acutistipula na
Serra de Carajas, PA, inferida por meio de uma analise de variancia molecular (AMOVA) em
trés locos cpSSR.

Fonte de Porcentagem de Variagao? Porcentagem de Variagao? indice de
Variacao (%) (%) diferenciacdo genética
Fsr=0.215", Rg;=0.052*
Entre pops 21.53 5.21
Dentro das pops 78.47 94.79

*Teste de significancia (1000 permutacdes): P = 0.0001

As relacgdes entre os haplétipos de locos cpSSR de M. acustistipula, inferidas por meio
de uma andlise de rede utilizando o método Median-Joining, sdo apresentadas na Figura 10. A
rede mostra vetores que interligam os diferentes hapl6tipos, sendo que dezessete passos de
mutacdo unica foram identificados entre eles e dez dos treze haplétipos foram compartilhados
entre populagdes.

Na figura 10 também é possivel observar a existéncia de quatro hapl6tipos mais
frequentes (5, 6, 7, 8) localizados na parte mais central da network, a partir dos quais 0s
demais haplotipos mais raros se derivam, indicando serem o0s haplotipos mais ancestrais. As
relagbes dos hapldtipos na network também corroboram a fraca estruturagcdo genética
observada nas populacdes de M. acutistipula na Serra de Carajas com base nas outras analises
genéticas (AMOVA, indices Fst e Rst e teste de Mantel), bem como pelo padrdo de
distribuicdo geografica dos haplotipos nas populagbes (Figura 11). Observa-se o0
compartilhamento da maioria dos haplétipos nas populacbes de M. acutistipula, indicando a
provavel existéncia de fluxo génico histérico entre as mesmas na regido. Também €
evidenciada na network (Figura 10) a presenca de dois grupos de haplétipos menos
frequentes, os quais sdo derivados a partir do haplétipo mais frequente (8) encontrado em
todas as populacbes, bem como de outros dois mais comuns (7 e 5). Desses dois grupos de
haplo6tipos, o posicionado mais a esquerda na network € representado por hapl6tipos que
ocorrem exclusivamente nas popula¢des da Serra da Bocaina (SB), enquanto os hapl6tipos do
grupo situado a direita pertencem em sua maioria as populacées da Serra Norte (SN).
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Figura 10. RelacGes entre os hapldtipos em Mimosa acutistipula na Serra de Carajas, PA com
base em analise de rede (Network) utilizando o método Median Joining, a partir da variacédo
encontrada em trés locos cpSSR. Cada traco sobreposto as linhas que unem os haplétipos
representa um evento mutacional. O tamanho dos circulos representa, em proporcdo, as
frequéncias de hapl6tipos. Os nimeros correspondem aos hapl6tipos e as cores indicam as
populacdes, como descritas na legenda a direita da figura. As duas elipses correspondem a
dois grupos de haplétipos mais recentes, observados exclusivamente na Serra da Bocaina (SB)
e em populacdes predominantemente situadas na Serra Norte (SN).
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Figura 11. Distribuicdo geogréfica de haplotipos observados em nove populagdes de M. acutistipula para trés locos cpSSR. Os tamanhos
dos circulos s&o proporcionais ao tamanho amostral e as cores representam os haplétipos, conforme legenda a direita da figura.
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A analise de agrupamento (UPGMA) inferida a partir de estimativas das distancias
genéticas de Nei (1972; 1978) mostrou baixas distancias genéticas entre as populacgdes,
evidenciando a fraca estruturacdo no conjunto das populacfes de M. acutistipula estudadas,
com excecdo da populacdo SN3, a qual se mostrou bastante distanciada do grupo maior
formado pelo conjunto das demais populagdes no dendrograma, com suporte de bootstraping
de 100% (Figura 12). No entanto observa-se também o agrupamento das populacdes da Serra
Sul e duas das trés populacGes da Serra da Bocaina, com bootstrapping de 48 e 73%,
respectivamente.
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Figura 12. Andlise de agrupamento (UPGMA) de nove populacdes de Mimosa
acutistipula var. ferrea da Serra de Carajas, PA inferida a partir de estimativas das
distancias genéticas de Nei (1972; 1978).

Na Tabela 6 é apresentada a matriz que correlaciona as distancias genéticas e
geogréficas entre as populacfes de M. acutistipula analisadas par a par. Com base nesta
matriz foi feito o Teste de Mantel, que avalia a hipdtese de isolamento por distancia. Os
resultados do teste de Mantel mostraram correlagdo muito fraca (r = 0.2163; p = 0.039), entre
as variaveis testadas, indicando uma pequena influéncia da distancia geografica entre as
populacOes para explicar a diferenciacdo genética observada entre elas (Figura 13).

28



Tabela 6. Matriz de correlacdo entre distancias genéticas de Nei (na parte de baixo da
diagonal) e distancias geogréficas (acima da diagonal, em quilémetros) entre as popula¢es
de M. acutistipula var. ferrea na Serra de Carajas, PA, analisadas par a par.

SN1 SN2 SIN3 551 552 553 5Bl sSB2 SB3

SN1 - 7,85 12,75 414 39.5 40,9 545 549 5335
SN2 | 0,0799 - 6.85 427 41.8 42.6 47.5 479 46.3
SN3 | 0,3576 0,1667 - 37.5 374 38 41.6 42 40.7
551 | 0,0741 0,033 02913 - 5 2,7 53,5 53, 514
552 | 0,0799 0,0396 03586 0,0373 - 24 57.3 57.6 5535
553 | 0,0496 0,0342 03178 0,0118 0,145 - 53,8 3 33,6
SB1 | 0,225 03521 0,8991 10,3053 02169 10,2326 - 0, 23

5B2 | 0,0699 01024 0456 0,0866 00776 0,0687 0,091 - 2

SB3 | 0,263 02242 10,6956 02082 0,127 0,1666 0,0445 0,0731
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Figura 13. Correlacéo entre distancia genética de Nei e distancia geogréafica (Km) para nove
populacdes de M. acutistipula, analisadas par a par a partir do Teste de Mantel, com base na
variagdo observada em trés locos cpSSR (r=0.2163; p=0.039).
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4.4 Discussao

Este estudo mostrou a utilidade de marcadores microssatélites do genoma do
cloroplasto na deteccdo de variacdo genética suficiente para a realizacdo de analises
populacionais em Mimosa acustistipula var. ferrea, possibilitando compreender os padrdes de
distribuicdo da variabilidade genética e o fluxo génico histdrico em populacGes desta espécie
na regido da Serra dos Carajas, PA. Espera-se que as informacGes aqui apresentadas possam
nortear estratégias efetivas para a conservagdo da espécie, assim como servir de modelo para
estudos similares com outras espécies de plantas caracteristicas da vegetacdo de canga na
regido da Serra de Carajas.

As populacdes de Mimosa acustistipula var. ferrea analisadas apresentaram
consideravel diversidade genética (He medio = 0.329, variando de 0,21 a 0,48) com base na
andlise conjunta de trés locos microssatélites do genoma do cloroplasto, sendo que a
diversidade média (Hg=0,33) encontrada foi um pouco inferior a registrada em outros estudos
que também utilizaram este marcador molecular em espécies tropicais (BUTAUD et al., 2005;
ANDRIANOELINA et al., 2005; LEMES et al., 2010; PINHEIRO et al., 2011). Todas as
populagdes estudadas apresentaram polimorfismos para pelo menos um dos locos cpSSR
analisados. O nimero médio de alelos encontrado por loco cpSSR polimorfico (3,0),
compara-se aos encontrados em populag@es de outras espécies, 0s quais variaram de 2,3 a 5
alelos por loco (COLLEVATTI et al.,, 2003; LIRA et al., 2003 BUTAUD et al., 2005;
CUBAS et al.,, 2005; ANDRIANOELINA et al., 2006; PARDO et al., 2008; EBERT &
PEAKALL, 2009; LEMES et al., 2010; HERNANDEZ et al, 2013), indicando o alto
contetdo informativo dos marcadores utilizados para se detectar variabilidade genética nas
populacdes de M. acutistipula.

As populacbes que apresentaram maior diversidade genética foram as populacfes
localizadas na Serra da Bocaina, situada fora da FLONA de Carajés. Os indices de
diversidade genética (Hg) mostram que as populacdes da Serra da Bocaina sao mais variaveis
que as demais, com valores de He variando de 0.399 a 0.485. A populagéo Serra da Bocaina 2
apresentou o maior nimero de alelos (A=9), de hapl6tipos (Ny=7) e indice de diversidade
genética (He=0.485). Estdo também presentes unicamente na Serra da Bocaina dois dos trés
haplotipos exclusivos encontrados neste estudo (9-SB2; 12-SB3), além de outros trés (10, 11
e 13) que s6 sdo compartilhados entre as populacdes desta serra. Por outro lado, a populagéo
Serra Norte 3, que estd localizada no corpo N4WS, apresentou o menor numero de alelos
(A=5) e de haplétipos (Nh=3) quando comparada as demais populacGes estudadas. Entretanto,
um destes hapl6tipos se mostrou exclusivo desta populacdo, estando presente em quatro dos
doze individuos analisados. A alta frequéncia de um haplé6tipo exclusivo desta populacéo &,
provavelmente, o principal motivo que distancia geneticamente a Serra Norte 3 das demais
populacdes, na analise de agrupamento (Figura 12). A baixa diversidade genética encontrada
e a alta frequéncia do hapldtipo exclusivo nesta populacdo podem indicar evento de
colonizacdo mais recente. J& a maior diversidade genética encontrada nas populacées situadas
na Serra da Bocaina, reflete 0 maior acimulo de informacdo genética nestas populages, as
quais provavelmente ndo sofreram gargalos populacionais significativos, podendo tratar-se de
populagdes mais ancestrais.

O padréo de distribuicdo da variabilidade genética nas populagdes de M. acutistipula,
como evidenciado pelos resultados da AMOVA e pelos indices de diferenciacdo genética (Fst
= 0.215 e Rst = 0.05), mostra que a maior parte da variabilidade genética encontra-se dentro
das populagdes revelando a baixa estruturacdo genética das mesmas. Além disso, o fato de 10
dos 13 haplotipos encontrados serem compartilhados entre as populacGes sugere a ocorréncia
de intenso fluxo génico histdrico entre elas.
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As diferencas observadas nos indices de diferenciacdo geneética (Fst = 0.215 e Rst =
0.052) se devem provavelmente aos diferentes modelos de mutagéo que os regem. Enquanto o
indice Fst (WRIGHT, 1951) assume uma baixa amplitude de mutacdo e segue o modelo de
alelos infinitos (onde cada mutacdo pode gerar uma série infinita de alelos), o indice Rst
(SLATKIN, 1995) considera a proporcao da variancia entre o tamanho dos alelos, seguindo
estritamente 0 modelo stepwise de mutagdo (no qual é considerada a perda ou ganho de uma
Unica repeticdo por vez). Em suma, o Rst € um indice Fsr corrigido, que supostamente reflete
de maneira mais adequada a informacdo contida nos locos microssatélites, ja que estes
marcadores seguem 0 modelo de mutacgéo stepwise (GOLDSTEIN & POLLOCK, 1997). De
qualquer forma, ainda ha um grande debate sobre qual destas estatisticas melhor estima a
diferenciacéo genética entre as populagdes.

As relacBes entre os 13 haplétipos multilocos de cpSSR, inferidas pelo método
Median Joining, mostram a ocorréncia de quatro haplotipos mais frequentes os quais
encontram-se presentes na maioria das populacgdes, sendo que o hapl6tipo (8) mais frequente é
encontrado em todas as populacbes estudadas. Os haplotipos mais frequentes ficaram
dispostos na parte central da rede (Figura 10), sendo provavelmente os mais antigos ja que,
segundo Avise (2009), os haplétipos mais comuns costumam ser 0s mais ancestrais. A partir
desses quatro hapldtipos mais frequentes sdo derivados os demais haplétipos de menor
frequéncia, dentro os quais destacam-se dois grupos de haplotipos com ocorréncia nas Serras
da Bocaina e Norte, os quais provavelmente derivaram-se mais recentemente. Todos 0s
haplotipos diferiram entre si por apenas um passo mutacional.

O alto grau de compartilhamento dos hapl6tipos mais frequentes na maioria das
populacdes amostradas sugere a ocorréncia de intenso fluxo génico historico entre as
populacdes, o qual moldou a fraca estrutura genética observada no cpDNA de M. acutistipula
na Serra de Carajas. Ja a presenca de dois grupos diferenciados de hapl6tipos menos
frequentes provavelmente tem origem mais recente (apds o Ultimo Méximo Glacial), quando
a floresta expandiu-se mantendo isoladas as vegetacGes de cangas, levando a diferenciacdo
genética destas populacdes em diferentes serras (Serras Norte e Bocaina). Apesar de fraca,
esta estruturacdo genética foi corroborada pelos indices significativos de Fste Rst, sendo que
o0 Fst foi mais sensivel em detectar esta diferenciacdo genética entre as populacdes.

Mudancas climaticas ocorridas na Terra, desencadeadas pelos ciclos de Milankovitch
durante os Gltimos dois milhdes de anos, geraram alternancias entre periodos mais secos e
umidos nos continentes, causando alteracbes no ambiente, bem como afetando diretamente a
extensdo e configuracdo dos habitats existentes no planeta. Tais mudancas influenciaram
significativamente os padrfes de distribuicdo, rotas de dispersdo e colonizacdo das espécies
(DYNESIUS & JANSSON, 2000). Tais alteragbes também afetaram a dindmica das
formag0es florestais e de savanas na Amazonia (HAFFER & PRANCE, 2002).

Antes disso, durante o0 Mioceno, a vegetacdo predominante na Bacia Amazénica era
aberta, do tipo savana, sendo que as florestas pluviais s6 passaram a se estabelecer na
transicdo deste periodo para o Plioceno (MORNER et al., 2001). Sabe-se que as formagdes
vegetais mais abertas tém origem arcaica (AB"SABER, 1986), antecedendo o periodo de
expansao da floresta amazénica (NUNES, 2009). A presenca de savanas na regido amazonica
antecede provavelmente a seis milhdes de anos AP. Ja& durante o Quaternario Tardio
ocorreram reducOes das areas de florestas pluviais imidas em algumas partes da Amazonia
(HAFFER & PRANCE, 2002).

Em eventos climéticos mais recentes (Ultimo Méaximo Glacial), foram desencadeadas
continuas expansoes e retraces das savanas neotropicais (Figura 14), sendo que varias areas
de savanas amazodnicas, hoje separadas, provavelmente ja estiveram em algum momento
conectadas no passado (BEHLING, 1998; HAMMEN & HOOGHIEMSTRA, 2000). Na
figura 14 € apresentada a reconstru¢do do padrdo de distribuicdo da vegetagdo na Bacia
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Amazonica e arredores, durante o Ultimo Maximo Glacial, aproximadamente 20.000 AP
(VAN DER HAMMEN & HOOGHIEMSTRA, 2000). Anélises palindlogicas sugerem que as
florestas amazénicas foram substituidas pelas savanas neste periodo (ABSY et al, 1991,
HERMANOWSKI et al, 2012). Entretanto, a ideia de que as oscilagdes ocorridas durante o
Pleistoceno séo responsaveis por tal diversificacdo é controversa (COLINVAUX et al, 2000;
RULL, 2011), e os estudos biogeogréficos historicos e filogeograficos na América do Sul s&o
urgentes para entender como eventos passados afetam a disposicdo atual das populacbes
(TURCHETTO-ZOLET et al, 2013)

Estudos palinoldgicos realizados especificamente na Serra de Carajas indicam que
houve, pelo menos, trés fases de aridez no local, entre o periodo de 65 a 10 mil anos atrés, as
quais seguiu a expansdo das savanas (ABSY et al, 1991; HOOGHIEMSTRA & VAN DER
HAMMEN, 1998; VAN DER HAMMEN & HOOGHIEMSTRA, 2000). Registros de pdlen
fossil apontam que as savanas foram dominantes em Carajas nos periodos de 65.000 AP,
40.000 AP, e entre 25.000 e 10.000 AP (HOOGHIEMSTRA & VAN DER HAMMEN,
1998). Depois disso, a partir de 9.000 AP, fdsseis de polen apontam para o desenvolvimento
completo da floresta tropical na regido de Carajas. No entanto, registros de uma nova fase de
clima seco fez a floresta retrair novamente por volta dos 5.000 AP. Depois disso, a floresta
pluvial se estabeleceu sem registros de mudancas significativas na regido (SERVANT et al.,
1993).
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Figura 14. Reconstrucdo do possivel padréo de distribuicdo da vegetacdo na Bacia
Amazoénica e arredores durante o Ultimo Maximo Glacial, aproximadamente 20.000 AP
(VAN DER HAMMEN & HOOGHIEMSTRA, 2000)

32



Nessas circunstancias, as condi¢cdes climaticas favoraveis que ocorreram durante o
Pleistoceno Tardio promoveram a expansdo das savanas para além dos seus limites como
atualmente observados na regido amazonica. A atual disposicdo das savanas metalofilas
(cangas) em Carajas, isoladas entre si pela matriz florestal, provavelmente difere da
conformacdo que tinham no passado, quando as populacdes amostradas possivelmente
estiveram interligadas, promovendo o fluxo génico entre elas. O grande compartilhamento de
haplotipos mais frequentes, provavelmente mais ancestrais, observado na maioria das
populagdes de M. acutistipula var. ferrea reflete o padréo de distribuicdo da variabilidade
genética encontrado no cpDNA da espécie.

Uma explicacdo alternativa para tal padrdo de distribuicdo pode ser a presenca de
pequenas areas com vegetacdo de canga entre as populacfes analisadas, também isoladas pela
matriz florestal, as quais ndo foram amostradas no presente estudo. Estas areas podem estar
desempenhando a funcdo de stepping stones (ou trampolins ecoldgicos), as quais estariam
facilitando o fluxo génico mais contemporaneo entre as areas maiores de vegetacao de canga
(METZGER, 2001; GRAHAM, 2001; UEZU et al, 2008), promovendo assim a conectividade
entre as areas.

A fraca correlacdo entre distancia genética e distancia geografica evidenciada pelo
teste de Mantel indica que a diversidade genética observada nas populacdes de Mimosa
acutistipula é pouco influenciada pelo isolamento geografico.

A maior diversidade genética observada nas populacdes da Serra da Bocaina, reflete
um maior acumulo de mutacdes nos locos cpSSR. E possivel que os gargalos sofridos pelas
populacdes da Serra da Bocaina tenham sido menos significativos em comparagdo aos
sofridos pelas outras populacgdes indicando provavelmente que estas populacfes sdo as mais
antigas dentre as analisadas na regiéo.

Os dois grupos distintos de haplétipos presentes nas populacdes da Serra da Bocaina e
Serra Norte, 0s quais provavelmente derivaram de haplétipos mais ancestrais, indicam que
estes se diversificaram nestas serras no periodo interglacial atual, ap6s o ultimo registro de
periodo mais seco na regido quando houve a contracdo das areas florestais (5000 AP). Logo
apos, a floresta pluvial se estabeleceu isolando as &areas de cangas, mantendo-se como
atualmente observado. Dessa forma, como esperado para uma espécie predominantemente
autocorica como M. acutistipula (FERREIRA, 2011), o fluxo génico via sementes é restrito,
levando a diferenciacdo genética entre as populacdes de M. acustitipula situadas nas
diferentes serras de Carajas, conforme evidenciado pelas relagdes entre os hapldtipos nesses
dois grupos circundados na rede (Figura 10).

A hipotese de fluxo génico restrito mais recente, levando a diferenciacdo genética das
populacdes de M. acutistipula nas diferentes serras, deve ser melhor corroborada por meio da
analise de locos microssatélites do genoma nuclear, os quais possibilitam investigar o fluxo
génico mais contemporaneo via polen. Sabe-se que locos microssatélites do genoma nuclear
possuem taxas de mutacdo bem mais altas que outras regides deste genoma (JARNE &
LAGORDA, 1996; LI, 2002), no entanto, as taxas de mutacdo e evolucdo de microssatélites
do genoma do cloroplasto sdo pouco conhecidas (ver no entanto trabalho com Pinus
torreyanna; PROVAN et al., 1999). Outra questdo a ser considerada diz respeito a potencial
ocorréncia de homoplasia nos locos microssatélites, a qual estd diretamente relacionada a taxa
de mutagdo nos locos SSR individualmente (SCHLOTERER, 1998). O baixo nimero de
alelos encontrados nos locos cpSSR comparados ao locos SSR do genoma nuclear sugerem
uma taxa de mutacdo mais lenta para os locos cpSSR e, dessa forma, o efeito da homoplasia
nestes locos pode nédo ser tdo pronunciado em comparacdo ao genoma nuclear (PROVAN et
al. 1999; PROVAN, 2001). Estudo realizado com Pinus mostrou que o efeito de homoplasias
ndo afetaram os indices de diversidade genetica de Nei (Hg) em locos cpSSR e que 0 uso de
um grande numero de locos contribui para diminuir a influéncia das homoplasias nas

33



estimativas de diversidade genética (NAVASCUES & EMERSON, 2005). No entanto, 0
efeito de homoplasias na interpretacdo de dados cpSSR ndo deve ser negligenciado,
principalmente quando se trata de analises filogenéticas.
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5. CONCLUSOES

e O estudo mostrou a utilidade de marcadores microssatélites do genoma do cloroplasto
(cpDNA) na deteccdo de variagdo genética suficiente para a realizacdo de analises
populacionais e fluxo génico histérico em Mimosa acustistipula var. ferrea.

e As populagbes de Mimosa acustistipula var. ferrea apresentaram consideravel
diversidade genética, sendo que as trés populacdes localizadas na Serra da Bocaina
foram as mais diversas, sugerindo a necessidade de acdes especificas para a
conservacao destas populagoes.

e O padréo de distribuicdo da variabilidade genética nas populacbes de M. acutistipula
mostrou que a maior parte da variabilidade genética encontra-se dentro das
populacdes, revelando a baixa estruturacao (diferenciacdo) genética entre elas.

e A diversidade genética observada nas populacdes de Mimosa acutistipula € pouco
influenciada pelo isolamento geografico.

e [Foram identificados 13 hapl6tipos, sendo a maioria deles compartilhada entre as
populagbes amostradas de Mimosa acutistipula, corroborando assim a baixa
estruturacdo genética encontrada nas populacdes em geral 0 que sugere a ocorréncia
de intenso fluxo génico histdrico entre elas.

e A ocorréncia de varios haplotipos do cpDNA, comuns na maioria das populacdes de
M. acutistipula, bem como de grupos de hapl6tipos mais recentes exclusivos de
determinadas serras (Serras Norte e Bocaina), sugerem a possivel influéncia que
eventos historicos, relacionados as alternancias climaticas ocorridas no passado, e 0
fluxo génico historico, provavelmente tiveram no padrdo atual de distribuicdo da
variabilidade genética observado nas populac@es da espécie na regido.

e A hipédtese de fluxo génico mais recente (apos o Ultimo Maximo Glacial) deve ser
melhor corroborada por meio da analise de locos microssatélites do genoma nuclear,
0s quais possibilitardo investigar o fluxo génico mais contemporaneo via polen.

e As informacbes aqui apresentadas constituem subsidios importantes para nortear
estratégias para a conservacdo efetiva de populac@es de Mimosa acutistipula na regido
da Serra de Carajas, assim como poderao servir de modelo para estudos similares com
outras espécies de plantas caracteristicas da vegetacdo de canga, contribuindo dessa
forma para o melhor conhecimento e conservacdo desta vegetacdo que abriga uma
grande variedade de espécies endémicas.
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ANEXOS

ANEXO A. Extracdo de DNA dos tecidos foliares — Protocolo CTAB 2% (DOYLE &
DOYLE, 1987) modificado por Ferreira & Grattapaglia (1998)

Materiais
e Um microtubo em U para cada amostra;
3 microtubos eppendorfs para cada amostra;
Marcador permanente ponta fina;
Tesoura,;
Pinca;
Beads (1 pequena e 1 média por amostra);
Im3;
Macerador;
Tubo Falcon;
Banho-maria;
Suporte para tubos no banho-maria;
Raque para tubos;
Centrifuga;
Vortex;
Pipeta;
Ponteira.

Reagentes
e Tampdo de extracdo CTAB 2X
2-B-mercaptoetanol (2ul/ml de CTAB 2%)
Proteinase K (0,5mg/ml)
ClA24:1
Isopropanol absoluto (100%)
NaCl 2 M
Etanol 70%
Etanol absoluto (100%)
Tampéo TE (Tris-HCI 1 M pH 8,0; EDTA 0,5 M pH 8,0) + RNAse (10ug/ml)

Método

01) Identificar tubos com fundo em U;

02) Pesar em torno de 40 mg de folha e cortad-las usando pinca e tesoura, previamente
esterilizadas em pedagos bem pequenos, colocando cada amostra em um tubo U.

03) Colocar as beads (uma pequena e outra média) com auxilio de pin¢a nos tubos U e
macerar 0 material por 2 minutos na frequéncia 30 (Retsch MM400).

04) Bater levemente os tubos U em uma superficie para que o material macerado acumulado
nas tampas dos tubos se concentre no fundo do tubo e as beads possam ser mais
facilmente retiradas;

05) Retirar as beads usando o im§;

06) Acrescentar a cada tubo U 700 pL de tampéo de extragdo CTAB, previamente misturado
com o 2-B-mercaptoetanol (2ul/ml de tampdo CTAB) e com a proteinase K (0.5 mg/ml),
pré-aquecidos por 10 min em tubo Falcon;
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07) Incubar as amostras em banho-maria usando o suporte a 60 °C por 30 minutos e de 10 em
10 minutos inverter os tubos U para que a suspensao fique homogénea; retirar os tubos U
do banho-maria e deixa-los esfriar na raque.

08) Fazer a primeira extracdo com CIA (24:1). Colocar 600 pl em cada tubo U e agita-los por
5 minutos, invertendo-os;

09) Centrifugar as amostras a uma velocidade de 13000 rpm por 10 minutos;

10) Pipetar a fase superior (aquosa) para tubos eppendorf previamente identificados;

11) Repetir os passos 8, 9 e 10;

12) Adicionar 400 L de isopropanol frio (-20 °C) aos tubos contendo a fase aquosa. Misturar
devagar;

13) Incubar o material a uma temperatura de -20 °C durante 2 horas;

14) Centrifugar por 10 minutos a 7500 rpm;

15) Verificar aonde se encontra o pellet e retirar o excesso de isopropanol invertendo
cuidadosamente os tubos em descarte na capela;

16) Acrescentar 1 mL de etanol 70%, deixando o pellet imerso por 10 minutos;

17) Retirar o etanol invertendo cuidadosamente o tubo;

18) Ressuspender o pellet em 500 uL de NaCl 2 M, no vortex.

19) Deixar o pellet ressuspendendo até o dia seguinte a temperatura ambiente.

20) Vortexar.

21) Deixar pelo menos 30 minutos em geladeira a 4°C;

22) Centrifugar por 10 minutos a 12000 rpm;

23) Recuperar o sobrenadante com cuidado, evitando puxar junto os polissacarideos;

24) Reprecipitar com 400 pl por amostra de isopropanol frio (-20 °C) e misturar devagar.

25) Incubar em freezer a -20 °C por 30 minutos;

26) Centrifugar por 10 minutos a 7500 rpm;

27) Verificar aonde se encontra o pellet e retirar o excesso de isopropanol invertendo os tubos
com cuidado;

28) Acrescentar 1 ml de etanol 70%, deixando o pellet imerso por 10 minutos;

29) Retirar o etanol invertendo com muito cuidado os tubos;

30) Repetir os passos 28 e 29;

31) Colocar 1 ml de etanol absoluto (100%) e deixar por 3 minutos;

32) Retirar o maximo de etanol possivel e deixar secar na capela até o dia seguinte;

33) Ressuspender o pellet com 100 pl de tampdo TE acrescido de RNAse;

34) Incubar a 37 °C por 2 horas para digestdo com a RNAse. Vortexar de 30 em 30 minutos;

35) Armazenar o material extraido em freezer ou em geladeira, dependendo de quando sera
usado.
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