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RESUMO

O Cerrado é considerado uma das savanas mundiais, onde as ocorréncias de queimadas
sdo comuns. Portanto, o fogo € um importante agente seletivo do meio, ou filtro ambiental, e
tem grande influéncia na dindmica ecoldgica e evolutiva de todos os organismos que la
habitam. Das espécies da fauna e flora endémicas das savanas, muitas apresentam algum
tipo de adaptacdo que favorece sua sobrevivéncia durante e apos as queimadas. As
gueimadas naturais ocorrem sob os diferentes regimes de fogo, que compreendem:
frequéncia - intervalo de tempo entre queimadas; intensidade - caracterizada pelo calor
liberado na combustédo; época - estacdo do ano; e tipo — conforme o estrato vegetacional
predominantemente queimado, a dire¢do do vento e a topografia local. Embora haja, na
literatura, muitos estudos sobre os efeitos ecolégicos do fogo nas savanas, estudos
genéticos tendo o fogo como um importante agente seletivo sao recentes. No Brasil, 0 Unico
local em que se desenvolve um projeto de longo prazo para estudar a dindmica dos regimes
de fogo é na Reserva Ecolégica do IBGE, Brasilia-DF. O local contém cinco parcelas
permanentes, em que foram estabelecidos quatro diferentes frequéncias de fogo: trés delas
com queimas bianuais, uma com queimas quadrienais e uma preventiva contra fogo.
Escolheu a espécie Vellozia squamata Pohl como modelo para averiguar a possivel
influéncia de diferentes regimes de fogo no nivel genético. O estudo foi pautado na seguinte
pergunta: A variabilidade e a estruturacdo genética para individuos de uma mesma
populacdo variam sob diferentes regimes de fogo? Hipoteses (1) A variabilidade genética
ndo se altera com o regime de fogo e, (2) A estruturacdo genética ndo se altera com o
regime de fogo. Para tanto, foram desenvolvidos 51 marcadores do tipo microssatélite para
a espécie, dos quais dez foram utilizados na genotipagem da populagdo amostral de V.
squamata. Os resultados indicam que a diversidade é alta em todos os tratamentos
(H. = 0,79) e ha alta endogamia intrapopulacional (F;g = 0,413), 0 que sugere a ocorréncia
de autofecundagdo e/ou cruzamentos entre os individuos aparentados. A variabilidade
estimada entre os tratamentos foi considerada intermediaria (Fsy = 0,084), indicando a
existéncia de variagdo entre tratamentos e relacionado com a deriva genética. Assim como
se verificou haver variabilidade devida a diferentes frequéncias de fogo entre os
tratamentos, por meio de AMOVA (Andlise de Variancia Molecular). Os parametros
genéticos populacionais estimados sao importantes para inferir sobre a diversidade e
estrutura genética da espécie e gerar subsidios para sua conservagdo, assim como
responder como a diversidade e estrutura genética podem ser afetadas por diferentes

frequéncias de fogo.
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ABSTRACT

The Cerrado is considered one of the world's savannas, where fire occurrences are
common. Therefore, fire is an important selective agent in the environment, or environmental
filter, and has great influence on the ecological and evolutionary dynamics of all organisms
that inhabit savannas. Several species of flora and fauna endemic to the savanna have
some kind of adaptation to facilitate their survival during and after fires. Fires in savannas
occur under different regimes, which comprise: frequency - time interval between fires;
intensity - reflected by the heat released in the combustion; season — period of the year, and
type — depending on the vegetation layer predominantly burned, wind direction and local
topography. Although many ecological studies on fire in the savannas exist in the literature,
genetic studies showing fire as an important selective agent are recent. In Brazil, the only
place where a long-term project is developed to study the effects of fire regimes in fauna and
flora is the Ecological Reserve of IBGE, Brasilia-DF. The site contains five permanent plots
where four different frequencies of experimental fires were established: three with bieannial
fires at different seasons, one with quadrennial fires, and a control with no fire. We chose the
species Vellozia squamata Pohl to investigate whether there was variation in the genetic
diversity, as well as the genetic structure of the population, due to different fire frequencies.
The study was guided by the following question: Variability and genetic structure of
individuals within a population vary under different fire regimes? Assumptions (1) genetic
variability does not change with the fire regime, and (2) genetic structure does not change
with the fire regime. We then developed 51 microsatellite markers for the species, of which
10 were used for genotyping the sample population of V. squamata. The results indicate that
the diversity is high in all treatments (H, = 0,79 e SH, = 0,04) and there is a high inbreeding
within populations (F,s = 0,413), suggesting the occurrence of self-fertilization and/or
fertilization among related individuals. The estimated variability among treatments showed
intermediate values (Fgr = 0,084), indicating the existence of variation among treatments,
related to genetic drift (subdivision of treatments). Results also showed the existence of
variability due to different fire regimes by means of AMOVA (molecular analysis of variance).
The genetic parameters here estimated are important to infer about the genetic diversity and
structure of the species, and to generate subsidies for conservation, as well as to reveal

effects of fire on the genetic level.
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1. INTRODUCAO
1.1. As savanas e suarelagdo com o Fogo

As savanas distribuem-se na zona tropical do globo e abrangem os
continentes da América do Sul, Central e sul da América do Norte, Africa Central e
Sul, Asia e norte da Australia (Pausas & Keeley 2009) (Figura 1). Em todos esses
continentes, o fogo molda as paisagens savanicas de modo que a fisionomia vegetal
€ caracterizada por predominancia de gramineas, e arbustos e arvores em

guantidades variaveis.
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Figura 1: Mapa global da distribuicdo do fogo (Bond et al. 2005a). Em vermelho mais intenso
corresponde as areas de distribuicao das plantas C,4, que coincide com a distribuicdo das savanas.

A existéncia do bioma savanico coincide com o aparecimento das gramineas
C,. Essas gramineas vivem sob temperaturas elevadas, apresentam alta eficiéncia
fotossintética em meio com baixa disponibilidade de CO, e, portanto, alta
produtividade. Em clima estacional — proprio das savanas — a parte aérea dessas
gramineas desseca na época seca e apresenta alta flamabilidade. O ciclo se forma:
a vegetacdo rasteira gera o combustivel para as queimas e essas, por sua vez,

favorecem a permanéncia e a expansao das gramineas, e assim sucessivamente.
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Ou seja, devido a essa retroalimentacdo positiva de fogo e graminea, ambos
expandiram globalmente, originando as savanas. Outros tipos de plantas, como as
arbustivas e arboreas adaptadas a tal ciclo, também compbe as fitofisionomias
savanicas atuais (Beerling & Osborne 2006; Osborne & Beerling 2006; Pausas &
Keeley 2009; Edwards et al. 2010).

O fogo nas savanas, evolutivamente, pode ser considerado com um dos
agentes seletivos, pois favorece individuos com atributos, ou caracteristicas
adaptativas, a ele relacionadas. Usualmente, tem-se como exemplos de atributos
adaptativos as queimas a presenca de 6rgdos subterrdneos — como xilopadio,
rizoma, bulbo — com fungdes de reserva d’agua e/ou de armazenamento de
nutrientes minerais; stuber espesso nos troncos e ramos das arvores, que funcionam
como isolante térmico e protecdo interna dos tecidos vivos; estruturas de protecdo
das gemas aéreas e/ou subterrdneas; brotos subterraneos; espessamento do
tegumento das sementes; e estratégias reprodutivas, como exposi¢cdo dos 6rgaos
reprodutores somente na estdo Umida ou favoravel; floracdo breve e sincronizada

na populacdo num curto periodo de tempo (Coutinho 1978, 1982, 1990; Eiten 1982).

Plantas que possuem estratégias de regeneracdo apos distarbios, como o
fogo, usualmente sao classificadas tanto como “rebrotadoras” (“resprouting”) ou
“‘germinadoras” (“seeding”), além de serem facultativas ou obrigatérias (Verdu 2000;
Bell 2001). As primeiras caracterizam-se por terem gemas em 0rgaos subterraneos
ou em caules, que permitem a rebrota pés-fogo. As segundas morrem durante ou
apos a queima, porém sao capazes de produzir elevado nimero de sementes, que

sobrevivem e/ou germinam apés o fogo (Verdd 2000).

Atualmente, ha um grande debate na literatura sobre a pressao seletiva do
fogo na vegetacdo savanica. As caracteristicas questionadas sobre seus valores
adaptativos sdo: rebrotamento, dorméncia, florescimento pos-fogo, inflamabilidade,
respostas tardias e germinacdo induzida pela fumacga. Bradshaw et al. (20112 e
2011b) consideram tais caracteristicas como exaptagcdes — termo atribuido
por Gould e Vrba (1982) em que um atributo, ou caracteristicas, aumentavam a
aptiddo em um determinado ambiente no passado, mas que n&do evoluiu por meio
da acdo da selecdo natural para o ambiente atual. Nesse caso, outros fatores

ambientais, por exemplo, solo pobre em nutrientes e agua, teriam selecionado tais
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caracteristicas nas plantas, e ndo o fogo. A Unica excecdo é para o florescimento
pos-fogo e somente para plantas dependentes de fogo. Keeley et al. (2011) e
Pausas & Schwilk (2012) contrariam as ideias do grupo anterior e chamam a
atencao para o fato de as adaptacdes variarem em relagéo ao regimes de fogo. Isto
€, as caracteristicas adaptativas das plantas estédo relacionadas a um determinado
tipo de regime de fogo, como frequéncia, intensidade, padrdes de consumo da

biomassa.

bY

Os trés elementos necessarios a existéncia de queimadas — combustivel,
comburente e energia, mais o clima seco — variam nas diferentes paisagens
savanicas. Assim, as queimadas ocorrem em diferentes intensidades e frequéncias
nas paisagens, o que leva a uma variedade de efeitos ecoldégicos (Bond & Keeley
2005; Whitlock et al. 2010). Intensidade, frequéncia, estacdo do ano e tipo de
gueimada caracterizam o que chamamos de regime de fogo. Essas caracteristicas
dependem de diversas variaveis, principalmente relacionadas ao tipo e quantidade
de combustivel, as caracteristicas climaticas, a superficie e inclinacdo do terreno
(Bond & Keeley 2005; Pausas & Keeley 2009).

Em uma comunidade, as plantas se distinguem gquanto as estratégias de
reproducdo e sobrevivéncia face aos diferentes regimes de fogo, além de
selecionarem determinados atributos adaptativos, descritos anteriormente. Isso
sugere que o fogo seja um filtro ambiental e explique as diferentes fisionomias
encontradas numa mesma regido de savanas (Bond & Keeley 2005; Pausas &
Keeley 2009; Keeley et al. 2011; Pausas & Schwilk 2012). Desse modo, pode-se
supor que muitas plantas estdo adaptadas a um tipo particular de regime do fogo, e
deixar de entender tal particularidade pode impactar a sustentabilidade de muitos

componentes do ecossistema savanico (Pausas & Keeley 2009).

1.2. O Cerrado: savana brasileira

A savana brasileira, ou Cerrado, pode ser definida como “complexo
vegetacional que possui relagbes ecologicas e fisionbmicas com outras savanas da
América tropical e da Africa” (Embrapa Cerrados 2004; Klink & Machado 2005).

-14-



Conforme o ultimo levantamento realizado pelo Ministério do Meio Ambiente
em parceria com instituicbes publicas, o Cerrado ocupava originalmente uma area
total estimada em 2.036.448 km?, ou 23,92% do territério nacional (IBGE 2004), que

abrange as regioes Norte, Nordeste, Centro Oeste e Sudeste (Figura 2).

Figura 2: Localizacdo do bioma Cerrado. Em cinza € a area total estimada de
2.036.448 km?, ou 23,92% do territério nacional (IBGE 2004). Abrange o
Distrito Federal (DF), Maranhdo (MA), Piaui (PI), Tocantins (TO), Bahia (BA),
Mato Grosso (MT), Mato Grosso do Sul (MS), Goias (GO), Minas Gerais (MG),
Sao Paulo (SP) e extremo norte do Parana (PR). Fonte: IBGE 2004.

No Cerrado, predomina o clima Aw no Brasil Central e, em menor escala
CWa e CWb, em Séo Paulo e Minas Gerais (classificacdo climéatica de Kdppen-
Geiger, Kottek et al. 2006), sendo Umido no verdo e seco no inverno, que se
estende entre abril e setembro. Essa estacionalidade marcada favorece a
ocorréncia e propagacao do fogo na época seca — principalmente as queimadas de
origem humana — e na transi¢cao entre seca e inicio das chuvas, quando é grande a
ocorréncia de raios, no caso das queimadas naturais (Ramos-Neto & Pivello 2000).
O periodo critico de queimadas esta entre os meses de agosto/setembro, quando a
vegetacdo encontra-se muito seca e as condicbes meteoldgicas favorecem sua

propagacéo (Coutinho 1982 e 1990).
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O Cerrado apresenta uma diversidade de formas vegetais e de
fitofisionomias. As formas variam desde gramineas, arbustos a arvores com dez
metros ou mais, formando gradiente fitofisionbmico descrito por Coutinho (1978 e
2006) como Cerrado “Sensu Lato”, que compreende desde formagédo campestre —
campo limpo composto por vegetacdo rasteira; formacdes savanicas ecotonais —
campo sujo, campo cerrado e cerrado sensu stricto, compostos por vegetacao
rasteira, arbustos e arvores esparsas que formam um dossel aberto; e formacédo
florestal, cerraddo, composto principalmente por arvores, que formam um dossel

aberto.

Dentre as sanavas mundiais, o Cerrado € considerado a de maior
biodiversidade (Ratter et al. 1997; Mittermeier et al. 1998; Myers et al. 2000; Klink &
Machado 2005). Ainda, a rigueza em espécies vegetais endémicas do Cerrado esta
estimada aproximadamente em 44%, considerando-se apenas as espécies
atualmente conhecidas. A familia Velloziaceae € um exemplo desse elevado
endemismo, com cerca de 70% das espécies sendo endémicas do Cerrado
(Machado et al. 2004). Apesar dessa grande biodiversidade, estima-se que pelo

menos 50% do bioma foi transformado pelo homem (Klink & Machado 2005).

A relacdo do Cerrado com o fogo parecer ser muito antiga. Simon et al.
(2009), por meio de estudos filogenéticos, admitem que varias linhagens de plantas
adaptadas ao fogo apareceram entre 10 e 4 milhdes de anos atras. Muito depois,
com a presenca do homem, as queimadas foram intensificadas, pois o fogo passou
a ser usado como instrumento de manejo desses ecossistemas. Ha cerca de dez mil
anos, as populacées indigenas ja ocupavam partes do Brasil Central (Prous 1992;
Schmiz 1994; Cooke 1998). Eram cacadores-coletores e manejavam o fogo em
sistema de rotacdo para produgdo agricola de subsisténcia, ocupando diferentes
regibes do Cerrado e influenciando as suas fitofisionomias (Coutinho 1982). Por
volta do século XVII, o Dominio do Cerrado teve suas terras desflorestadas pelos
colonos europeus devido a introdugédo da mineracao, agricultura e pecuéria. Desde
entdo, o fogo passou a ser usado mais intensamente na agricultura, na pastagem e
no desmatamento. Nas Ultimas décadas, o aumento da populacdo brasileira, a
expansao agricola e pecuaria se intensificou ainda mais o desmatamento e o uso do
fogo no Brasil Central. Ainda, as a¢cdes humanas alteraram a época de ocorréncia
de queimas no Cerrado para o periodo de inverno (junho a setembro),
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diferentemente da época de maior frequéncia das queimadas naturais causadas por
raios (Ramos-Neto & Pivello 2000). Apesar da vegetacdo do Cerrado estar
adaptada ou ser tolerante ao fogo, essa alteracédo no regime de queima pode alterar
sua dinamica e gerar desequilibrio nas comunidades da fauna e flora do Cerrado
(Coutinho, 1990; Salgado-Labouriau et al.; 1998; Pivello 2011).

1.3. Influéncia do Fogo na Genética Populacional

Ha muito tempo tem-se estudado a ecologia do fogo através da composi¢cao
floristica, estrutura ecolégica das comunidades, morfologia e anatomia, atributos
funcionais de plantas, distribuicdo espacial, fisiologia, entre outros (Bond 2005;
Coutinho 1978, 1982, 1990, 2006; Eiten 1982; Keeley 2011; Pausas & Keeley 2009;
Warming 1892). Porém, sO recentemente iniciaram-se estudos genéticos
populacionais dos organismos que vivem em ambientes pirofiticos, com o propésito
de se identificar e avaliar como o fogo mantém, sob selecdo, tais organismos, e
como as populacdes reagem devido a tal condicdo do meio (Schiller et al. 1996,
Menges & Dolan 1998). Ao avaliar molecularmente os individuos, pode-se identificar
aqueles com maior aptiddo aos ambientes periodicamente queimados, através da
heranca parental, grau de parentesco, identidade genética. Pode-se também avaliar
a estruturacéo e disperséao espacial das populacdes, identidade populacional, o tipo
de selecao, entre outros temas.

Nos Ultimos anos, os estudos ecolégicos apoiados em marcadores
moleculares neutros ou associados a locos sob selecdo vém ganhando forca, pois
se pode ter um entendimento em fina escala de como o0s processos ecoldgicos,
como o fogo, determinam a distribuicdo das populacdes naturais e sua estruturagéo
ao longo do gradiente ambiental (Selkoe & Toonen 2006). Atualmente, a facilidade e
0S custos cada vez mais acessiveis do desenvolvimento de marcadores
moleculares vém estimulando os pesquisadores a usarem esse tipo de ferramenta,
com a qual se podem gerar milhares de marcar moleculares com a finalidade para

estudos ecoldgicos (Selkoe & Toonen 2006).

Alguns exemplos do uso de marcadores moleculares para responder

guestdes sobre conservacado de espécies e ecologia do fogo ja sdo encontrados na
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literatura. Collevatti et al. (2001) estudaram a estruturacdo genética, fluxo génico e o
sistema de reproducéo de Caryocar brasiliense Camb., planta nativa do Cerrado e
popularmente conhecida como pequi, para obter informacdes Uteis na conservacao
da espécie, ameacada pela fragmentacdo de seu habitat. Para tal, utilizaram
marcadores genéticos do tipo microssatélites em dez populacdes de C. brasiliense.
Os autores encontraram poucas evidéncias conclusivas quanto aos efeitos de perda
de habitat e 0 seu uso exploratério, devido a espécie ter elevada expectativa de
vida. Porém, os dados moleculares obtidos mostraram como a diversidade e a
estruturacdo genética esta distribuida nas populacfes, dado, este importante para a
preservacdo da espécie em locais onde possa estar mais ameacada de extingao.
Barrett et al. (2005) estudaram a diversidade e estruturacdo genética de Banksia
hookeriana Meisn., arbusto nativo da Australia e comercializado como planta
ornamental, com intuito de comparar o banco de sementes com os individuos
adultos em uma area sob regime de fogo. Para tal usaram marcadores do tipo
polimorfismo de com primento de fragmentos amplificados, ou AFLP. Os resultados
indicaram que a maior parte da diversidade genética € mantida no banco de
sementes. Dos parametros genéticos usados, esses indicaram que a diversidade
genética se acumula rapidamente no banco de sementes chegando ao seu maximo
em seis anos. Porém, apos sete anos, a viabilidade das sementes cai pela metade e
o0 modelo demogréfico indica que a expectativa de vida do banco de sementes é
cerca de oito anos. Desse modo, os autores propde que intervalos de queimas de
onze anos seria adequado para manter a variacao genética na populacao estudada.
E, tal estudo se mostra importante para o manejo do fogo ja que as queimadas
prescritas muito ou pouco frequentes podem se prejudiciais a espécie. Schrey et al.
(2011) avaliaram o efeito do regime de fogo sobre a populacdo de Plestiodon
reynoldsi, uma espécie de um pequeno largato fossorial de vida longa que habita o
centro do estado da Flérida e de distribuicdo restrita. Ao usar marcadores
moleculares do tipo microssatélite, verificaram que em areas de ocorréncia de fogo
natural a populagdo mantém a diversidade genética. E, alta frequéncia de fogo,

pode levar & maior diferenciacédo genética entre as populacdes locais.
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1.4. Genética Populacional e Sistemas de Reproducéo

Entende-se por Populacdo Genética, o conjunto de individuos que
compartiiham o mesmo “pool” génico, ou seja, os genes sao transmitidos para
geracbes futuras através da reproducdo — hereditariedade. S&o caracteriticas
populacionais: frequéncia alélica e genotipica, variacdo genotipica e fenotipica —
herdabilidade, taxa de mutacdo, taxa de cruzamento — fluxo génico, tamanho
populacional efetivo (Frankham 2002, Harlt 2006, Hamilton 2009 e Hedrick 2011).

Dentre os estudos da estrutura e diversidade de uma populacdo genética, um
dos principais modelos usado € do Equilibrio de Hardy-Weinberg — EHW. As
premissas de Hardy-Weinberg sao: populacado infinita, acasalamentos ao acaso,
igualdade entre o numero de machos e fémeas, casais séo férteis e ttm o mesmo
namero de prole, individuos diploides, com reproducdo sexuada, auséncia de
migracdo, mutacdo e selecdo natural. O modelo de EHW ¢é robusto o suficiente,
mesmo quando ha violacdo de uma ou mais premissas na auséncia de mutacao,
migracéo, deriva e/ou selecdo natural (Conner & Hartl 2004). Desse modo, uma
populacdo estd EHW quando suas frequéncias alélicas permanecem constantes
através das geracdes e se ocorrer ou ndo alteracdes nas frequéncias genotipicas.
Porém, se houver alteracdo nas frequéncias alélicas, um novo equilibrio sera

atingido apés a primeira geracao de cruzamentos ao acaso (Conner & Hartl 2004).

As variaveis em Genética Populacional séo os alelos e os gendétipos (Ridley
2004). A variacao alélica, isto € o numero de alelos por loco génico, € um parametro
importante em Genética de Populacdes, pois, a partir dele, se determinam as
estimativas das frequéncias alélicas (ou génicas) e genotipicas, taxas das
heterozigosidade observada (H,) e esperada (H,). Portanto, variabilidade genética &
uma medida de ocorréncia de alelos diferentes no mesmo loco génico, com taxa de
frequéncia alélica maior que um porcento em uma mesma populacdo, ao que se

denomina polimorfismo genético (Frankham 2002, Hedrick 2011).

Diversidade Genética é a variedade de alelos e gendétipos representativos de
uma populacdo e entre populacdes diferentes que mantém fluxo génico, ou seja,
metapopulagdo (Conner & Hartl 2004). A diversidade genética reflete as diferengas
entre os individuos e entre os grupos de individuos. E descrita através do

polimorfismo dos locos génicos, média da heterozigosidade e pelo nUmero médio de
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alelos por loco — diversidade alélica ou génica (Frankham 2002). Pode-se concluir
gue a variabilidade genética e, portanto, a diversidade genética, s6 € observada se

houver variacédo alélica entre os individuos de uma populacao.

Os sistemas de reproducdo tém efeito importante na estruturagcdo e
composicdo genética das populacdes. Podem ocorrer 0os seguintes tipos de
reproducdo: autdgama ou autofecundacdo; aldégama ou reproducdo cruzada,
sistema misto — autdgamo e albgama; apomitica ou apomixia e; apomitica parcial —
aldgama e assexuada (Hamrick1982, Loveless & Hamrick 1984, Kearns & Inouye
1993). Em plantas, o sistema sexual pode ser hermafrodita (flores mondclinas ou
bissexuais), mondico e didico (flores diclinas). Plantas poligamas apresentam flores

monaclinas e diclinas no mesmo individuo (Karasawa 2009).

Ploidia € o numero de coOpias do genoma existentes em um individuo,
populacado ou espécie, sendo representado pela letra “n” (por exemplo, haploide:
1n=10; diploide: 2n=20 e assim por diante). No reino vegetal, a variacao da ploidia é
comum e ocorrem muitos casos de hibridos em que seus genitores séo de ploidias
diferentes. O conhecimento da ploidia é de fundamental importancia na escolha de
um marcador genético apropriado para estudos populacionais, além de permitir
inferéncias sobre a ocorréncia dos processos genéticos e evolutivos de uma

populacao.

Outras variaveis ecoldgicas que afetam a estrutura populacional em plantas,
tais como: morfologia floral, mecanismo de polinizacdo, dispersdo de sementes,
dorméncia de sementes, fenologia, ciclo de vida, periodo de reproducéo e estagio
sucessional, ndo serdo tratadas no presente estudo (Hamrick 1982, Loveless &
Hamrick 1984).

Estruturacéo genética € a distribuicdo ndo aleatoria dos alelos e gendtipos no
espaco e no tempo, e sua organizacdo no genoma esta relacionada aos processos
celulares que afetam as frequéncias alélicas e genotipicas (Loveless &
Hamrick1984) nucleares, mitocondriais, plastidiais. A estrutura genética
populacional é descrita através da diversidade génica, modelos espaciais de fluxo
génico e estatisticas de diversidade: estatistica-F de Wright (1965), andlise de

diversidade génica de Nei de populagdes subdividas (1977), coeficiente de
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coancestralidade de Cockerham (1969) e medidas de subdivisdo da populacao,

baseadas nas frequéncias alélicas de SSR (Slatink 1995).

Nas populacdes de plantas, alelos e gendtipos estédo estruturados no espaco
e tempo. A estruturacdo genética pode se apresentar entre populacdes de uma
mesma espécie geograficamente distintas, entre populacdes locais de uma mesma
regido geografica e dentro de uma mesma populacédo ou progénie. Tais modelos de
estruturacdo resultam de processos evolutivos, em maior ou menor grau, como
mutacao, fluxo génico — intercambio de alelos entre grupos, selegcdo, ou deriva
genética, que operam dentro da histéria de vida das plantas. Para plantas, os
fatores ecoldgicos que influenciam na estruturacao séo a reproducéo e dispersao de
polen e sementes. Por possuirem mobilidade espacial limitada, a estrutura genética
pode ser correlacionada a estruturacdo espacial das populacbes. Porém, tal
correlacdo pode nao ser sempre verdadeira, pois a distribuicdo dos individuos no
espaco e sua diversidade genética ndo sao aleatérias, devido aos processos
evolutivos, historia de vida da espécie (Loveless & Hamrick 1984), interacdes

ecoldgicas, dentre outros.

Em resumo, os fatores evolutivos que levam a estruturacdo da variacdo no
nivel populacional sdo a deriva genética, mutacdo e selecdo — que aumentam a
variagdo — e fluxo génico, que diminui a variagdo, tendendo a homogeinizar a
populacdo. Os modelos de estruturacdo populacional relacionadas a distribuicdo da

variacdo genética estéo representados na Figura 3.

Em relacéo aos individuos, a variacao genética aumenta ou diminui devido ao
tipo de sistema de reproducédo (Wright 1951). Plantas aldogamas tém menor variacédo
entre populagcbes do que plantas autdgamas. As plantas aldbgamas possuem
genotipos semelhantes dentro de populagbes, pelo mecanismo reprodutivo de
autogamia (Pop2, Figura 3). Ja as alégamas, possuem variacao entre e dentro de

populacdes (Popl e Pop3, Figura 3).
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Figura 3: Modelos de estruturacdo da variagcdo genética na populagdo: Pop 1: auséncia de
estruturagdo entre 0s grupos, uma Unica populagéo; Pop 2: variacdo genética organizada em grupos
distintos, subpopulagbes; Pop 3: variacdo organizada entre e dentro dos grupos, subpopulacdes
(Zucchi 2002).

1.5. O uso de marcadores moleculares em estudos genéticos

A marca de um unico loco pode ser considerada uma amostra do genoma
(Hedrick 2011). Devido a recombinacdo, selecdo e deriva genética, regides do
genoma acumulam pequenas variagdes nas suas historias genealdgicas.
Marcadores moleculares ou genéticos sao regides especificas de genomas, isto €,
locos, usados na identificacdo dos organismos. Tais marcas sao Uteis no estudo da
heranca genética e identificacdo de fendétipos moleculares e podem estar
associados a locos codantes (regido de expressdo dos genes) e ndo-codantes. Os
marcadores sao usados na determinacdo de grupos de ligacdo génica, eventos de
recombinacdo e mutacao, identificacdo de uma regido cromossémica especifica,
identidade de individuos e populacbes de qualquer organismo, através das
diferencas alélicas de um ou mais locos. Um marcador genético segue as
premissas: da heranca mendeliana, ser neutros ou quase neutros, e atendem as

premissas do Equilibrio de Hard Weinberg (EHW).

Um dos primeiros tipos de marcador molecular com amplo uso para estudos
geneéticos populacionais foram as isoenzimas, na qual Robert L. Hunter e Clement L.
Markert, em 1957, desenvolveram a técnica que permitira o seu uso na identificacdo
das variantes enzimaticas, isto é, variantes proteicas oriundas dos locos génicos,
existentes em um mesmo individuo (Hunter & Markert 1957; Markert 1975). Hoje,

usa-se a palavra isoenzima para enzimas de diferentes locos génicos, e aloenzimas,

-22-



para o produto génico de diferentes alelos de um mesmo loco génico (Markert 1975;
Schlétterer 2004).

Com os avancos das descobertas na genética molecular, surgiram outros
marcadores genéticos mais informativos e identificados diretamente no genoma. O
primeiro marcador relacionado diretamente com os locos génicos foi o RFLP,
“restriction fragment length polymorphism”, utilizado em 1974 para o mapeamento
fisico de mutacbes (Sambrook et al. 1974; Botstein et al. 1980). Esse tipo de
marcador permitiu a realizacdo de anélises em regides do DNA ndo-codante e locos
de mutacdo silenciosa (Schlotterer 2004). Em 1980, Wyman e White publicaram
sobre locos altamente polimorficos de DNA humano, que resultavam de rearranjos
no DNA e estavam consistentes com a primeira Lei de Mendel. Apds essa
publicacdo, seguiram-se outros marcadores relacionados a esses locos altamente
variaveis: os minissatélites, que constituem a técnica “DNA fingerprinting”, foram
descritos por Jeffreys et al. (1985) e sdo ainda amplamente usados em testes de
paternidade e genética forense (Gill et al. 1985). Porém, seu uso ndo se aplica para
estudos populacionais e mapeamento genémico, devido a limitada distribuicdo ndo-
aleatdria dos minissatélites no genoma (Schlétterer 2004) e dificuldade de aplicacdo

da técnica.

Até entdo, a identificacdo dos marcadores moleculares exigia grandes
guantidades de DNA (Southern 1975), até que, em 1983, Mullis apresentou a
técnica da Reacdo em Cadeia da Polimerase, “Polymerase Chain Reaction - PCR”
(Saiki et al. 1985; Mullis 1990), que consiste na amplificacdo em grandes
guantidades de fragmentos do DNA da regido de interesse. Isso abriu as portas
para a era dos marcadores moleculares baseados na PCR (Schlétterer 2004), dos
guais o microssatélite foi o primeiro (Tautz 1989; Schldtterer 2004). Condit e Hubbell
(1991) foram os primeiros a caracterizar microssatélites em plantas. Posteriormente,
outros marcadores baseados na PCR surgiram: (a) “Randomly Amplified
Polymorphic DNAs”, RAPD; (b) “Inter Simple Sequence Repeats”; (c) Inter Simple
Sequence Repeat, ISSR; (d) “Inter Retrotransposon Amplified Polymorphisms”,
IRAP; (e) “Amplified Fragment Length Polymorphisms”, AFLP (Schl6tterer 2004).
Nos anos 2000, com o desenvolvimento de sequenciadores automaticos, novos
tipos de marcadores moleculares surgiram, como os “Single Nucleotide

Polymorphisms”, SNP. Tais sequenciadores também permitem o sequenciamento
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de genomas inteiros ou fragmentos com mais de mil pares de bases (kpb), o que
possibilitou a identificacdo de mais de um tipo de marca e seu uso combinado com

diferentes marcadores em um unico resultado de sequenciamento.

Pode-se concluir que existem trés grupos de marcadores moleculares: (i) de
variantes proteicas, por exemplo, as aloenzimas; (ii) sequécias polimoérficas do DNA,
por exemplo, RFLP e AFLP; e (iii) variantes repetidas do DNA, por exemplo, os
minissatélites e microssatélites (Schlotterer 2004). Também podem ser agrupados
guanto ao conceito de dominancia alélica: marcadores dominantes ou multilocos,
gue sdo aqueles em que somente os individuos homozigotos podem ser
identificados, e a variabilidade € medida através da presenca ou auséncia de alelos
em multiplos locos génicos como exemplos RAPD, AFLP, ISSR; marcadores
codominantes ou de loco Unico, em que os homozigotos e heterozigotos séo
identificados e a variabilidade é medida no numero de alelos presentes em um Unico

loco génico como exemplos aloenzimas, RFLP, SSR.

Microssatélites

Os microssatélites constituem sequéncias simples de nucleotideos repetidos
em tandem — isto é, unidades sequenciais em linha, um apds outro, € em uma unica
direcdo — composto por um a seis motivos de pares de base (Tabela 1). Apresentam
comprimento de até aproximadamente cem pares de bases (100 pb), distribuidos no
genoma. Sao encontrados principalmente nos eucariotos e, em menor quantidade,
nos procariotos e eubactérias (Tautz & Renz 1984; Tautz 1989; Li et al. 2002). O
microssatélite também é nomeado como: Simple Sequence Repeats (SSR) ou Short
Tandem Repeats (STR). Por ser altamente polimorfico, ter distribuicdo aleatéria e
estar presente nas regides codantes e, principalmente, ndo-codantes do genoma, é
considerado um tipo de marcador altamente qualificado para estudos genéticos
populacionais, mapeamento génico e identificacdo de individuos (Tautz & Renz
1984; Tautz 1989; Li et al. 2002; Schlétterer 2004), pois, seguem as leis de heranca
mendeliana, EHW e a Teoria Neutra. O SSR pode ser classificado de acordo com o
tipo do motivo: mono-, di-, tri-, tetra-, penta- e exa-nucleotideo e pelo tipo de
sequéncia: perfeito, imperfeito, composto, interrompido (Tabela 1) (Oliveira et al.
2006).
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Tabela 1: Classificagdo dos tipos de microssatélites em relacdo ao motivo e sequéncia em que
aparecem em um dado loco génico. O indice ‘n’ subescrito indica o nUmero vezes em que a repeticdo
(ou motivo) aparece. Na terceira coluna apresenta o modelo de representacdo do SSR (conforme
Oliveira et al. 2006).

Motivo Sequéncia SSR Representacéo
Mono (A)n Perfeito ACACACACACACACACAC (AC)q
Di (AC), Imperfeito ~ ACACACACTTACACACAC  (AC),TT(AC),
Tri (ATT), Composto  ATTATTATTACACACACAC  (ATT)s(AC)s

Treta (AACT), Interrompido  ACACACTAGGCTACACAC (AC)s...(AC)3
Penta (GACCT),
Hexa (GGACCT),

O alto grau de polimorfismos encontrado no SSR pode ser explicado por
duas vias de origem no genoma. A primeira € por erro de pareamento durante a
replicacdo do DNA, ou slippage da polimerase. As variagdes dos nameros repetidos
de motivos, ou de nucleotideos, se devem ao deslizamento incorreto nos filamentos
de DNA durante a replicacdo. Os sistemas de reparo, durante a duplicacdo do
DNA, revisam o novo segmento duplicado e, se detectado o erro, esse € corrigido
por reparacdo exonucleolitica. Porém, os sistemas de reparo eventualmente falham
e novos nucleotideos permanecem incorporados ou excluidos ap6s a duplicacdo (Li
et al. 2002; Ellegren 2004; Oliveira et al. 2006). Nucleotideos de sequéncias
repeditas em tandem sdo 0s mais comuns em gerar novas mutacdes, pois 0S
sistemas de reparo do DNA durante a duplicacdo sao incapazes de reconhecer
eficientemente erros dos segmentos de nucleotideos repetidos em tandem
(Goldstein & Schlotterer 1999, Ellegren 2004). A segunda via é por recombinacao
cromossOmica, na qual pode ocorrer, durante a meiose, o pareamento desigual dos
cromossomos homologos durante a permutagdo génica, ou por conversao génica
durante a duplicagdo cromossémica (Li et al. 2002; Ellegren 2004; Oliveira et al.
2006).

Ao considerar o uso de SSR para estudos genéticos populacionais, quatro
modelos tedricos séo aplicados. Os modelos provém do numero esperado de alelos
em uma populagédo de heterozigosidade observada e nas analises das estatisticas
de diversidade (Oliveira et al. 2006).
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- Modelo Alelos Infinitos (“Infinite Allele”, 1A): Cada mutacdo aleatéria

gera um novo alelo. Em SSR, cada nova mutacao altera 0 nimeros de repeticdes.

- Modelo de mutacédo passo-a-passo (“Stepwise Mutation”, SM): Uma
mutagcdo em um loco de SSR pode levar ao ganho ou perda de repeti¢cdes. Quando
dois alelos se diferenciam por um Gnico motivo, eles estdo mais relacionados entre
si do que alelos que diferem em varios motivos, isto é, o grau de relacdo com o

ancestral comum mais recente.

- Modelo Duas fases (“Two Phase”, TP): Relaciona-se ao modelo SM, em
gue a maioria das mutacées em locos de SSR € de perda ou ganho de um Unico
motivo. Porém, podem ocorrer em menor frequéncia, alteragcdes de um grande

namero de repeticdes.

- Modelo K-alelos (“K-alleles”, KA): Presume-se a existéncia de k alelos
possiveis em um loco, de modo que a probabilidade de mutacdo de um determinado

loco segue a equacdo p*(k-1)*, em que p é a taxa de mutacao.

O uso do marcador genético SSR possui uma série de vantagens nos
estudos ecolégicos. Em primeiro lugar ndo ha necessidade de grandes quantidades
de amostras do material biolégico por individuo, além de ndo ser um método
invasivo para animais, permitindo o uso de material genético obtido da pele, pelos,
penas e outros tecidos de animais vivos ou mortos, ou mesmo fezes. Para plantas,
basta obter um pedaco de tecido vivo ou morto (folha, raiz, semente, flor, cambio de
arvore) com conteudo celular. Se armazenado corretamente, o material vegetal

pode ser usado em analises futuras (Selkoe & Toonen 2006).

Uma vez obtido o material gendbmico da espécie de interesse, 0s estudos
com SSR podem ocorrer de diferentes formas, por exemplo, através da construcdo
de uma biblioteca genbmica contento SSR da espécie de interesse, ou através da
transferéncia de SSR, utilizando marcadores disponiveis na literatura e/ou bancos
de dados moleculares (como o GenBank®, para a mesma espécie, ou
género/familia proxima. Apesar dessa ultima possibilidade, o SSR é considerado

espécie-especifico (Oliveira et al. 2006; Selkoe & Toonen 2006).

Nos estudos genéticos populacionais, a escolha de um marcador apropriado

tem grande importancia. Ao se considerar o tempo de geracdes (10-100 geracdes),
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o tamanho populacional, deriva genética, efeito gargalo, fluxo génico, demografia,
ou modelos de conectividade das populacdes ecoldgicas, faz-se necessario 0 uso
de um marcador genético multialélico e polimérfico. SSR atende a tais requisitos,
pois geralmente apresenta elevadas taxas mutacionais, 0 que resulta em
diversidade alélica, apresenta codominancia, além ter seletividade neutra. Outra
utilidade importante do SSR € conferir uma identidade genética Unica para cada
individuo de uma populacdo, o que eleva estatisticamente o poder distincdo e
comparacao entre e dentro de populacdes (Selkoe & Toonen 2006).

1.6. Parametros Genéticos Populacionais
Diversidade Genética Populacional

As taxas frequéncias alélicas para organismos diploides (2n) séo calculadas

a partir da equacao abaixo.

total de alelos A
=" x100

2 X tamanho populacional 2XN

freq alélica =

A taxa de frequéncia genotipica de um dado genétipo é calculada a partir da

equacao do EHW, para dois ou mais alelos:
freq genotipica = (A, + Az + ..+ Ap)* =1 X100

onde, A, A4, ...,A, s@0 as taxas das frequéncias alélicas. O expoente x

corresponde ao numero de coépias do alelo no genoma. Para obter a taxa das

frequéncias genotipicas multiplica-se por 100.

A heterozigosidade observada (H,) e a heterozigosidade esperada (H,) sao

calculadas a partir da equacéo (b), tendo:

. numero de heretozigotos
) =

numero total de individuos da populagao

H,= 1- Z(frequencia de homozigotos)
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indice de fixacdo ou Coeficiente de Endogamia de Wright (£ )

O coeficiente _de endogamia de Wright, ou indice de fixacdo (f ), € a

probabilidade de dois alelos homdlogos em um mesmo individuo serem idénticos
por descendéncia (Wright 1922, Hedrick 2011). A equacao do indice de fixacdo é a

seguinte:

H,

f=1-—

H,
Quando o valor de: f= zero, o loco estd em HWE; f > zero, ha caréncia de
heterozigotos; f < zero, ha excesso de heterozigotos (selecao para o hetero); f= 1,

ocorre auséncia completa de heterozigotos.

Estrutura Genética
Analise Bayesiana

O Teorema de Bayes € a relacdo entre a probabilidade a priori, ou seja,
obtida do resultado dos dados observados, estar ligada a probabilidade condicional,
sendo esta obtida a partir da hipotese dos dados observados. A probabilidade a
priori condicionada € denominada probabilidade a posteriori condicional (Beaumont
e Rannala 2004). Os dados séo as variaveis observadas (alelos e gendtipos) e os
parametros sdo as variaveis ndo observadas (hipétese dos dados observados),
calculados pela média, moda ou mediana da distribuicdo posterior. Desse modo, na
estatistica bayesiana faz-se inferéncia sobre os parametros ou probabilidades de
um determinado modelo com base nos dados observados, ou seja, como
as probabilidades a priori podem ser alteradas considerando-se novas evidéncias,

de forma a obter probabilidades a posteriori. (Beaumont e Rannala 2004).

No programa Structure (Pritchard et al. 2000), a estruturacdo populacional &
baseada nas estatistica bayesianas e no método de Monte Carlo em Cadeia de
Markov, ou MCMC, em que as inferéncias demograficas aplicadas ao método séo
baseadas em simulagfes espaciais de processos estocasticos (Cadeia de Markov).
A Cadeia de Markov gera uma série de variaveis aleatdrias em que a probabilidade

de distribuicdo do estado futuro é completamente determinada pelo estado atual, em
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gualquer ponto da cadeia. Portanto, o MCMC é a construcdo da Cadeia de Markov
com uma distribuicdo estacionaria na probabilidade de distribuicdo de interesse e no

gual, posteriormente, se faz inferéncia sobre o estado (Beaumont e Rannala 2004).

Estatisticas-F de Wright

As estatisticas-F estimam a distribuicdo da variacdo genética das
populacdes, subdivididas no espaco e tempo, isto é, descrevem as propriedades
hierarquicas na subdivisdo das populacdes naturais (Wright 1965). A subdivisdo da
populacdo é estimada em trés niveis: na populacéo total (T), nas subpopulacdes (S)
e nos individuos (I). O F;; é a correlacdo da unido dos gametas produzidos pelos
individuos em relacéo ao total de gametas produzidos na populacéo. F;s € a média
global das subdivisbes, correlacionada a unido de gametas de cada subpopulacdo
em relacdo a sua propria subdivisdo. Fg; € a correlacdo da aleatoriedade dos
gametas dentro das subdivisbes em relacdo ao total dos gametas na populacdo
(Wright 1965). Em resumo, os parametros das estatisticas-F séo: F;;, endogamia
total; F;s, endogamia devido ao sistema reprodutivo; e Fgr, mede a diferenciacéo

entre grupo de individuos endogamicos devido a deriva.
Equacao geral das estatisticas-F (Wright 1965, Hamilton 2011):
1= Fr= 1- F)(— F)

EquacgBes para cada um dos indices de fixacdo de Wright seguido das
equacdes dos indices (Wright 1965, Hamilton 2011):

_ média da heterozigosidade observada

;=

numero de individuos da subpopulagao

_ média da heterozigosidade experada das subpopulacdes

Hg =

numero de individuos por subpopulacao

Hy = média heterozigosidade esperada total da populagio
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Para Hg, assume-se 0 encontro aleatdrio dos gametas nas subpopulacdes e
H;, assume-se encontro aleatério dos gametas dentro das subpopulacdes e ndo ha

divergéncia das frequéncias alélicas entre as subpopulacdes.

Os valores para Fsr variam de zero a 1, sendo que Fgr = 0 indica auséncia de
diversidade genética entre grupo de individuos e Fgr =1, a fixagdo de alelos em
diferentes subpopulacdes. Para valores intermediarios de diferenciacdo genética,
tem-se: 0 a 0,05 baixa; 0,05 a 0,15 moderada; 0,15 a 0,25 alta; e maior que 0,25

muito alta — considerando um individuo panmitico.

AMOVA

s

Andlise Molecular da Variancia, ou AMOVA, é analise hierarquica de
variancia molecular que avalia a quantidade de estruracdo genética populacional em
diferentes niveis: dentro dos individuos, dentro das popula¢@es, dentro de grupos de
populacdes, entre grupos (Excoffer & Lischer 2010). Os calculos em AMOVA
baseiam-se em uma matrix de distanica Eclidiana par a par entre todos haplotipos
de mudltiplos locais e arquivos que possuem a frequéncias desses haplétipos em
cada populacéo (Michalakis & Excoffer 1996). A informacé&o sobre as diferencas no
conteudo de alelos entre haplétipos € inserida como uma matriz de distancias
euclidianas ao quadrado. Os componentes covariancia associada com os diferentes
niveis possiveis de estrutura genética sao testados ao usar procedimentos de
permuta ndo-paramétricos (Excoffier et al. 1992, Michalakis & Excoffer 1996,
Meirmans 2006 ).
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Diversidade Genética e Distancia Genética (D) de Nei

Nei (1973 e 1977) define diversidade genética para um unico loco como a
heterozigosidade esperada em EHW, desconsiderando a frequéncia genotipica
atual da populacdo. Portanto, a diversidade genética de Nei mede o quanto de
variacdo génica existe nas populacdes em EHW, sem relacdo com a frequéncia de

heterozigotos:
1-Js= A —Jp)A - Gsr)

J: € a diversidade genética e identidade genética; Js: € a média da diversidade
genética dentro das subpopulacées; J;: € a diversidade genética total da populacéo;
Gsr: € a média da diversidade genética entre as subpopulacdes e da comparagao

das populacdes entre si.
Equacéao da diversidade total da populacgéo, J; ou Hy:
Jr = Hr = Dsr + Hs

onde, H;: diversidade total, Dy;: € a diversidade entre as populacdes; Hg: é a

diversidade dentro das populac¢des.
Equacéao da diversidade genética entre as subpopulacoes, Ggr:

Dgr  diversidade genética entre as populagbes

Gsr = o
ST~ H, diversidade genética total

x € a média e o é a variancia da frequéncia do alelo entre as populacées.

O valor de Ggr mostra o quanto as populagdes divergem. Os valores variam
entre zero (iguais) e um (total divergéncia). Valores negativos podem representar

erro de amostragem ou genotipagem.

A distancia genética de Nei (1972) € o numero efetivo de polimorfismo dentro
das populacdes, normalizado pela identidade génica entre as populacdes, e esta
relacionada ao numero acumulado de diferentes genes por loco. A distancia
genética também é aplicada a populagbes pequenas e com um numero razoavel de

locos para estudos (Nei 1978):
D= —log,I
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D mede o acumulo de substituicbes génicas por loco e I é a identidade
genética entre duas popula¢des de um Unico ou todos ou locos. Quando D =0el =
1, as duas populagdes tém frequéncias alélicas iguais e quando D =1el =0, as

populacdes ndo apresentam alelos em comum.

2. OBJETIVO E RELEVANCIA DO TRABALHO

Em ambientes submetidos a mudancas, uma alta diversidade genética é
fundamental, pois permite adaptacdes e, portanto, a sobrevivéncia da populacéo.
Por isso, a caracterizacdo da diversidade genética em populacdes € essencial para
a compreensdo dos processos evolucionarios que causam heterogeneidade nas
espécies; € particularmente importante sob o ponto de vista conservacionista (Vali et
al. 2008). No Cerrado, as queimadas tendem a ocorrer em intervalos de trés a
guatros anos, nas fisionomias mais abertas e herbaceas, e em intervalos maiores
nas fitosionomia mais fechadas lenhosas (Coutinho 1978 e 1990; Eiten 1978; Pivello
& Coutinho 1992).

Vellozia squamata Pohl (canela-de-ema) € uma espécie endémica do
Cerrado e que se distribui por um gradiente de fitofisionomias, porém com
populacdes mais adensadas nas fisionomias abertas (Oliveira et al. 1991) e
apresenta caracteristicas de plantas que vivem em ambientes pirofiticos:
rebrotamento pés-fogo, folha coriacea, atividade reprodutiva na estacdo Umida e
pos-queimas (Eiten 1972 e 1982; Coutinho 1990). Escolhemos essa espécie para
avaliar possiveis influéncias de diferentes regimes de queima na sua estruturacao
populacional e na diversidade genética.

Assim, o presente estudo teve por finalidade inferir sobre o efeito de regimes
de fogo distintos na estrutura e na diversidade genética das populacbes de V.
squamata, expostas a diferentes frequéncias e épocas de queima, a partir da
estimativa de parametros populacionais. O trabalho baseou-se na seguinte
pergunta: “A variabilidade e a estruturacdo genética para individuos de uma mesma
populacéo variam sob diferentes frequéncias de fogo?”. Duas hipéteses principais

foram formuladas: a) A variabilidade genética ndo se altera em diferentes
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frequéncias de fogo; b) A estruturacdo genética ndo se altera em diferentes
frequéncias de fogo.

Os objetivos especificos do presente estudo foram:

- 0 desenvolvimento da biblioteca gen6mica enriquecida com SSRs visando

desenvolver marcadores moleculares para V. squamata

- determinar a variabilidade e a estruturacdo genética das populacbes de V.

squamata em tratamentos com diferentes frequéncias de fogo

- averiguar se 0s parametros populacionais variam com as diferentes

frequéncias de fogo.

Um dos maiores problemas relacionados ao manejo de parques e reservas
ecoldgicas que visam a protecdo do Cerrado diz respeito ao fogo. N&do existe
consenso entre os administradores dessas unidades de conservacao e tampouco
entre os Orgdos ambientais por elas responsaveis sobre a admissdao ou a
manutencdo do fogo nesses ecossistemas (Pivello 2005). As informacdes aqui
geradas serdo importantes para avaliar o potencial papel do fogo na variabilidade
das plantas do Cerrado e, assim, subsidiar cientificamente acdes de manejo em
unidades de conservacao para a protecédo da biodiversidade em tais ecossistemas.

3. MATERIAL E METODOS
3.1. A Reserva Ecolégica do IBGE - RECOR

A Reserva Ecolégica do IBGE, ou RECOR possui 1.360 ha de area e esta
localizada a 26 km ao sul do centro de Brasilia, sob as coordenadas 15°55’-15°58’S
e 47°52°-47°55'W, em altitudes variando de 1.048 a 1.160 m. Juntamente com a
Fazenda Agua Limpa e o Jardim Botanico, formam a Area de Protecio Ambiental
Gama-Cabeca de Veado, somando aproximadamente 10.000 ha. As fitofisionomias
presentes sdo: campo sujo, campo cerrado, cerrado sensu stricto e cerradao.
Predominam na RECOR os Latossolos, havendo algumas localidades com outros
tipos de solo. As médias de temperatura e precipitacdo anuais na RECOR séo de
20,8°C e 1.436 mm, respectivamente (Pivello et al. 2010; RECOR 2013).
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3.2. O Projeto Fogo

O Projeto Fogo, sob o titulo de “Efeitos de diferentes regimes de gueima
sobre a estrutura das comunidades de Cerrado”, € um projeto de longa duragéo
implantado na RECOR, que visa a entendimento dos efeitos de diferentes regimes
de fogo sobre a estrutura e dindmica da fauna e flora do Cerrado, além de possiveis
efeitos no meio fisico, a fim de melhorar ou desenvolver novos métodos de manejo
com fogo no Cerrado. O Projeto iniciou em 1989 e, apés 20 anos de queimadas
prescritas, encontra-se atualmente sem receber queimas, o que ocorrera por 20
anos, com o proposito de se averiguar a recuperacao da fauna e flora local ap6s o

longo periodo de queimas prescritas (RECOR 2013).

O programa de queimadas experimentais foi implementado em fitofisionomias
de cerraddo e em campo sujo, tendo a primeira queimada prescrita experimental
sido feita em agosto de 1991. Antes do inicio do projeto, a area estava protegida do
fogo desde 1975 (Tabela 2).

O presente estudo foi realizado nas parcelas com fisionomia de campo sujo.
Nessa fisionomia, foram delimitadas cinco parcelas de 200 m x 200 m (Figura 4),

submetidas a um dos seguintes regimes de queima:

- Bienal Precoce (BP): gueimadas prescritas em meados de junho, a
intervalos de dois anos. Em manejo ecoldgico, esse regime de queima seria
indicado para diminuir a biomassa combustivel no pico da estacdo seca, para
estimular a rebrota vegetal herbacea e disponibilizar alimento para a fauna na época

Seca.

- Bienal Modal (BM): queimadas prescritas em meados de agosto, a cada
dois anos. E considerado o regime de queimas predominante no Cerrado (Coutinho
1990).

- Bienal Tardia (BT): queimadas prescritas em meados de setembro, a cada
dois anos. Considerado o regime de fogo de maior impacto, devido ao padréo
fenologico da vegetacdo, que apresenta pico de renovacao das copas e reproducéo

durante a primavera.
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- Quadrienal Modal (QM): gueimadas prescritas em meados de agosto, a
cada quatro anos. Esse intervalo maior de tempo entre queimas poderia favorecer o

recrutamento e a regeneracao de arvores entre as frequéncias de fogo regulares.

- Controle (C) ou Sem queima: auséncia de queimadas, procedimento
geralmente adotado nas unidades de conservagao.

Figura 4: Area do Projeto Fogo, em campo sujo. Bienal Precoce (BP); Bienal Modal (BM); Bienal
Tardia (BT); Quadrienal Modal (QM); e Controle (C). Controle Externo (CE), néo faz parte do Projeto.
Das cinco parcelas, aquela com coloragcdo enegrecida mostra uma queima prescrita do tratamento
Bienal Precoce. Data da foto: 17.07.2004 (Google Earth 2013).

A Tabela 2 apresenta os tratamentos e respectivas datas das queimadas

prescritas realizadas.

-35-



Tabela 2: Queimadas prescritas realizadas em campo sujo, na Reserva Ecolégica do IBGE
(comunicacdo pessoal, Betania Goes). O tratamento Controle (auséncia de queimada) ndo se

encontra na tabela.

Tratamentos
Bienal Bienal ) ) )
Precoce Modal Bienal Tardia Quadrienal Modal

Agosto de 1991
08.06.1992 11.08.1992 15.09.1992

12 de agosto 1993
06.06.1994 15.08.1994 26.09.1994

--- 14.08.1995
19.06.1996 13.08.1996 16.09.1996
22.06.1998 10.08.1998 22.09.1998

12.08.1999
19.06.2000 14.08.2000 21.09.2000
24.06.2002 12.08.2002 23.09.2002

- 11.08.2003
14.06.2004 02.08.2004 28.09.2004
05.07.2006 28.08.2006 26.09.2006

03.09.2007
16.06.2008 27.08.2008 24.09.2008

Durante esse periodo (desde 1989), alguns incéndios acidentais ocorreram
na area da RECOR e atingiram o Projeto Fogo na fisionomia de campo sujo
(comunicacéao pessoal, Betania Goes): 14.08.1994, incéndio préximo a portaria; 02 a
04.10.1994, grande incéndio que atingiu aproximadamente 80% da area da
RECOR; 07.07.1998, Incéndio proximo a portaria; 19 a 22.09.2005, grande incéndio
gue gueimou praticamente metade da area da RECOR; 07 a 10.09.2011, grande
incéndio na APA Gama Cabeca de Veado. Quase 100% da &rea da RECOR foi
incendiada; sendo que apenas trés tratamentos do Projeto Fogo, em fisionomia de

cerrado sensu stricto, e 0 entorno dessas parcelas nédo foram queimados.

3.3. Espécie estudada: Vellozia squamata Pohl (Velloziaceae)

Velloziaceae é uma familia de plantas com aproximadamente 250 espécies

tropicais, distribuidas em quatro géneros. Seus membros séo caracteristicos de
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paisagens relativamente aridas, particularmente campos de altas altitudes e
afloramentos rochosos, de distribuico disjunta na América do Sul, Africa e algumas
espécies remanescentes em Madagascar. Sao perenes, tolerantes a dissecacao e
bem adaptadas ao fogo, ao ponto de algumas vezes serem referidas como “plantas
de ressurreicdo” (Franceschinelli et al. 2006; Oliveira et al. 1991). No Brasil, as
espécies pertencentes a essa familia sdo comumente encontradas em campo
rupestre de altitude, entre 1.000 a 2.000 m, em solos pouco profundos, sobre
afloramentos rochosos quartziticos, ou também em campos cerrados e campos
SuUjos secos ou sujeitos a alagamentos temporarios. As populacdes encontram-se
adensadas ou dispersas nos locais de endemismo (Oliveira et al. 1991). O género
Vellozia contém muitas espécies com fenologia caracteristica de curta estacao de
floracdo, geralmente com durag&o de poucas semanas para toda a populacéo e alto
nivel de auto-incompatibilidade (Franceschinelli et al. 2006).

Vellozia squamata Pohl (Figura 5) apresenta uma ampla distribuicdo no
Dominio do Cerrado, compreendendo os estados de Tocantins, Goias e noroeste de
Minas Gerais (Mello-Silva 2013). Pode ser encontrada em localidades com solos
superficiais de substratos rochosos, em solos profundos e em Latossolos muito
drenados, caracteristicos do Dominio fitogeografico do Cerrado. Essa espécie se
apresenta como um arbusto lenhoso e pode atingir até 4 m de altura, a partir da

superficie do solo (Oliveira et al. 1991).

As populacdes de V. squamata apresentam episddios de floracédo
sincronizada entre parte dos individuos, ao longo da estacao reprodutiva, que se
estende de marco a maio/junho, com duracao de 24-72 horas em cada episédio de
floracdo. Assim como outras espécies do género, V. squamata apresenta
incompatibilidade a auto-polinizacdo, porém, pode ocorrer a fecundacdo com
formacédo de frutos pequenos, maturados irregularmente, secos ou com sementes
inviaveis (Oliveira et al. 1991). Portanto, apesar da endogamia ser fortemente
desfavorecida na espécie, ela é considerado nos estudos genéticos populacionais,
como uma espécie hermafrodita, com possibilidade de autofecundagédo. Quanto aos
polinizadores, existem quatro espécies de abelhas generalistas, sendo a Trigona
spinipes (Fabricius), popularmente conhecida como irapua, encontrada com maior

frequéncia nas suas flores (Oliveira et al. 1991). A espécie é de vida longa.
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Figura 5: Aspectos de Vellozia squamata Pohl. Canto superior esquerdo: individuo adulto em

periodo reprodutivo; canto superior direito: detalhe do caule;canto inferior esquerdo: detalhe da flor;

canto inferior direito: fruto desenvolvido (Fotografias de Jodo de Deus Medeiros e C. Tak).
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3.4. Métodos

A metodologia para se chegar aos objetivos propostos abrangeu as seguintes
etapas a) coletas em campo e georeferenciamento dos individuos de V. squamata
do local de estudo; b) construcdo da biblioteca enriquecida com marcadores
moleculares do tipo microssatélite (SSR) e sequenciamento dos locos para a
espécie considerada; c) identificacdo e selecdo de SSRs mais informativos que
caracterizassem a populacdo de V.squamata; d) genotipagem dos individuos
amostrados; e) comparacdo dos dados estimados nas parcelas sob diferentes
regimes de fogo.

Coletas em Campo e Localizacdo dos Individuos

A coleta de individuos de Vellozia squamata Pohl foi realizada na area do
Projeto Fogo, instalado na Reserva Ecoldgica do IBGE — RECOR, Brasilia, DF, em
fisionomia de campo sujo. Uma area adicional de coleta, proxima as parcelas do
Projeto Fogo, mas nédo fazendo parte dele, foi acrescentada para servir de controle
externo. De acordo com a RECOR, nessa area ndo ha conducédo de nenhum tipo de
experimentacdo com fogo, sendo considerada uma area de preservagcdo natural e
sujeita a queimadas acidentais. Desta forma, essa area foi denominada Controle

Externo (CE) neste projeto.

Em cada parcela com diferentes tratamentos, folhas vivas maduras de
individuos de V. squamata foram coletadas, com tesoura de poda, para posterior
obtencdo de DNA gendmico. As coletas de folhas ocorreram em dois periodos: a
primeira, em outubro de 2011, somente nas cinco parcelas do Projeto Fogo; a
segunda coleta ocorreu em janeiro de 2012, nas cinco parcelas do Projeto Fogo e
no controle externo, nas mesmas condi¢cdes da primeira coleta. Tanto em outubro/
2011 como em janeiro/ 2012, ndo foram encontrados individuos com estruturas
reprodutoras; no més de outubro, o clima era seco, com sol e auséncia de chuvas
durante os dias de coleta; no més de janeiro, o clima local era bastante umido com

chuvas em praticamente todos os dias de coleta.

Os individuos vivos e mortos amostrados nas parcelas do Projeto Fogo, nas

duas coletas realizadas, representaram a totalidade dos individuos, constituindo,
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portanto, um censo. O mesmo ndo ocorreu para a area do Controle Externo, cuja

area amostrada foi uma pequena parte do total da area preservada.

As folhas de cada individuo foram armazenadas individualmente em sacos de
papel e identificadas. Depois, as amostras foram colocadas em sacos plasticos com
ziper de vedacdo e silica gel, para evitar a umidade, e em uma caixa térmica e
foram transportadas até Laboratorio de Melhoramento e Diversidade Genética,

ESALQ-USP, onde realizou todas as analises genéticas.

Para a localizacdo da posicdo geografica de todos os individuos vivos e
considerados mortos, utilizou-se um GPS de alta precisdo (marca Garmin®).
Posteriormente, cada individuo foi localizado sobre imagem de satélite obtida no

sistema Google Earth®.

Densidade de V. squamata nas parcelas de fogo e controles

Os individuos de V. squamata tiveram sua densidade populacional
determinada nas cinco parcelas e na area adjacente aos tratamentos (controle
externo, CE). Desses individuos, foram coletadas amostras foliares viaveis para as

analises genéticas.

3.5. Analises Genéticas
Extracdo de DNA Genbémico e Digestao

As amostras foliares de V. squamata foram retiradas de suas embalagens e
envolvidas em tule (pano sintético vazado) com elastico. Em seguida, os pacotes
foram congeladas em nitrogénio liqguido e depois armazenadas no congelador a -
80°C para preservar o tecido foliar. Devido a dureza das folhas de V. squamata, as
amostras foram liofilizadas e trituradas em moinho. Na forma de granulos finos ou
po, foram armazenadas em tubos de plastico Falcon, de 15 mL, e identificadas. A
partir desse material, iniciou-se o procedimento para a obtencdo de marcadores

genéticos do tipo microssatélite.
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A extracdo do DNA gendmico total seguiu o protocolo Doyle & Doyle (1990),
com adaptacdes. A descricdo completa do protocolo de extracdo, limpeza do DNA e
preparacdo das solugdes de uso encontram-se no Anexo 1. Para testar a qualidade
do DNA extraido (verificar sua fragmentacédo), foi utilizada a enzima de restricao

EcoRI, somente para teste.

Biblioteca Gendmica Enriquecida de Microssatélite

A construcdo da biblioteca genémica € o primeiro passo para obtencdo dos
locos com SSR. A constru¢do da biblioteca genémica ocorreu durante o curso —
NT264 A/UNICAMP: Microssatélites para Estudos Genéticos de Eucariotos, em
janeiro/fevereiro de 2011. O protocolo completo aplicado na construgéo da biblioteca
pode ser obtido no sitio do Laboratério de Analise Genética e Molecular, CBMEG-
UNICAMP <http://www.cbmeg.unicamp.br/>.

A técnica usada foi adaptada de Kijas et al. (1994), Billotte et al. (1999) e
Zane et al. (2002) e descrita resumidamente a seguir (Figura 6). A partir do DNA
genbmico total a 250ng/uL, digere-se com a enzima Afa | para obtencdo de
fragmentos de DNA entre 200 a 1.700 bp. Em seguida, adiciona os adaptadores
Afa21 5" CTCTTGCTTACGCGTGGACTA 3" e Afa25 5" TAGTCCACGCGTAAGCAA
GAGCACA 37, para assegurar que todos os fragmentos selecionados tenham
exatamente a mesma terminacdo. Segue a amplificacdo dos fragmentos de DNAs
gendmicos, para garantir quantidade suficiente e assegurar que os mesmos tenham
os adaptadores,e a purificacao e preparacdo para etapa de selecao de fragmentos.
O produto da PCR foi purificado com “Quiaquick PCR purification kit” (QIAGEN® Cat.
# 28106) e apos, foi feita a selecdo de fragmentos de interesse com a sonda
biotinalada, Biotina — IllIl (CT)8 e Biotina — Illll (GT)8, e estreptavidina. Nessa fase,
a selecédo dos fragmentos de DNA com motivos de SSR foi realizada, bem como a
amplificagéo por PCR dos fragmentos selecionados, para aumentar a quantidade de
fragmentos de DNA de fita dupla. Foi feita a inser¢cado e clonagem dos fragmentos
amplificados é feita via vetor de clonagem, plasmideo, “pGEM-T® and pGEM-T Easy
Vector Systems®™, e a transformacdo em células de Escherichia coli com o
plasmideo com o fragmento de interesse. Mantiveram-se o0s clones positivos, isto €,

com coldnias das bactérias em que ocorreu a transformacgdo. Os clones foram
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armazenados congelador a -80°C. Seguiu-se a minipreparacdo — extracdo dos
plasmideos das bactérias transformadas e a reacao de sequenciamento (o protocolo
de preparagao das amostras para o sequenciamento dos fragmentos de interesse
pode ser obtido no sitio do Laboratério de Andlise Genética e Molecular, CBMEG-

UNICAMP: <http://www.cbmeg.unicamp.br>).

Método Hibridizacao Seletiva

o | Biblioteca
DNA genomico enriquecida
lr Digestao l
T Ligacdo Amplificacao PCR
l adaptadores

[ S—

"T"' é Clonagem
}

Amplificacao y
Transformacéao

Denaturacao -
&
l Extracao plasmidial

=== Hibridizacao
v \5\\ Seletiva
3@ — Sequenciamento

Sonda biotinilada Kijas et al. 1994; Billote et al. 1999

Figura 6: Esquema simplificado do método usado para constru¢do da biblioteca genémica
enriquecida de SSR.

Desenho de Iniciadores

O sequenciamento foi realizado no Laboratorio de Anélise Genética e
Molecular, CBMEG-UNICAMP, em Sequenciador Automatico de DNA - ABI 3500
Genetic Analyzer de oito capilares da marca Applied Biosystems®. Os primers foram
desenhados nas regibes adjacentes, isto é, que flanqueiam a sequencia de

microssatélites.
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Dos 48 fragmentos de DNA, obteve-se 51 pares de primers desenhados
utilizando-se os programas: BioEdit 7.1.3.0 (Hall, 1999), cromatograma; Vec screen
(NCBI, 2012), identificacdo dos vetores de origem conhecida e ndo pertencentes a
V. squamata; WebSat (Martins et al, 2009), identificacdo os SSRs; Gramene
SSRtool (Temnykh et al, 2001), identificacdo dos SSRs; Primer3 30.4.0 (Rozen &
Skaletsky, 2000), desenho dos primers; Gene Runner 3.05 (Hastings Software,
1994), que avalia a qualidade dos primers desenhados; Sequencher 5.0 demo

(Gene Codes Inc., 2011), identificacao dos contigs, ou fragmentos repetidos.

Otimizacéao e Caracterizagao dos Iniciadores

Na sintese dos primers para todas as sequencias sense foi adicionado cauda
M13 foward (-29): 5-CACGACGTTGTAAAACGAC-3’, iniciador universal para
marcacdo com fluorocromo (de Arruda 2009, com adaptagbes). Primers com
fluoréforos foram detectados pelo genotipador automatico DNA Analyzer 4300 da LI-
COR®, sistema baseado em tecnologia de deteccdo sensivel a florescéncia no
espectro do infravermelho.

A reacdo de otimizacdo dos primers iniciou com o mix de reacdo, quantidade
de uma reacdo por amostra: 2,00 pL tampao (1x); 1,60 uL MgCl (25 mM); 0,4 uL
BSA (comercial); 1,00 uL dNTP (2,5mM); 0,32 pL primer sense (10 uM), 0,4 pL
primer anti-sense (10 uM); 0,6 pL IRDye700 ou IRDye800 (marca LI-COR®); 1,2 pL
Taq caseira; 10,48 uL agua ultra-pura; e 1,00 pL DNA (10ng/uL), tendo como
volume final da reacdo 20 pL. Ciclo de reacdo no termociclador: inicio 94°C/5min;
denaturagédo 94°C/40s; hibridacdo 58°C/40s; extensdo 72°C/1min; final 72°C/10min;
infinito a 4°C. Repete-se 30-40 vezes o ciclo de denaturacao, hibridagcéo e extensao.
O IRDye 700 e IRDye 800 phosphoramidites sao oligos que permitem a leitura no
espectro de absorbancia a 700mm e 800mm, respectivamente. Foram
acrescentados no mix de PCR, no qual se anela a cauda M13 durante a reagéo de
PCR e, permitindo posterior visualizagdo no genotipador DNA Analyzer. Optou-se

pela escolha de apenas um IRDye para reagéao cada de PCR.
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3.6. Analise de Dados

A partir dos 257 individuos genotipados distribuidos nos cinco tratamentos de
fogo, mais o controle externo (CE) foram estimados os parametros populacionais de

diversidade e estruturacdo genética de Vellozia squamta Pohl, abaixo descritos.

Diversidade Genética

Para o estudo da diversidade genética foram calculadas as frequéncias
alélicas e genotipicas da populacdo por meio do programa FSTAT, verséo 2.9.3.2
(Goudet 1995 e 2002) e do programa GDA (Lewis & Zaykin 2001), no qual se
obteve as heterozigosidade esperada e observada, média de alelos por loco, média
das frequéncias alélicas dos alelos privados, indice de fixacdo (f). A conversédo dos
dados genotipicos para leitura no programa FSTAT, GDA e STRUCTURE foi
realizada por meio do programa CREATE (2008).

Estruturacdo Genética Populacional
Para o estudo da estrutura genética populacional, foram utlizadas as
estatisticas Fs de Wright (1951) e Nei (1978) utilizando-se o programa FSTAT,

verséo 2.9.3.2 e no programa GDA.

Foi utilizado o programa STRUCTURE (Pritchard et al. 2000) para definir o
namero de grupos (k) mais provavel que acomoda os individuos coletados. Os
parametros usados no programa foram “lenght of burnin period” = 200.000, MCMC =
500.000, k de 1 a 15. Dez simulacdes independentes foram feitas para cada valor
de k. Em cada simulacao, foram feitas 500.000 reamostragens, com um descarte
inicial (burn-in) de 200.000. Através do programa Havester STRUCTURE (Earl
2012) determinou-se o numero k mais provavel em relagcdo aos propostos no
STRUCTRE, a partir dos valores de todos os AK (conforme Evanno et al. 2005).
Uma vez determinado o numero k mais provavel, usou-se o programa Clumpp
(Jakobsson & Rosenberg 2007), para fazer a média em relacdo as dez iteracbes
dos grupos escolhidos, e o programa Distruct (Rosenberg 2007) para gerar a
representacao grafica do resultado do Clumpp.
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A estrutura genética dentro e entre diferentes tratamentos também foi
avaliada com a AMOVA usando programa Arlequin v.3.5 (Excoffier & Lischer 2010).
A significancia dos indices de fixacao foi testada com 10.000 permutacoes.

Foram usadas as estatisticas-F de Wright para avaliar a endogamia
intrapopulacional, por meio do programa GenePop, versdo 4.1.4 (Rousset 2008)
para os dez locos selecionados usados na genotipagem da populacdo. A conversao
dos dados genotipicos para leitura no programa GenePop foi realizada por meio do

programa CREATE (Coombs et al. 2008). Foram calculados os indices Fjg, Fgr € Fyr.

4. RESULTADOS
4.1. Material Vegetal e Extracdo DNA Genémico

Do total amostral de 719 individuos georreferenciados (Figura 7), obteve-se a
densidade relativa por tratamento, exceto para CE. As densidades nas parcelas
submetidas a queimadas prescritas foram semelhantes — de 27,50 a 29,50

individuos por hectare, na parcela controle, foi um pouco superior (Tabela 3).

Realizou-se a extracdo do DNA gendémico de 630 individuos com amostras
foliares, e em seguida quantificou dos DNAs genémicos desses individuos em gel
de agarose (Figura 8). Para alguns individuos testou a digestdo com a enzima de

restricdo EcoRI (Figura 9).
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Tabela 3: Numero total de individuos de Vellozia squamata Pohl georreferenciados (N° total) e
densidade (N°/ha), nos tratamentos do Projeto Fogo mais Controle Externo. A area total por

tratamento é de 4 ha e a area estimada do Controle Externo é desconhecida.

Censo Populacional de Vellozia squamata

Individuos Bienal Bienal Bienal Quadrienal Controle Controle
Precoce Modal Tardia Modal Externo
Vivos com 111 105 103 106 104 106
amostra foliar
Vivos sem - - - - 11 3
amostra foliar
Mortos 6 5 8 12 21 18
N° total 117 110 111 118 136 127
Densidade 29,25 27,50 27,75 29,50 34,00 -

Vellozia squama Pohl

Figura 7: Distribuicdo espacial de todos individuos amostrados nos cinco tratamentos do Projeto
Fogo — campo sujo, RECOR-IBGE, Brasilia-DF e, em uma &rea preservada préxima aos tratamentos,
Controle Externo (CE). Os pontos coloridos sdo os individuos com amostras foliares e em branco

sem amostras de material genético.
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Figura 8: Quantificacdo do DNA genémico total de Vellozia squamata Pohl. em parte dos individuos
do tratamento “controle”. (Gel de agarose a 1%. Volume final da diluicdo em TE 100 pL. Extracdo do
DNA gendmico total e quantificacdo.)

Figura 9: Quantificacdo da extracdo de DNA gen6mico total e digestdo com a enzima EcoR I. De 1 a
3 apresenta o resultado quantificagdo da extracdo; L = 250 A; de 4 a 6 digestdo; e Lad = “ladder” 50
pb.
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4.2. Desenho de Iniciadores e Otimizacao

Dos 48 clones gerados pela biblioteca enriquecida com SSRs sequenciados
foram obtidos 51 primers (Anexo 3). A figura 10 representa a leitura da sequencia
Vsqll. Todas as sequencias gendmicas identificadas, referentes a 48 fragmentos
de DNA sequenciados estdo depositados no GeneBank com previsdo para
publicacdo em dezembro de 2013. Na figura 11 apresenta o gel de acrilamida a 5%
dos testes de primers de Vsg25 a Vsqg49, os pontos brancos sdo amplificacdo do
produto da reagédo de PCR que corresponde aos fragmentos de DNA amplificados
delimitado pelos seus respectivos primers. Nesse caso, é apresentado pelo numero
de pares de base do fragmento amplificado. Nas extremidades do gel virtual,
visualizam-se os pontos brancos, ou seja, ladder de 50, 75, 94, 100, 105, 120, 145,
175, 200, 204, 240, 300, 325 e 350 pares de base respectivamente.

Model 3500 File: B2 _B02 05 StdSeqs0 POP7xl_1_spé.ab1 Signal G:81 A:127 T:182 C:127 Page 1 of 1
BIO KB.bcp | KB 3500 POP7_BDTv3.mob 1/13/2012
TRA Sequencing Format 23 77 no "MTXF" field Spacing: 11.9912080764771
BIOEQtv erson 7.1.3.0 (11/42011) Lane 5 Points 1335 to 13760
TIMASCXTIIM (DY U M 2. T2 LA CC TR TN KA 0L (L QA T ATICICTI CT A AT OWKTL DM CROWM T A W MCTREAWTTIMTTOWCA OWTI CMCKETW T LAV AR TICOCIT TIRIWA ATWA L IOUOWCTA T AKAR
0 20 30 0 S0 o T0 =» " (L] 1o 1 130 140 Bo s 1m 180 1% 200 210 pa } p ] 20 20

POCT CRECICTHEACTIOTICTVOAA LA TOIOWARACA U DWATDCTRCTTIRAOM RO S DO OOOOOOOOCOWONOAANNOWOWOWONOW W DWW IO ACTIOT QT DX CTTILEA T AT X T AONOUTICSSRR S AN OGO
2ed o 280 90 300 3o m 330 0 =0 £ m =0 kL] 400 410 am 4% 440 £0 4ol a0 180 4% S

AT T AT CTATCE CIOW TR AR A TCATCR WA AW SCRDVATIOC AV AAACTUMN TR CUATIOACACOTTIAWACCTTTI IO IO P OW AN I IO T OO A I AT DN T O I TIRGATIC
50 20 230 40 5 Seb Zo 50 0 600 sl0 (2] (] 040 =0 (2] % To0 70 ™ T T4 750

ACTU O R TTTRAATITACT ECAMATT O TIACTIAIC CCTHOY OO TR OO0 ICT O AT CANCA OO IO AT OO RO T IOV AT IO AN AT IO T IO OO PO O T TIA O IOVC TAGDCCIMACT IOV OO
Tub 7 780 L 0 LU 20 &0 L £0 S0 Ly ] 830 Ll " 710 ” ”e 940 ®0 ol 0 "8

COCCECRETIIOCTTICTE TIRCTTICTC CAQCTIOUE COCTIT CUTOWCCTCTAM TO T DCRAE TITA GETT @OMT TAC TUCTTAC OCAC TOMCCCAMMAC TCA TA COTUMTC ATCAOL TA T CATOL CC T AWAMC
1000 1010 » 1630 10 160 10e [0 1es0 1o 1o i 1 1130 1 1se

CITTTC G CX T T AN (C M TTTE CA CAA A T
11ed o 180 190

Figura 10: Resultado do sequenciamento da regido referente ao Vsqgll, apresentado pelo
cromatograma BioEdit da sequencia com nimero de acesso ao GenBank KC990052.
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Figura 11: Amplificag&o primers Vsq25 a Vsq40 em gel de acrilamida a 5%, desenvolvidos para V.
squamata a pertir de 12 individuos, utilizando-se sequenciador DNA Sequencer 4300S Analyzer - LI-
COR.

4.3. Genotipagem da Populacdo Amostral de Vellozia squamata Pohl

Do sorteio de 630 individuos com amostras foliares (item 4.1), 372 individuos
foram genotipados, sendo 62 individuos por tratamento de queima, além do CE.
Para o sorteio usou o cédigo para programa R de sorteio amostral (Anexo 2).
Apenas 257 individuos puderam ser usados nas andlises moleculares, devido a
falhas durante a amplificacdo dos locos. Assim, 0s numeros de individuos
genotipados por tratamento de fogo e no CE foram: BP=33; BM=53; BT=33; QM=43;
C=61; e CE=29 (Figura 13). A Tabela 4 apresenta os dez locos com seus
respectivos primers usados na caracterizagdo da populagcédo de V. squamata. A e a
figura 14 exemplifica, através do primer Vsqll, o perfil de gel de acrilamida a 5%
(em genotipador Licor) e com amplificagdo obtidos na genotipagem de 61 individuos

de V. squamata.
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Figura 12: Distribuicdo espacial de todos os individuos genotipados e analisados (pontos brancos).

Tabela 4: Sequéncias primers dos dez locos desenvolvidos a partir da biblioteca gendmica
enriquecida de SSR de um Unico individuo de Vellozia squamata Pohl. A temperatura de anelamento

para todos os locos foi de 58°C.

Locos Sequéncias Sequéncias Motivo Pb Acesso
sense (5'-3") antisense (5'-3") GeneBank
Vsqll  ATCATCCACACGCTCCTCTT CATCTATCCTCCCCAAACCA (AC)1IATA(CA)10(CA)s(CAA)s  215-253  KC990052
Vsq26 ~ GTTGATGGTATTCGGGTTCG CTCTTCCCCCTTCCTTTCC (AC)1o 172-214 KC990066
Vsg33 TGGTATGCGTCTTTTATGTGG TTACGGACCCATCAATAAGC (AG)6ATG(CA)13 203-242 KC990073
Vsq34 AATGATCCGACCTTATTCACC TCAACCCACGATCTTTTGG (CT)1s 151-181 KC990074
Vsq37 TGGTTTGTGGTTTGTTTTGG GGAATCGCAAATTGAGTGG (TG)sT(TG): 299-307 KC990077
Vsq38 CGGGAAGTCCTAAGCAACC TTCAGAGAGAGAGCGTTTGG (GA)11...(CT)s 205-221 KC990078
Vsq39  TCCTATGTGGGGATTATTTGC GGACTAGCCTTCAAGTATGACG (AC); 265-281  KC990079
Vsq45  ACCTCGTCAACAGTGAGACC CTTCTTCAACCGCAACTCC (GT)o(GA)16 222-254  KC990084
Vsq47  ATCATGCGTTCAAAAGTTGG AGCCTGGAAACAGATGACC (AC);AT(AC)s 213-239  KC990086
Vsq48  AGCAATTTAGTGATGGAGTTGG CGATGAAACAGGAACAATAAGG (CA)w 224-248 KC990087
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Figura 13: Gel de acrilamida a 5% em sequenciador DNA Sequencer 4300S Analyzer - LI-COR
contendo a amplificacédo de 61 individuos com o primer Vsql1l.

4.4. Estimativas dos Parametros Populacionais

A partir dos 257 individuos genotipados (Anexo 4) distribuidos nos cinco
tratamentos e controle externo, obteve-se os resultados estatisticos de diversidade
e estruturacdo genética de Vellozia squamta Pohl na area experimental do Projeto

Fogo, sob diferentes frequéncias de fogo.

Diversidade Genética:

Verifica-se que os parametros de diversidade genética estdo relacionados
aos tratamentos de queima e ao controle externo (Tabela 5). As médias estimadas
do tratamento C para riqueza alélica (R4) e heterozigosidade experada (H,) foram

superiores aos demais tratamentos. Entre os tratamentos a QM teve a menor média
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estimada para os parametros de R, e H,. Os valores de H, e H,, porém, foram

semelhantes entre os diferentes tratamentos com queima prescrita.

A endogamia intrapopulacional média foi f = 0,39, ou seja, ocorre mais
autofecundacgdo e/ou cruzamentos entre os individuos presente dentro de cada
tratamento e area adjacente (Tabela 5). Isso pode ser indicativo de que a espécie
tem de cruzamento misto. Por fim, o tratamento BP mostrou a maior frequéncia de

heterozigos observados (H, = 0,61), com o indice de fixagdo (f = 0,21).

Em relacdo a caracterizacdo da populacdo por locos (Tabela 6), verifica-se
gue os locos Vsqll e Vsq37 apresentaram valores diferentes para quase todos os
parametros analisados. Com base nessas estimativas populacionais calculadas loco
a loco, pode-se concluir que o loco Vsq37 foi 0 que apresentou a menor estimativa
para todos os parametros, exceto para endogamia. Os locos Vsqgll e Vsg45 tiveram
um maior numero de alelos efetivos, ou seja, sdo bem informativos; o0 mesmo vale

para riqueza alélica esses mesmos locos que apresentaram os maiores valores.

Tabela 5: Populacdo de V. squamata subdividida por tratamento relativo aos indices de
namero total de individuos com amostra foliares (No¢q:); NUMero de individuos genotipados
(N); média de alelos por loco (4); média da riqueza alélica (R,); alelos privados (Apr);
média total da heterozigozidade esperada (H,); média total da heterozigosidade observada
(H,); indice de fixacdo (f) coeficiente de endogamia intrapopulacional. Média aritimética

(Média) e desvio padréao (S).

Tratamento Niotal N A R, Apr H, H, f
Bienal Precoce 105 38 9,50 6,02 7 0,76 061 0,21
Bienal Modal 105 53 10,60 5,92 10 0,80 0,49 0,39
Bienal Tardia 104 33 11,50 5,64 7 0,79 0,48 0,40

Quadrienal

Modal 106 43 10,40 5,60 8 0,74 0,46 0,38
Controle 104 61 12,60 6,36 6 0,85 0,40 0,52
Controle Externo 106 29 8,00 5,42 3 0,78 0,45 0,43
Média 105 42,83 10,43 583 6,83 0,79 048 0,39
S 0,89 12,21 1,59 0,34 2,32 0,04 0,07 0,10

Tabela 6: Dados da populagéo total de V. squamata por loco polimorfico: indices da média

de alelos por loco (A4) e desvio padrdo (SA); média da riqueza alélica (R,) e desvio padrdo
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(SR,); média de heterozigosidade esperada (H,) e desvio padrdo (SH,); heterozigosidade

observada (H,) e desvio padrio (SH,); e média do indice de fixacao (f).

Loco A SA R, SR, H, SH, H, SH, f Sf
Vsqll 17,33 327 802 046 091 002 069 010 024 0,10
Vsg26 10,67 520 541 145 076 011 054 013 030 0,10
Vsq33 11,67 3,08 635 1,32 081 011 064 021 023 0,19
Vsq34 1200 1,41 607 054 080 005 044 010 046 0,10
Vsq37 4533 1,75 290 1,08 047 030 002 002 077 0,39
Vsq38 833 163 574 066 083 005 060 010 0,28 0,10
Vsg39 800 126 556 054 082 003 043 025 049 0,29
Vsq45 1583 223 817 042 092 001 061 023 035 0,25
Vsq47 750 138 435 078 072 008 035 030 053 0,37
Vsq48 867 38 569 152 082 008 050 023 040 0,27

Estrutura Populacional:

A estrutura populacional determinada pela abordagem estatistica bayesiana
(implementado pelo programa Structure) mostrou que o grupo k=3 foi 0 mais
provavel quanto a subdivisdo da populacdo de V. squamata (Figuras 14 e 15).
Contudo, também se pode considerar que o grupo k=5 como igualmente verossimil,
pois a estruturacdo apresentada por esse grupo se manteve nos valores
subsequentes de k. Essa analise mostra que o tratamento 5 apresentou a maior
variagdo (diversidade), corroborando os resultados da estatistica descritiva (Tabela
5). O tratamento 2 possui muitos individuos compartilhados com o tratamento 1 e
com o tratamento 6. Isto corrobora os valores encontrados de Fsr, indicando fluxo

entre as parcelas (Tabela 7).
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Figura 14: Indicacdo do k mais verossimil (k=3), por meio do programa Harvester Structure,
conforme a metodologia do Delta K implementado por Evanno et al. (2005) (esquerda) e a
metodologia de Pritchard et al. (2000)( direita).

Figura 15: Teste de atribuicdo bayesiano com k=3 (grafico superior) e k=5 (gréfico inferior), para a
populacao de V. squamata (Projeto Fogo, campo sujo, RECOR-IBGE, Brasilia-DF).

O valor de Fgr = 0,084, a existéncia de uma variagdo entre tratamentos, e
este valor é considerado intermediario (Wrigth 1951). Essa variacdo pode estar
relacionada com a deriva (subdivisdo de populagbes), assim como com a
variabilidade devida a diferentes frequéncias de fogo entre os tratamentos.
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A comparacao par a par dos valores estimados de Fg; para os diferentes

tratamentos de queima (Tabela 8), constatou-se que ocorre moderada diferenciacéo

genética entre os tratamentos e CE, sendo que os pares de tratamentos com menor

Fsr foram BM e BC; C e CE.

Tabela 7: Estruturacdo em relacdo a endogamia e subdivisdo da populagdo total,

Frequéncia alélica baseado na correlacdo F¢;y e F,p. Média aritimética e intervalo de

confiaca de 95% (IC 95%).

Vsqll Vsqg26 Vsq33 Vsq34 Vsq37 Vsqg38 Vsq39 Vsq45 Vsq47 Vsq48 Médio IC95%

0,25 0,32 0,22 0,46

0,03 0,09 0,09 0,036

0,27 0,38 0,29 0,48

0,95

0,39

0,97

0,28

0,04

0,30

0,324
0,51 0,39 0,61 0,42 0,413

0,526

0,037
0,02 0,01 0,12 0,04 0,084

0,156

0,360
0,52 0,39 0,66 0,44 0,462

0,595

Tabela 8: Comparacdo par a par dos valores de Fsr entre os diferentes tratamentos de

gueima e controle externo (BP= queima bienal precoce; BM= queima bienal modal; BT=

gueima bienal tardia, QM= queima quadrienal modal; C= controle; CE= controle externo)

BP BM BT QM C
BM 0,06
BT 0,13 0,08
QM 0,08 0,10 0,10
c 0,07 0,05 0,07 0,07
CE 0,12 0,06 0,13 0,14 0,04

A partir das estatisticas de diversidade de Nei (Tabela 9) se observa que o

loco Vsq37 apresenta menor divergéncia na populagédo para todos os parametros e

entre os tratamentos e o controle externo, e maior divergéncia entre os individuos

para todos os parametros. Para a populacdo com um todo pode se verificar que a

média diversidade génica total (H; = 0,87), a diversidade génica dentro (Hg = 0,79),

a diversidade entre tratamentos (D'sy = 0,08) . A diversidade devido a subdivisdo da
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populacdo (G ¢y = 0,09) indicam uma divergéncia entre tratamentos e é analoga

com a estimativa Fst de Wright.

Considerando-se a distancia genética de Nei (Tabela 10), verifica-se que ha
maior divergéncia entre os tratamentos BP e BT dentre somente os tratamentos do
Projeto Fogo, assim como entre BT e CE. Menor divergéncia ocorre entre
tratamentos de queimas BP e BM.

Tabela 9: Heterozigosidade observada ponderada por populacdo (H,), diversidade dentro
da populacdo (Hg e H'y), diversidade total da populacdo (Hy), diversidade entre os
tratamentos (Dgr € D'gr), diversidade entre os tratamentos (Ggr € G'gr), diversidade
genética intrapopulacional (G;s), seguindo as estatisticas de Nei. Média aritimética (Média)
e desvio padrao (S).

Loco Hy Hg Hy H'r Dgy D'sr Gsr G'sr Gis
Vsqll 0,69 0,92 0,94 0,94 0,02 0,03 0,02 0,03 0,24
Vsq26 0,54 0,77 0,83 0,84 0,06 0,07 0,07 0,09 0,30
Vsq33 0,64 0,81 0,89 0,90 0,08 0,09 0,08 0,10 0,21
Vsq34 0,43 0,81 0,83 0,83 0,02 0,03 0,03 0,03 0,46
Vsq37 0,02 0,48 0,72 0,76 0,23 0,28 0,33 0,37 0,95
Vsq38 0,60 0,83 0,87 0,87 0,04 0,04 0,04 0,05 0,27
Vsqg39 0,43 0,84 0,85 0,85 0,02 0,02 0,02 0,02 0,49
Vsq45 0,61 0,93 0,94 0,94 0,01 0,02 0,01 0,02 0,35
Vsq47 0,35 0,72 0,82 0,84 0,10 0,12 0,12 0,14 0,52
Vsq48 0,50 0,83 0,89 0,90 0,06 0,07 0,07 0,08 0,40
Média 0,48 0,79 0,86 0,87 0,06 0,08 0,07 0,09 0,39

S 0,19 0,13 0,07 0,06 0,07 0,08 0,09 0,10 0,21

Tabela 10: Matriz de distancia genética de Nei construida a partir dos 10 locos polimorficos usados
na genotipagem da populacdo, calculadas com o programa GDA (BP= queima bienal precoce; BM=
gueima bienal modal; BT= queima bienal tardia, QM= queima quadrienal modal; C= controle; CE=

controle externo).

BP BM BT QM C
BM 0,27
BT 0,80 0,45
QM 0,34 052 0,52
c 039 03 045 0,37
CE 066 035 088 0,77 0,28
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O teste Exato de Fisher, o loco estd em equilibrio neutro, ou Equilibrio de
Hardy Weinberg quando o valor de a' > 0,005. Os locos Vsg26, Vsg33, Vsq38,
Vsg39 e Vsqu48 em pelo menos um dos tratamentos mais controle externo esta em
EHW (Tabela 11). Para todos os locos das populacdes, o x? apresentou valor
infinito e probabilidade altamente significativa. Isto corrobora o valor encontrado
com o Fjg, indicando que os individuos desses tratamentos ndo estdo em panmixia,
ou ndo possuem alogamia perfeita, isto €, tendem a apresentar cruzamento misto,

ou excesso de cruzamento entre individuos aparentados.

Tabela 11: Valores resultantes do Teste Exato de Fisher, para os locos e populacoes,
obtidos por meio do programa GenePop. Valores destacados em vermelho significam

equilibrio de Hardy-Weinberg.

Tratamento BP BM BT QM C CE
Vsqll 0,0000 0,0000 0,0036 0,0000 0,0000 0,0001
Vsq26 0,0024 0,0043 0,0000 0,0000 0,0000 0,2091
Vsq33 0,0004 0,0580 0,0000 0,0000 0,0000 0,0001
Vsq34 0,0003 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0003
Vsq37 0,0001 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
Vsq38 0,0050 0,0238 0,0013 0,0006 0,0000 0,0085
Vsq39 0,0000 0,0080 0,0000 0,0000 0,0000 0,0251
Vsq45 0,0001 0,0000 0,0010 0,0000 0,0000 0,0016
Vsq47 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0003
Vsq48 0,0000 0,0000 0,0004 0,5874 0,0000 0,1342

A andlise da AMOVA considerou os tratamentos na forma de grupos

relacionados a época (precoce, modal e tardia); frequéncia (bienal, quadrienal e

ausente); queimas prescritas (tratamentos) e gueima natural (Controle Externo). As

comparacoes observadas na Tabela 12 foram para averiguar se existe diferenca
entre os grupos sob regime de fogo em relagéo a: época tratamento— grupo precoce
(BP), grupo modal (BM e QM) ou (BM ,QM e CE), quando se considerou também o
controle externo, e grupo tardio (BT); frequéncia de queima: quaimadas bienais
(BP, BM me BT), quadrienal (QM), frequéncia “natural” (CE) e auséncia de queima
(Controle); e queimas prescritas (BM, BP, BT, QM) e natural (CE).

Os resultados obtidos indicaram que a maior parte da fonte de variagcdo esta
‘dentro dos tratamentos’, com mais de 89% para todos os grupos comparativos. A
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significancia para ‘dentro de grupos’ e ‘dentro de tratamentos’ foi de p = 0,000 e a

porcentagem total da variacédo (%var) com p < 0,05.

Tabela 12: Resultados obtidos da AMOVA relacionados a época tratamento, tratamentos
em diferentes épocas: grupo precoce (BP), grupo modal (BM e QM) e grupo tardio (BT);
época com o Controle Externo: grupo precoce (BP), grupo modal (BM ,QM e CE) e grupo
tardia (BT); frequéncia de queima: grupo dos tratamentos com queimas prescritos (BP, BM,
BT e QM) mais queima natural, e grupo ausente (Controle); e queimas prescrita e natural,
grupo de tratamentos prescristos (bienais mais quadrienal) e grupo CE. Graus de liberdade
(GL), soma dos quadrados (SQ) e porcentagem total da variagdo (%ovar) com p < 0,05. A

significancia (p=0,0000) para ‘Dentro de grupos’ e ‘Dentro dos tratamentos’.

Fontes de variacéo

. Dentro dos
Grupos comparativos Entre grupos Dentro grupos
tratamentos

GL SQ %var p GL SQ %var | GL SQ %var
9,707 10,27 0,176 | 1 0,696 0,79 | 330 124,734 88,94
6,142 -3,23 0,104 | 2 9,600 13,60 387 139,769 89,63
1,772 -3,77 0,217 | 3 10,404 893 [541 178,070 94,83
5,338 6,28 0,205 | 3 10,404 8,84 | 387 139,769 84,89

época tratamentos
Epocacom CE
Frequéncia

P P NN

gueimas prescrita e natural

5. DISCUSSAO

O resultado da estimativa da diversidade genética, H,, encontrada na
populacéo foi alto (Tabela 5). Vellozia squamata apresentou maiores valores de H,
em comparacdo com as demais espécies do género, como Vellozia gigantea
(analisada com marcadores ISSR, Lousada et al. 2011) e SSR (Martins 2012),
Vellozia compacta analisada com ISSR (Lousada et al. 2013), Vellozia
epidendroides e Vellozia leptopetalas, analisadas com aloenzimas (Franceschinelli
et al. 2006). Altos valores também foram encontrados nas popula¢gées endémicas do
Cerrado de Caryocar brasiliense, em cerrado, com uso do marcador SSR (Collevati
et al. 2001). Grevillea macleayana, espécie dependente de fogo, analisada com
marcador SSR (England et al. 2002) e Persoonia mollis, espécie sensivel ao fogo,
analisada com aloenzima (Krauss 1997), apresentaram valores menores de
diversidade genética em suas populacdes, quando comparadas com V. squamata.

O fato das estimativas de H, obtidas neste estudo terem apresentado resultados
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diferentes entre alguns tratamentos pode apoiar a proposi¢cdo defendida de Verdu
(2000), Pausas & Keeley (2009) e Keeley et al. (2011), em que as espécies
savanicas sao adaptadas a um particular regime de fogo. Considerando que a
V.squamata apresenta elevada expectativa de vida (Oliveira et al. 1991, Alves
1994), seria oportuno averiguar se a mesma diversidade genética que ocorre na
biomassa aérea da espécie também se encontra no banco de sementes. Em
espécies como Hypericum cumulicola (Dolan et al. 2008), estudada com o uso de
marcadores aloenzimaticos, e Banksia hookeriana (Barret et al. 2005), onde se
utilizou AFLP, sdo de vida longa e endémicas de ambientes com fogo recorrente e,
nelas, a diversidade genética € preservada em seus bancos de sementes. A
estimativa do indice de endogamia (f) média da populacdo de V.squamata foi
semelhante a encontrada para V. epidendroides e V. leptopetalas (Franceschinelli et
al. 2006) e maior em relacédo C. brasiliense (Collevati et al. 2001). Ao comparar 0s
tratamentos do presente estudo, destacam-se os valores do Controle (f = 0,52) e
Bienal Precoce (f = 0,21). Desse modo, com base na diversidade genética, pode-se
indicar BP como o tratamento mais adequado para a espécie, pois foi o que melhor
preservou os heterozigose. A maior endogamia encontrada nos demais tratamentos
pode levar a reducdo da diversidade genética ao longo das geracdes (Lande 1988,
Young et al. 1996, Frankham 1995, Frankhan 2005 ). Tal fato pode ainda néo ter

sido observado devido ao ciclo de vida da espécie.

Oliveira et al. (1991) analisou frutos de V. squamata e verificou que na
espécie ocorre autopolinizacdo com geracdo de embrides que abortam em um
determinado momento antes da maturacéo do fruto. A partir dos nimeros de frutos
observados, calcularam o indice de autoincompatibilidade, ou ISI, que diz se uma
planta & autoincompativel na recepc¢do do proprio pélen (Bateman 1952, Seavey &
Bawa 1986). Os resultados mostraram que a autoincompatibilidade somente é
observada nos frutos maduros. Portanto, concluiu-se que existe autofecundacéo
com producgdo de frutos inviaveis. Os resultados obtidos com as estatisticas-F
(Tabela 7) também mostram que a espécie € endogamica e de reproducgdo cruzada,
isto é cruzamento misto. Ao associar tais desvios aos tratamentos, supde-se que o
regime de fogo influencie na reproducéo e/ou fecundacédo. Ha trés hipoteses sobre a
ocorréncia do desvio da panmixia: 1) devido a um retardo na floragao, pois apesar

de V. squamata ser favorecida com as queimadas, talvez necessite de um intervalo
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de tempo de recuperacéo pés queima;2) o fogo afetaria a viabilidade das sementes
durante ou apés o periodo de queima E. 3) o favorecimento da autofecundacao, que
também pode levar a produgéo de sementes inviaveis. Para testar as trés hipoteses
sdo necessarios dados complementares sobre a reproducdo da espécie, além de

sua historia de vida.

A analise bayesiana da estruturacao genética (Figura 15) apresenta o Ak dos
dois agrupamentos, k=3 e k=5, em que a populacédo poderia ser subdivida em trés e
cinco grupos, respectivamente. A partir desses resultados, nega-se a hipétese da
estruturacdo populacional ndo se alterar sob diferentes regimes de fogo.
Considerando os grupos formados quando k=3 e k=5, observa-se que a subdivisdo
da populacdo ndo segue exatamente as divisbes dos tratamentos. Tal fato pode
estar relacionado com a proximidade das parcelas que permite a migracdo dos

propagulos entre elas.

Lousada et al. (2013) mostram que a estrutura das dez populacdes de V.
compacta esta dividida em seis grupos distintos e praticamente ndo ha migracao
entre as populacdes. Os autores mostram que a geografia da Cadeia do Espinhaco
(MG), os afloramentos rochosos e as caracteristicas edéaficas sdo as principais
causas do isolamento, e uma das consequéncias sdo endemismo e a possivel
formacao de espécies cripticas. Lousada et al. (2011) encontraram para V. gigantea,
no Parque Nacional da Serra do Cip6 (cadeia do Espinhago, MG), nove populacfes
estruturadas em dois ou trés grupos. Apesar da geografia do Parque em parte
justificar tal agrupamento, observa-se que, por si s6, ndo é o suficiente para gerar
barreira de migracdo, como observada em V. compacta. Considerando a
estruturacdo das duas espécies de Vellozia em comparagdo com V. squamata
pode-se supor que as diferentes frequéncias de fogo estruturaram a populacéo, pois
as condicOes edaficas e climaticas sdo semelhantes para todos os tratamentos. Em
estudos futuros serd necessario comparar estas populacbes que estudamos com
outras populacdes de V. squamata mais distantes para averiguar se a estruturacao

genética se mantém semelhante ou altere devido a experimentacdo com fogo.

A média estimada da endogamia devido a subdivisdo encontrada entre 0s
tratamentos € Fsr = 0,084, e mostra moderada diferenciacio entre os tratamentos e

o controle externo (conforme descrito no item 1.5). Comparando com outras
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espécies satanicas, também foram encontrados valores moderados para V.
epidendroides e P. reticulata e baixo valor de Fg; para V. leptopetala. Maiores
valores de Fgr foram encontrados para P. mollis, V. gigantea, C. brasiliensis. Por fim,

registrou-se diversidade muito alta para V. compacta e H. cumulicola.

Os resultados da AMOVA (Tabela 12) mostram que a maior parte da variagao
genética (superior a 89%), esta ‘dentro dos tratamentos’ para todos 0s grupos
comparativos. As populacdes de V. gigantea e P. reticulata (Lacerda et al. 2001); e
0 banco de sementes das plantas maternas de B. hookerian apresentaram
resultados semelhantes a V. squamata, ou seja a maior parte da variacao esta entre
os individuos. V. compacta apresentou dois resultados diferentes: considerando-se
as populagdes, a maior parte da diversidade esta ‘entre populagdes’; quando as
populacdes sdo organizadas em grupos geograficos e edaficos, a maior parte da
diversidade ficou ‘entre as popula¢des dentro do grupo’ (Lousada et al. 2013) e
‘dentro das populagdes’, enquanto que ao organizar as populagdes em grupos
edaficos do norte e sul da Cadeia do Espinhaco, a diversidade ficou ‘dentro das
populagdes’. Ao comparar tais resultados, pode-se supor que a distancia geografica
influencie mais na diversidade genética do que o regime de fogo para espécies
satanicas. Para se verificar essa hipotese, poderiam ser feitos estudos considerando
os regimes de fogo das populacbes distribuidas ao longo de um gradiente

geografico.

Em andlises futuras serd necessario verificar como o fogo afeta os individuos
gue estdo mais afastados dos limites entre os tratamentos, se existem diferencas na
diversidade entre o banco de sementes e individuos reprodutores, além do fluxo
génico direto e tamanho efetivo populacional. Desse modo, obter-se-a maiores
esclarecimentos sobre como os regimes de fogo afetam a diversidade genética da

populacéo e sua distribuicdo no espaco.

-61-



6. CONCLUSOES

Os locos marcadores desenvolvidos para Vellozia squamata Pohl foram

eficientes em mostrar os polimorfismos da espécie.

A partir dos resultados gerados da diversidade genética, verificou-se alta
diversidade genética na espécie Vellozia squamata Pohl, e a estruturacédo
populacional mostra que existe uma tendéncia no cruzamento preferencial devido a

distribuicdo espacial da populacao.

A alta endogamia intrapopulacional sugere que existe cruzamento entre
individuos aparentados, ou que a espécie apresenta cruzamento misto. Para
corroborar tal argumento, sdo necessarios outros estudos a fim de verificar a taxa

de cruzamento na espécie.

No Unico tratamento, bienal precoce, apresentou a maior frenquéncia de
heterozigotos, o que pode ser devido ao regime de fogo ou a chegada de
propagulos dos demais tratamentos. Porém, ao considerar a estrutura genética da
populacdo de Vellozia squamata, essa estruturacdo pode estar mais relacionada a
proximidade fisica entre os tratamentos o que permite o fluxo génico, que nesse
caso, pode diminuir os efeitos da estruracdo populacional se relacionados aos

diferentes regimes de fogo.
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ANEXO 1. Protocolo CTAB para extracdo de DNA em microtubo (Doyle &
Doyle 1990, adaptado)

1. Adicionar em um microtubo (2mL) 200-500mg de tecido liofilizado e
triturado (aproximadamente 0,25mL no microtubo);

2. Adicinar 800uL de tampéao de extracdo CTAB pré-aquecido a 60-65°C no
microtubo com as amostras;

3. Deixar as amostras em banho-maria (60-65°C) por no minimo uma hora e
agitar manualmente a cada 15 min. Retirar do banho-maria e espere
atingir a temperatura ambiente;

4. Adicionar 700-750uL de cloroférmio-isoamilico (CIA 24:1). Agitar os
microtubos por 5 min. ou 300 vezes;

5. Centrifugar por 10 min. a 12.10° rpm;

6. Transferir todo sobrenadante para novos microtubos (1,5mL). Evitar a
transferéncia de qualquer proteina denaturada presente na interface;

7. Repetir ositens 4, 5 e 6;

8. Adicionar 600uL de &lcool isopropilico gelado concentrado e 200uL de
acetato de amoénio (7,5M). Misturar gentilmente até formar “pellet”.
Coloque os tubos no congelador a -20°C por no minimo 60 min.;

9. Centrifugar os tubos por 10 min. a 12.10% rpm;

10. Gentilmente, descartar o maximo de sobrenadante invertendo-o do tubo
sem perder o “pellet”;

11. Adicionar 600uL de alcool etilico 70% para lavar o pellet e deixar imerso
por 5-10 min., inverté-lo gentilmente;

12. Centrifugar os tubos durante 5-10min a 12.10° rpm;
13.Retirar o maximo de alcool etilico 70% sem perder o “pellet”;

14. Adicionar 600uL de alcool etilico absoluto para lavar o “pellet”, inverté-lo
gentilmente;

15. Centrifugar os tubos durante 5-10 min. a 12.10° rpm;

16.Retirar o maximo de alcool etilico e deixar secar ao ar livre ou por uma
hora em banho-maria seco a 37°C;

17.Eluir o “pellet” em 100uL de tampé&o TE (Tris-HCI 1M e pH 8,0; EDTA
0,5M e pH 8,0) e Adicionar 1pL (10mM) ou 2uL (2,5mM) de RNAse,;
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18.Colocar em banho-maria por no minimo uma hora ou por 12 horas ou
mais a temperatura ambiente para a RNAse agir; ou

19. Se necessario aplicar o protocolo de limpeza de DNA.

Protocolo de Limpeza de DNA com Acetato de Amonio

1. Precipitar o DNA em solucdo de acetato de amoénio 7,5M gelado (50uL
para cada 100uL de solucéo a ser precipitada) e alcool etilico absoluto a -
20°C (375uL para 100uL de solucéo a ser precipitada). Homogeneizar;

2. Para favorecer a precipitacdo do DNA, deixar por 1 a 2 horas a -20°C ou
12 horas ou mais a -4°C;

3. Centrifugar a 12.10° rpm por 10 min.;

4. Retirar o maximo de alcool etilico e deixar secar ao ar livre ou por uma
hora em banho-maria seco a 37°C;

5. Eluir o “pellet” em 100uL de tampao TE (Tris-HCI 1M e pH 8,0; EDTA
0,5M e pH 8,0) e Adicionar 1pL (10mM) ou 2puL (2,5mM) de RNAse.

Tampéo de Extracéo - CTAB

Estoque: Conc. final Vol. final (50mL)
CTBA 1-2% 0,5-1,00g

NaCl (5M) 1,42M 12,5mL
EDTA(pH 8,00 e 0,5M) 20,00mM 2,00mL

Tris-HCI (pH 8,00 e 1M) 100mM 5,00mL

PVP 40 2% 1,00g
B-mercaptoetanol 2-4% 1,0- 2,50mL

H,0 deionizada (gsp) 28,0mL

- Preparar o tampao no momento do uso e incubar a 65°C até o PVP dissolver

- Adicionar o B-mercaptoetanol somente no momento em que distribuir o tampéo na
amostra.
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Quantificacdo do DNA Genbémico

A determinacao da concentracdo apds a extracao segue as seguintes etapas:

1. Preparacédo de gel de agarose a 1% em solucéo de Sybergreen (TBE 1X);

2. Utilizac&o 4L de azul de brometo de etideo em 3uL de DNA;

3. Utilizacdo de lambdas em diferentes concentragdes, sendo o minimo de 25A.
Cada microlitro de lambda corresponde ao valor do marcador em uso, por
exemplo: um microlitro de 25\ corresponde a 25ng/pL de DNA. Para aumentar o
valor do marcador de 25\, por exemplo, basta aumentar a quantidade em microlitro

em que essa correspondera ao valor n vezes. Exemplo:

Para 25\ - 1pL = 25 ng/pL de DNA - 2uL = 50A (25 A + 25 A) = 50 ng/pL de
DNA - assim sucessivamente

ANEXO 2: Codigo para Programa R de sorteio amostral

dados<-read.csv("GPool_sample.csv",header=T,sep=";")
dados

Pl<-sample(1:103,62,rep=F)

P1

P2<-sample(1:103,62,rep=F)

P2

P3<-sample(1:104,62,rep=F)

P3

P4<-sample(1:105,62,rep=F)

P4

P5<-sample(1:100,62,rep=F)

P5

P6<- sample(1:101,62,rep=F)

P6
gpool<-matrix(c(P1,P2,P3,P4,P5,P6),nrow=62,ncol=6)
gpool
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ANEXO 3: Locos de microssatélites (SSR) selecionados a partir dos seguimentos

de DNA sequenciados de Vellozia squamata Pohl. A primeira coluna € o nome loco

do SSR, seguido do motivo e por fim sua classificacdo quanto ao tipo. Na terceira

coluna esta desenho par dos iniciadores, sense (s) e antisense (as), dos SSRs e na

guarta o numero de acesso a sequéncia ho GeneBank.

) ) ] Acesso
Loco Motivo Tipo Sense (s)/Antisense (as)
GeneBank
. S:CGTGGACTAACCTCCCCTTA
Vsql (GA)28 Perfeito KC990043
as: GTATGCCCGACCAATGTC
Composto S:CTTCATCTCCTCTGGGTGCT
Vsq2 (GA)2GT(GA);CA(GA)2"(CA)7(GA)3 . ) KC990044
imperfeito as:AAGATTCCGCCTCAGTGCT
. S:TGAGTGGAAGGGGGAATAGT
Vsqg3 (GT)s"(CA)s Perfeito KC990045
as:.TGGGGCTTGGAATAGTATGG
. S:CAAATGAGTGAGTTGGAAAGG
Vsq4 (TG)14 Perfeito KC990046
as:TTGGGGTTGGCAAAATGTA
S:GCCGCTGCTACTTCAAAACT
Vsqg5 (CA)o(CT)g Composto KC990047
as:TGATCTAAATGCCAACGACAG
a:GCCAACTACCGTGCTCATC
Vsq6 Perfeito KC990048
(CA)e as:TGTATCTTCCTAGCCGAATCTT
) a:AGGCAAATGGACTTGGACTT
Vsq7 (TG)7 Perfeito KC990049
as:GGGTTTTGAGAAGGGTGTTG
Perfeito aTGTTTTGTTGAGAGGGTGTTG
Vsq8 (GT)s"(CA) T(CA)sCTT(CA)7 ) ) KC990050
interrompido  as:TGCATGTGTGTTTGAGACCA
) a:GACGGTGGAATACGGAGAAA
Vsq9 (CA)3A(CA)g Imperfeito KC990051
as:GCAAATGAATGGAACTTGGA
) a:CCGATGAATAGTGCCGAAA
Vsql0 (TA)sCA(TA)3 Imperfeito KC990051
as:GAGGACCGAATCCCCTAAGT
Composto a:ATCATCCACACGCTCCTCTT
Vsqll  (AC)11ATA(CA)10(ACA)e . ) KC990052
interrompido  as:CATCTATCCTCCCCAAACCA
Vsql2
Perfeito aTGGGGAGGATAGATGTAGACAA
(CA)s(TG)sAG(TG)3 . ) KC990052
interrompido  as:GGTCTCAATCATGCAAAATACC
. a:GCGTGGACTATCCCTACTCA
Vsql3 (AC); Perfeito KC990053
as:AGTTTAGATGCCAGACCATCAT
Perfeito
a:TGGCTATGAAGGTTTTCACAA
Vsqld  (TG)s" (TG)z (TA)sTGT(AG)10 Composto KC990054
. ) as:TGGAGAACTGTTACTTTGCTCA
interrompido
. a:;TAATCACAAAGCACGGTTGG
Vsql5  (CA)s (CA)7(AC)3'(AC)2 Perfeito KC990055

as:GAAGAGGAGCGTGTGGATG
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Acesso

Loco Motivo Tipo Sense (s)/Antisense (as)
GeneBank
Vsqlé  (AC)13AT(AC)s Imperfeito a:TCTTCAGTTTGTTCCAGGATG KC990056
a:TGTTGATGAAGGCAAGGAAG
Vsql7?  TTA(TTG)TTA(TTG)s Imperfeito KC990057
as:TTGAACCACGATTTCTCAGC
) a:CAAGCAGCACCTAGACACAC
Vsql8 (CA)CG(CA); Imperfeito KC990058
as:GGGATTCTTGGCTATTCACTG
a:GAAAGGTGGAGCAACTGAGC
Vsql9 (AC)s Perfeito KC990059
as:TGAAACCGCCAAAATCATC
a:GCGATGTTGTTTGTGATGG
Vsq20 (GT);T(GT)2 Imperfeito KC990060
as:GGGAGAGGAAATGAAATGAAG
Perfeito a:AGAATGCGGAGAAATCAAGG
Vsg2l  (GT)s"(CA)sTG(CA)s ) KC990061
Imperfeito as:AAGGCAAATGGATGAGGTTG
. a:AATGGAGCCTTTGAGAGGAG
Vsqg22 (CA)sTATACACCAC(CA) Interrompido KC990062
as:CGATGTTATTTGTGATGGAACC
) aTGGGGCTTGGAGTAGTATGG
Vsq23  (TG)3:CA(TG)s " (AC)7C(AC): Imperfeito KC990063
as:GGTAGAATGCGGAGAAATCG
. a:AGAAGTGGGAGCCTTTGTGC
Vsq24  (CA)s Perfeito KC990064
as:GTGTTTCGGCACTATTCATCG
) a:GGCTAAGGCATTTGGATTGG
Vsq25  (AC)/A(AC) Imperfeito KC990065
as:TGGAAGGGTGAATAGTGTTGG
a:GTTGATGGTATTCGGGTTCG
Vsgq26  (AC)io Perfeito KC990066
as:CTCTTCCCCCTTCCTTTCC
a:GAATGTCCTGCCAGAGTCC
Vsq27 (CA)12 Perfeito KC990067
as:ATGGCTCCCAAACTTTTCC
. a:CACGGATATAGGCATTCTCG
Vsg28  (CA) Perfeito KC990068
as: TTTTGAAAGCGAGGGATAGC
aTTGCTTGGCTCTGTACTTCC
Vsq29 (GA)s Perfeito KC990069
as:TCTTGACTTCGGTTTACATGC
Perfeito a:GATCATGTTTCTTCGGTTTGG
Vsq30  (AC)10 (TG)TA(TG)4 ) KC990070
Imperfeito as:GGATCATTGACTCTCTCAAAGC
) a:AGAGGAGTGGTGTGTTGTGG
Vsqg31 (CA),C(CA)3 Imperfeito KC990071
as:GACTTGAACTTGGAACATTGG
a:AGTCGTCTGGATTGTTGACC
Vsq32  (CA)u Perfeito KC990072
as:TCCCCCATTAGATACTGTGC
] aTGGTATGCGTCTTTTATGTGG
Vsq33 (AG)6ATG(CA)13 Interrompido KC990073
as:TTACGGACCCATCAATAAGC
a:AATGATCCGACCTTATTCACC
Vsq34  (CT)ss Perfeito KC990074
as:TCAACCCACGATCTTTTGG
a:;TGTTGCCAATACGACATTCC
Vsq35 (CA)s Perfeito KC990075
as:GACAACAAGTTCCCTTTTGC
] a:ATAACCGGCATTGAGATCG
Vsq36  (GT)s Perfeito KC990076
as:CGGACAACCTCATCACTACC
Vsq37  (TG)sT(TG): Imperfeito aTGGTTTGTGGTTTGTTTTGG KC990077
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Acesso

Loco Motivo Tipo Sense (s)/Antisense (as)
GeneBank
as:GGAATCGCAAATTGAGTGG
. a:CGGGAAGTCCTAAGCAACC
Vsq38  (GA)11(CT)s Perfeito KC990078
as:TTCAGAGAGAGAGCGTTTGG
) a:-TCCTATGTGGGGATTATTTGC
Vsqg39 (AC); Perfeito KC990079
as:GGACTAGCCTTCAAGTATGACG
a:GGGATATTGTGGGGATGG
Vsqg40 (CA)4(TA)s Composto KC990080
as:GAAAACAGAGAAAGAGCAGAGC
Composto a:GGGATATTGTGGGGATGG
Vsq4l  (CA)4(TA)s (GT)s ) KC990080
Perfeito as:TGCACACGAACTTTTACGG
Imperfeito a:CGATAGTGCAGCCAATGC
Vsg42  (CT):CC(CT)5"(AC)11AT(AC), KC990081
as:GATTTTCGGGGAAGTTGG
. a:TATTTTGAAAGCGAGGGATAGC
Vsq43  (GT)s Perfeito KC990082
as:CTCGATACTCACGGATATAGGC
Perfeito a:-TGGGGCTTGGAATAGTATGG
Vsq44  (TG)s (AC)sC(AC) ) KC990083
Imperfeito as:GTAGAATGCGGGAGAAATCG
a:ACCTCGTCAACAGTGAGACC
Vsg45  (GT)oe(GA)1s Composto KC990084
as:CTTCTTCAACCGCAACTCC
Imperfeito aTTGGAGGGTTTGAACATGC
Vsq46  (CT).CG(CT)s (GT). TGTGA(GT)s ) KC990085
Interrompido  as:CAGGCAAAACAGTGAGATCG
a:ATCATGCGTTCAAAAGTTGG
Vsq47 (AC)sAT(AC)s Imperfeito KC990086
as:AGCCTGGAAACAGATGACC
. a:AGCAATTTAGTGATGGAGTTGG
Vsq48 (CA)14 Perfeito KC990087
as:CGATGAAACAGGAACAATAAGG
) a:CGAAGAAATGGTGGAAGAGG
Vsqg49 (CA)A(CA) Imperfeito KC990088
as:GTGGAACTTTGGACTTGAGC
) a:CGGACAAATCTAGGAAGTGG
Vsq50 (TG)2A(TG)g Imperfeito KC990089
as:GCCAAAGCTCTCAATAATGC
) a:GATGGTGGTGTGAGTTGTGG
Vsgq51  (CA)r Perfeito KC990090

as:AACAAAGGAAGCCAAAAGAGC
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ANEXO 4: Tabela dos genotipos de 257 individuos distribuidos nos cinco tratamentos e na area adjacente ao tratamento
(tem 2.5.2). ID em que o primeiro nUmero representa o tratamento e os trés ultimos séo a identificagdo numérica do individuo.
Bienal tardia = 1; bienal precoce = 2; bienal modal = 3; quadrienal modal = 4; controle = 5; e controle externo = 6. UTM (Universal
Transversa de Mercator). Vsgll a Vsqu48 com par de alelos dos locos de genotipados. NA é dado faltante.

ID UTM Vsqll Vsq26 Vsq33 Vsq34 Vsq37 Vsq38 Vsq39 Vsq45 Vsq47 Vsq48
1020 192904,326 8234331,503 237 245 184 184 224 228 169 173 NA NA 209 209 NA NA NA NA 215 225 NA NA
1027 192922,950 8234301,856 215 231 184 184 224 236 161 161 303 303 207 207 273 273 NA NA 213 223 230 238
1029 192925,200 8234294,134 229 243 184 184 210 224 NA NA NA NA 207 217 NA NA NA NA 215 225 NA NA
1030 192925,184 8234295241 229 229 184 184 224 236 157 173 305 305 207 207 273 273 NA NA 213 223 238 238
1034 192954,343 8234356,557 229 229 184 184 210 224 161 161 303 303 207 207 NA NA 244 244 215 225 238 238
1036 192968,255 8234357,856 235 235 180 180 NA NA 161 161 285 303 207 211 265 269 NA NA 215 223 230 236
1044 192990,357 8234386,957 231 249 184 184 226 238 161 175 303 303 213 213 NA NA NA NA 217 223 230 230
1052 193049,493 8234372,265 235 235 184 184 224 230 159 169 293 303 207 217 269 275 222 244 213 223 228 242
1053 193047,396 8234368,914 235 253 184 184 218 230 159 171 303 303 207 217 269 275 NA NA 213 221 228 242
1054 193048,437 8234371,143 225 231 178 184 208 194 159 175 303 303 207 209 265 271 244 244 213 223 242 242
1055 193048,452 8234370,036 225 231 178 184 208 194 159 175 293 293 207 209 271 275 222 244 213 223 242 242
1056 193047,381 8234370,021 221 235 180 180 208 192 159 159 303 303 207 211 273 273 222 244 213 225 242 242
1058 193047,320 8234374,450 231 249 184 184 226 232 159 159 303 303 211 211 267 267 222 246 213 223 236 236
1060 193049,432 8234376,695 235 235 178 178 208 232 159 171 303 303 203 217 265 273 212 234 211 219 226 226
1064 193049,493 8234372,265 213 229 184 184 210 226 169 177 301 301 203 213 265 269 222 242 211 221 236 236
1067 193045,116 8234378,850 221 239 180 180 226 232 169 179 303 303 205 213 269 275 212 234 213 223 236 236
1069 193035,185 8234399,757 227 247 180 180 212 226 151 159 303 303 211 217 261 269 234 246 NA NA 234 234
1078 192988,138 8234392,464 215 231 184 184 212 228 179 179 303 303 207 211 269 275 224 248 213 213 238 238
1081 193004,421 8234377,183 215 231 180 180 212 226 177 177 303 303 207 211 265 271 232 248 211 211 238 238
1082 193007,665 8234375,012 NA NA 178 178 208 208 159 169 303 303 217 217 265 273 224 246 211 221 NA NA
1086 193033,332 8234378,688 211 227 178 184 212 228 157 157 303 303 217 217 265 271 222 246 NA NA 238 238
1088 193039,775 8234377,669 213 221 180 184 212 228 169 177 303 303 211 211 269 275 222 242 NA NA NA NA
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ID UTM Vsqll Vsq26 Vsq33 Vsq34 Vsq37 Vsq38 Vsq39 Vsq45 Vsq47 Vsq48
1090 193007,219 8234329,597 213 229 184 184 212 228 159 169 303 303 211 211 265 271 246 246 NA NA 238 238
1092 193002,705 8234346,148 215 227 180 184 228 232 159 159 303 303 209 213 267 271 222 246 NA NA NA NA
1094 192981,076 8234282,720 221 237 178 184 228 234 159 173 303 303 207 207 267 275 246 246 NA NA NA NA
1095 193062,257 8234379,086 233 249 178 184 210 194 159 175 303 303 207 211 269 269 230 230 NA NA NA NA
1096 192973,501 8234288,154 213 229 180 184 212 228 159 159 303 303 203 213 265 269 238 250 213 223 238 238
1097 192974,572 8234288,169 225 229 184 184 228 234 159 167 303 303 203 211 271 275 202 224 213 223 238 238
1098 192974,557 8234289,276 213 231 180 184 228 234 159 159 303 303 203 213 269 275 238 250 213 223 230 236
1099 192971,404 8234284,802 213 229 180 184 212 228 159 159 303 303 209 217 269 275 238 248 NA NA 228 228
1100 192969,276 8234283,665 221 239 180 184 228 242 161 175 303 303 211 211 269 275 220 242 211 221 228 228
1101 192974,603 8234285,954 231 239 180 180 228 234 153 153 303 303 211 217 267 275 224 238 213 213 228 228
1102 192972,460 8234285,924 239 245 184 184 210 228 153 175 303 303 203 203 NA NA 224 224 213 223 NA NA
2007 192851,778 8234490,265 219 227 NA NA 228 234 159 159 303 303 NA NA NA NA NA NA 211 221 NA NA
2009 192853,951 8234488,080 227 251 NA NA 218 234 177 177 NA NA 209 209 NA NA 232 232 213 223 238 238
2039 192759,361 8234353,872 241 241 180 184 214 228 155 171 291 303 207 213 267 273 224 246 213 223 230 230
2045* 192862,422 8234339,786 213 229 180 184 234 246 159 159 303 303 209 213 265 273 204 226 213 223 238 238
2051 192870,978 8234341,011 213 229 184 184 214 228 159 159 303 303 207 209 263 269 224 248 213 223 238 238
2054 192871,988 8234345456 219 237 178 184 228 240 159 159 303 303 213 213 269 277 250 250 213 223 238 238
2055 192871,988 8234345456 229 249 184 184 212 228 159 159 303 303 207 213 269 275 248 248 215 221 238 238
2056 192873,029 8234347,685 233 249 184 184 212 228 159 159 303 303 207 209 NA NA 226 248 215 223 238 238
2058 192877,314 8234347,744 219 227 184 184 212 228 159 159 303 303 209 213 271 275 250 250 215 223 238 238
2059 192867,733 8234343,182 229 249 184 184 228 244 159 159 303 303 207 217 NA NA 250 250 215 223 230 238
2060 192867,749 8234342,075 229 249 NA NA 212 228 159 159 NA NA 207 217 NA NA 230 230 215 223 232 232
2062 192864,519 8234343,138 219 235 184 184 226 226 157 157 303 303 207 217 277 277 244 244 213 223 230 238
2064 192864,596 8234337,601 213 223 184 184 212 226 155 155 303 303 207 207 275 275 224 224 215 225 230 230
2065 192861,382 8234337,557 229 229 184 184 228 228 155 155 303 303 213 217 NA NA NA NA 217 225 NA NA
2071 192855,949 8234343,020 225 225 NA NA 228 228 NA NA 295 295 209 215 NA NA NA NA NA NA NA NA
2072 192854,893 8234341,897 215 215 NA NA 228 240 NA NA 297 297 209 209 NA NA NA NA NA NA 232 238
2074 192848,480 8234340,702 217 217 176 186 228 240 NA NA NA NA 206 217 NA NA 212 222 225 229 224 242
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ID UTM Vsqll Vsq26 Vsq33 Vsq34 Vsq37 Vsq38 Vsq39 Vsq45 Vsq47 Vsq48
2081 192827,099 8234337,084 229 229 NA NA 228 228 NA NA NA NA 213 217 NA NA NA NA 221 221 232 242
2082 192819,386 8234352,484 219 219 178 184 228 234 NA NA 297 297 211 211 273 273 238 238 221 221 240 248
2084 192812,714 8234370,113 229 247 182 186 228 228 159 167 297 297 206 213 269 279 236 246 223 223 240 248
2085 192806,302 8234368,917 217 229 178 186 228 228 159 159 299 299 206 213 NA NA 222 222 223 223 242 248
2086 192806,302 8234368,917 229 229 176 186 228 228 NA NA 299 299 NA NA NA NA NA NA 223 223 242 248
2087 192807,358 8234370,039 223 223 182 182 228 228 159 169 299 299 213 213 NA NA 248 248 223 223 232 240
2088 192807,358 8234370,039 229 229 174 186 228 228 161 161 295 295 206 206 NA NA 236 248 223 223 232 240
2089 192805,215 8234370,009 229 229 178 186 228 242 NA NA 295 295 211 211 NA NA 218 228 223 223 242 248
2090 192806,241 8234373,346 229 229 NA NA 228 234 NA NA 299 299 NA NA NA NA NA NA 223 223 242 248
2091 192806,256 8234372,239 229 253 176 184 228 240 NA NA 299 299 206 213 NA NA 224 234 223 223 242 242
2092 192806,256 8234372,239 223 223 NA NA 228 234 159 171 297 297 213 213 NA NA 242 242 221 221 240 240
2093 192807,327 8234372,253 251 251 178 188 228 244 159 159 297 297 213 219 NA NA 242 242 221 221 242 242
2095 192805,169 8234373,331 221 237 180 186 226 226 159 159 299 299 206 219 NA NA 236 248 223 223 224 242
2097 192804,083 8234374,424 241 241 180 180 228 244 161 161 NA NA NA NA NA NA NA NA 223 223 240 246
2100 192799,843 8234371,043 219 247 174 184 228 238 159 173 NA NA 209 219 NA NA 218 230 223 223 240 248
2101 192798,772 8234371,028 229 247 180 184 234 234 NA NA 299 299 219 219 NA NA NA NA 223 223 240 246
2102 192793,232 8234384,242 243 243 174 180 208 228 175 175 299 299 206 219 NA NA NA NA 223 223 240 246
2104 192800,777 8234381,023 233 245 174 180 226 226 159 173 299 299 213 219 NA NA 230 242 223 223 240 248
2105 192801,849 8234381,038 241 249 180 180 242 242 159 175 299 299 215 219 275 275 226 226 221 221 240 246
2107 192809,333 8234382,249 237 253 176 182 240 240 161 169 299 299 215 215 271 271 218 230 221 231 240 246
2108 192815,730 8234384,552 229 245 NA NA 226 244 171 171 297 297 211 219 273 273 224 224 221 231 242 250
3005 192740,044 8234278,293 241 247 174 184 226 232 175 175 299 299 NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
3006 192739,064 8234271,634 235 247 184 184 226 232 171 171 299 299 209 213 NA NA 214 224 NA NA 238 238
3007 192722,964 8234273,628 NA NA 174 180 NA NA NA NA 299 299 NA NA NA NA NA NA 221 221 238 246
3009 192717,561 8234276,876 NA NA 176 180 NA NA NA NA 299 299 NA NA NA NA NA NA 219 219 236 236
3010 192708,914 8234282,294 219 231 174 174 226 226 157 171 299 299 205 219 NA NA 226 238 219 219 NA NA
3011 192708,945 8234280,080 231 239 174 184 226 240 173 173 299 299 205 211 NA NA 226 238 219 219 230 238
3013 192701,507 8234275547 251 251 180 180 NA NA 159 171 299 299 NA NA NA NA NA NA 217 217 240 248
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ID UTM Vsqll Vsq26 Vsq33 Vsq34 Vsq37 Vsq38 Vsq39 Vsq45 Vsq47 Vsq48
3025 192657,448 8234362,436 249 249 180 180 240 240 157 165 299 299 209 209 NA NA NA NA 219 219 220 238
3028 192710,309 8234336,583 243 255 NA NA 226 226 165 175 299 299 211 211 NA NA 222 232 221 221 220 248
3029 192712,421 8234338,827 235 255 180 180 226 226 159 179 299 299 213 217 273 273 234 238 221 221 246 246
3030 192713,477 8234339,949 235 235 180 180 226 226 157 157 299 299 215 215 269 269 234 246 221 221 238 244
3031 192528,843 8234363,985 227 247 180 180 232 238 159 179 299 299 206 211 NA NA 226 232 219 219 234 244
3032 192527,787 8234362,863 229 249 NA NA 226 232 159 169 299 299 211 215 NA NA 214 226 221 221 236 236
3033 192534,260 8234359,630 229 247 NA NA 205 226 159 159 299 299 206 219 269 269 244 244 221 221 240 240
3034 192536,281 8234368,518 227 249 180 180 226 238 NA NA 299 299 219 219 NA NA NA NA 223 223 222 222
3036 192540,719 8234357,504 227 235 NA NA 226 226 NA NA NA NA 209 213 NA NA NA NA 223 223 NA NA
3045 192575,505 8234321,435 235 235 180 180 230 238 157 157 NA NA 211 219 NA NA NA NA NA NA NA NA
3047 192579,775 8234322,601 235 241 NA NA 224 224 NA NA 299 299 NA NA NA NA NA NA NA NA 238 238
3050 192581,811 8234330,382 247 247 NA NA 238 238 NA NA 299 299 NA NA NA NA 230 240 223 223 NA NA
3051 192769,229 8234259,867 235 247 NA NA 205 240 159 159 299 299 215 215 271 271 238 252 223 223 NA NA
3054 192601,349 8234156,767 225 249 180 180 224 224 159 179 299 299 206 213 273 273 238 252 223 223 220 238
3055 192606,644 8234161,270 227 249 NA NA 224 236 151 159 299 299 206 213 273 273 238 250 221 221 238 248
3056 192605,558 8234162,363 239 247 NA NA 224 238 157 157 299 299 209 219 271 271 240 252 219 219 238 238
3057 192604,502 8234161,241 237 247 NA NA 224 224 157 157 299 299 211 219 NA NA 250 250 219 221 236 236
3063 192615,798 8234196,838 239 247 180 180 224 238 175 175 299 299 206 213 273 273 248 248 219 219 234 242
3064 192616,823 8234200,175 227 235 180 180 224 238 159 159 295 295 211 211 271 271 228 246 219 219 238 238
3065 192616,823 8234200,175 239 239 NA NA 224 224 157 157 293 299 209 219 275 275 NA NA 217 217 240 246
3067 192619,012 8234196,882 241 241 NA NA 224 224 157 175 299 299 209 209 269 269 NA NA 217 225 238 244
3068 192617,956 8234195,760 NA NA 180 180 NA NA 155 159 299 299 NA NA NA NA 234 252 221 221 238 246
3071 192628,699 8234193,693 231 249 174 184 224 236 NA NA 297 297 211 215 NA NA NA NA 221 221 240 244
3073 192627,536 8234200,322 227 247 176 186 205 238 NA NA 299 299 213 213 273 273 240 252 219 219 244 248
3074 192625,394 8234200,293 239 239 180 184 224 248 157 175 299 299 211 215 275 275 228 240 213 213 238 238
3075 192620,052 8234199,112 239 239 178 186 224 224 159 175 299 299 213 219 NA NA 240 252 221 221 238 238
3076 192620,037 8234200,219 217 239 174 180 224 230 159 173 299 299 206 213 213 235 236 250 221 221 NA NA
3078 192626,496 8234198,093 225 245 176 176 205 238 157 167 299 299 213 219 273 273 NA NA 213 219 228 240
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ID UTM Vsqll Vsq26 Vsq33 Vsq34 Vsq37 Vsq38 Vsq39 Vsq45 Vsq47 Vsq48
3080 192629,572 8234208,103 239 249 180 186 226 238 171 171 299 299 NA NA NA NA 228 252 219 221 238 248
3081 192630,674 8234205,903 245 245 176 186 238 238 157 157 299 299 206 213 271 271 242 252 219 219 236 236
3082 192631,730 8234207,025 217 247 178 178 205 224 155 155 301 301 213 217 269 269 NA NA 219 219 236 242
3083 192631,700 8234209,240 NA NA 180 180 NA NA NA NA 301 301 NA NA NA NA 234 254 219 219 238 238
3084 192630,613 8234210,333 233 241 180 180 224 224 155 155 299 299 215 215 271 271 228 240 219 219 NA NA
3086 192632,771 8234209,255 217 235 182 182 226 232 163 171 301 301 209 211 NA NA 228 234 221 221 238 242
3088 192631,684 8234210,347 219 251 176 180 224 224 159 159 299 299 213 213 271 271 234 246 221 221 230 238
3091 192640,331 8234204,929 235 249 180 180 230 230 157 157 301 301 215 219 271 271 NA NA 221 221 230 240
3092 192628,455 8234211,410 241 247 176 184 226 238 157 157 301 301 209 221 271 271 224 236 219 227 240 248
3093 192630,583 8234212547 239 247 NA NA 230 238 159 173 301 301 215 221 273 273 216 228 219 219 248 248
3096 192645,154 8234243,759 221 221 176 188 226 232 157 175 301 301 209 213 NA NA 232 244 223 223 240 246
3097 192665,402 8234251,791 221 245 180 180 226 232 157 157 301 301 213 213 271 271 230 242 223 223 238 248
3098 192679,344 8234250,876 225 239 180 180 226 232 157 177 303 303 217 221 265 265 244 244 223 223 242 248
3099 192679,299 8234254,198 213 223 176 182 226 238 157 157 303 303 211 217 275 275 238 250 225 225 232 238
3100 192680,217 8234265,286 231 243 172 182 208 226 159 159 301 301 219 219 NA NA 238 250 223 223 240 240
3101 192683,401 8234267,545 225 245 182 182 208 232 153 173 NA NA 221 221 273 277 228 238 221 221 242 248
3103 192696,272 8234266,615 227 235 182 188 208 226 157 167 301 301 209 209 NA NA 238 250 223 223 232 238
3105 192703,817 8234263,396 239 245 178 184 232 232 157 157 NA NA 213 217 265 265 226 244 223 227 232 238
4004 192807,964 8234248,218 243 243 182 182 232 240 NA NA NA NA 206 215 NA NA NA NA 205 241 NA NA
4018 192832,647 8234167,707 NA NA 182 182 226 226 159 175 NA NA 209 209 271 277 224 234 219 219 NA NA
4023 192739,900 8234133203 NA NA 182 182 228 240 159 159 303 303 209 209 NA NA 240 240 221 221 NA NA
4024 192736,701 8234132,052 NA NA NA NA NA NA 161 161 303 303 NA NA NA NA 242 242 221 221 NA NA
4025 192733,518 8234129,793 223 227 182 182 228 228 159 159 303 303 209 209 NA NA 242 248 221 221 NA NA
4026 192734,482 8234137,559 213 219 180 180 238 238 167 171 303 303 209 221 NA NA 244 244 221 221 238 238
4027 192736,610 8234138,696 213 219 180 208 232 238 161 171 303 303 209 217 271 271 246 246 221 221 NA NA
4028 192732,385 8234134,207 225 249 180 188 226 226 159 159 303 303 209 209 275 275 222 242 223 223 226 238
4029 192738,661 8234145,369 213 219 NA NA 226 232 159 159 303 303 211 213 273 275 234 234 221 221 224 238
4033 192728,054 8234137,470 225 231 182 196 226 226 161 169 303 303 211 213 NA NA 224 224 219 219 236 240
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ID UTM Vsqll Vsq26 Vsq33 Vsq34 Vsq37 Vsq38 Vsq39 Vsq45 Vsq47 Vsq48
4034 192725,866 8234140,763 229 249 182 202 228 240 177 177 303 303 219 219 NA NA 224 224 219 219 226 238
4036 192720,174 8234165,050 217 235 180 180 226 240 159 159 303 303 211 217 275 275 224 242 219 219 232 236
4037 192718,046 8234163,913 NA NA 178 184 226 226 159 173 303 303 209 215 271 271 224 240 221 221 NA NA
4039 192715,873 8234166,098 225 243 180 200 208 232 161 161 303 303 211 221 271 277 230 230 219 219 222 236
4040 192698,869 8234155,896 229 259 182 200 208 226 159 169 303 303 211 213 275 275 230 230 221 221 NA NA
4041 192693,543 8234153,608 229 257 180 200 226 226 161 175 303 303 211 213 273 273 232 242 221 221 236 236
4042 192694,645 8234151,408 225 243 176 182 226 232 161 175 303 303 209 215 271 271 234 234 221 221 NA NA
4043 192691,370 8234155,793 NA NA 176 184 NA NA 161 177 303 303 NA NA NA NA 232 232 221 221 236 240
4045 192688,187 8234153,634 235 235 182 186 226 236 155 155 303 303 NA NA NA NA 232 232 221 221 NA NA
4046 192693,314 8234170,218 NA NA 180 200 226 226 159 159 303 303 215 215 273 281 232 232 221 221 NA NA
4047 192677,260 8234168,889 235 243 176 184 226 232 177 177 303 303 213 221 261 273 248 248 219 223 NA NA
4048 192675,087 8234171,074 223 223 180 180 226 226 153 159 303 303 NA NA 267 271 232 248 213 219 226 236
4051 192844,599 8234155,689 243 243 182 182 238 238 159 159 303 303 207 217 275 275 230 230 221 221 NA NA
4053 192855,541 8234139,227 227 245 180 192 208 226 159 159 303 303 209 215 271 271 242 248 221 221 NA NA
4055 192853,414 8234138,090 241 245 182 182 226 238 159 159 303 303 209 221 NA NA 250 250 221 221 NA NA
4056 192852,388 8234134,753 223 223 182 192 232 238 177 177 NA NA 209 221 271 271 250 250 219 219 NA NA
4059 192757,850 8234074,751 243 243 176 182 205 230 159 159 NA NA 207 215 269 269 224 224 219 219 NA NA
4060 192755,707 8234074,721 237 245 180 180 230 240 157 171 NA NA 213 219 267 273 240 240 219 219 NA NA
4062 192753,625 8234070,263 241 241 176 182 230 230 169 179 NA NA 213 213 271 271 240 240 219 219 NA NA
4067 192708,249 8234097,326 227 233 182 182 205 205 169 169 303 303 207 213 269 273 234 234 221 221 NA NA
4070 192712,503 8234099,600 225 225 170 182 230 230 169 169 NA NA 213 219 269 273 226 244 219 219 NA NA
4073 192691,092 8234098,197 217 241 182 182 224 238 159 173 303 303 207 213 269 269 244 244 221 221 NA NA
4075 192697,352 8234110,466 221 227 176 182 224 224 157 169 303 303 213 213 273 273 232 232 219 219 NA NA
4076 192697,230 8234119,325 217 241 176 182 224 230 157 157 NA NA 213 213 271 271 240 240 219 219 NA NA
4078 192682,552 8234095,864 227 227 180 180 205 224 171 171 303 303 211 219 265 273 250 250 221 221 NA NA
4081 192668,518 8234103,423 237 237 176 182 224 234 167 167 303 303 213 213 269 273 232 250 219 219 NA NA
4087 192671,626 8234111,219 NA NA 182 182 230 236 155 155 303 303 213 219 271 271 246 246 221 221 NA NA
4090 192669,513 8234108,975 NA NA 180 180 230 236 153 153 NA NA 213 213 269 269 244 244 219 219 NA NA
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ID UTM Vsqll Vsq26 Vsq33 Vsq34 Vsq37 Vsq38 Vsq39 Vsq45 Vsq47 Vsq48
4092 192672,682 8234112,341 NA NA 180 180 224 236 155 159 303 303 207 213 273 273 222 228 217 221 NA NA
4093 192671,595 8234113434 NA NA 176 182 224 234 157 157 NA NA 207 207 269 273 228 232 219 219 NA NA
4096 192681,161 8234119,103 227 247 174 178 205 230 155 155 303 303 207 211 NA NA 232 232 209 219 NA NA
4097 192681,130 8234121,318 229 247 180 180 226 226 157 177 NA NA 205 211 269 269 240 246 221 221 NA NA
4098 192697,078 8234130,398 225 225 176 182 205 238 159 169 303 303 207 213 NA NA NA NA 219 219 NA NA
5002 192637,386 8234418,644 233 245 180 180 224 236 157 171 303 303 213 219 269 269 248 248 219 219 236 236
5004 192646,033 8234413,225 NA NA 176 180 205 238 159 173 NA NA 213 219 269 269 228 242 221 221 226 238
5009 192644,549 8234443,108 223 245 180 180 205 238 159 169 NA NA 207 211 273 273 234 234 219 219 224 238
5011 192642,376 8234445,293 223 245 176 186 224 236 159 169 303 303 207 211 273 273 234 234 221 221 224 238
5012 192620,507 8234477,111 225 245 176 182 224 230 173 181 NA NA 207 211 NA NA 248 248 219 219 238 242
5014 192624,731 8234481,599 243 243 178 190 205 238 157 169 305 305 211 211 265 265 246 246 221 221 236 236
5015 192625909 8234473,863 243 243 180 180 230 230 159 171 303 303 205 211 273 273 250 250 221 221 232 236
5016 192630,976 8234494,976 229 229 176 184 224 236 159 167 303 303 215 215 269 269 240 240 213 221 226 226
5017 192636,302 8234497,264 217 227 184 184 205 236 157 157 NA NA 213 213 275 275 254 254 221 221 226 236
5018 192634,144 8234498,342 223 223 178 186 205 230 167 167 NA NA 205 219 271 271 248 248 221 221 238 238
5020 192637,114 8234516,104 NA NA 178 192 224 224 NA NA NA NA 211 215 NA NA 252 252 223 223 238 238
5023 192623,187 8234515912 229 235 180 180 224 230 157 163 303 303 211 219 267 273 242 242 223 223 236 242
5028 192603,246 8234563,261 227 227 180 180 224 224 157 157 305 305 207 211 269 269 230 230 213 221 240 240
5029 192612,614 8234583,326 235 235 180 180 205 230 157 173 303 303 215 219 267 271 246 246 223 223 228 236
5030 192575,987 8234519,691 225 249 174 186 224 224 157 157 305 305 211 215 265 271 236 236 221 221 234 234
5032 192574503 8234549,574 235 235 176 184 224 224 161 169 303 303 211 215 265 269 248 248 221 221 232 236
5034 192572,300 8234553,974 215 249 176 184 205 230 157 157 NA NA 215 219 273 273 230 230 221 221 228 236
5035 192577,672 8234552,941 223 249 180 180 230 230 157 157 303 303 211 215 265 271 240 240 221 221 NA NA
5036 192584,023 8234558,566 245 245 178 188 224 224 159 167 303 303 209 217 271 271 248 248 221 221 240 240
5037 192571,091 8234563,925 233 241 178 186 224 224 159 171 303 303 205 213 271 275 240 244 213 221 232 232
5038 192568,979 8234561,681 231 243 180 180 226 230 159 159 305 305 213 213 271 281 240 254 219 219 236 236
5039 192571,198 8234556,174 223 227 178 184 230 230 159 175 303 303 213 213 273 277 240 240 223 223 228 238
5040 192563,897 8234541,675 215 249 178 184 226 226 159 167 305 305 213 219 267 271 236 236 213 223 238 238
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ID UTM Vsqll Vsq26 Vsq33 Vsq34 Vsq37 Vsq38 Vsq39 Vsq45 Vsq47 Vsq48
5042 192534,021 8234532,403 227 241 182 194 226 236 161 161 305 305 211 219 271 271 224 224 221 221 228 228
5043 192517,079 8234517,772 221 221 178 184 224 224 153 169 NA NA 207 213 NA NA 236 236 221 221 238 242
5044 192517,155 8234512,235 223 245 180 196 NA NA 151 175 303 303 211 211 271 275 242 242 221 221 240 240
5048 192511,875 8234506,624 NA NA NA NA 226 226 153 153 NA NA 213 213 NA NA 240 240 223 223 NA NA
5051 192832,818 8234544,273 223 231 178 182 226 236 167 167 NA NA 207 213 273 273 234 234 223 223 NA NA
5053 192818,875 8234545,189 235 247 NA NA 234 234 159 159 303 303 NA NA 275 275 250 250 223 223 NA NA
5054 192822,013 8234550,770 243 247 184 184 208 208 159 159 NA NA 211 219 275 275 230 250 223 223 NA NA
5055 192813,457 8234549,544 239 239 184 184 208 226 157 157 NA NA 209 215 271 271 234 234 223 223 NA NA
5057 192810,274 8234547,285 237 237 172 184 226 230 157 157 NA NA 211 215 NA NA 224 234 223 223 240 240
5058 192813,488 8234547,329 229 241 178 184 226 226 157 157 303 303 215 215 273 273 234 234 223 223 NA NA
5060 192811,391 8234543,978 223 229 182 182 208 226 157 157 NA NA 213 213 273 275 228 228 223 223 NA NA
5063 192808,131 8234547,256 223 231 184 184 203 240 157 157 NA NA 213 213 273 273 242 248 223 223 NA NA
5066 192807,334 8234527,309 223 245 184 200 208 232 155 155 299 299 206 206 273 277 232 242 227 227 NA NA
5069 192808,055 8234552,792 235 249 182 206 208 228 159 175 301 301 206 206 277 277 228 232 225 225 NA NA
5070 192811,269 8234552,837 NA NA NA NA 210 228 NA NA 303 303 213 213 NA NA NA NA 225 225 240 240
5071 192806,846 8234562,744 235 243 182 206 234 234 159 159 301 305 213 213 275 275 226 228 225 225 NA NA
5072 192807,918 8234562,758 235 243 182 182 210 234 159 159 307 307 205 205 277 277 232 238 225 225 NA NA
5079 192785,908 8234527,014 247 247 182 200 228 234 159 159 305 305 205 205 269 277 230 236 227 227 NA NA
5080 192788,081 8234524,829 227 227 184 184 210 230 159 159 303 303 213 213 275 275 228 246 225 239 244 244
5081 192785,954 8234523,692 227 227 184 184 210 234 161 161 305 305 213 213 275 275 240 244 225 225 230 244
5082 192783,811 8234523,662 229 229 184 200 240 240 161 175 305 305 213 213 275 279 236 236 225 225 246 246
5083 192785,954 8234523,692 227 239 184 200 228 242 157 157 307 307 213 213 275 275 244 250 225 225 242 242
5084 192781,622 8234526,955 229 229 186 186 212 230 159 171 305 305 213 213 273 279 244 250 227 227 244 244
5086 192776,174 8234533,525 247 247 186 186 228 230 157 175 305 305 215 215 277 277 246 246 227 227 240 246
5087 192771,889 8234533466 235 235 186 186 212 230 157 157 305 305 215 215 275 275 238 238 219 227 NA NA
5088 192774,047 8234532,388 235 247 184 204 228 228 157 157 305 305 215 215 275 275 234 248 219 227 248 248
5089 192772,991 8234531,266 227 235 184 184 228 242 157 157 305 305 215 215 277 277 224 244 219 227 244 244
5092 192770,787 8234535,666 227 235 184 184 230 242 157 157 307 307 215 215 275 275 232 242 219 227 240 246

-83-



ID UTM Vsqll Vsq26 Vsq33 Vsq34 Vsq37 Vsq38 Vsq39 Vsq45 Vsq47 Vsq48
5093 192767,558 8234536,729 227 241 186 186 210 236 159 159 307 307 215 215 275 279 226 226 217 225 244 244
5094 192767,558 8234536,729 227 235 186 186 210 236 157 157 305 305 215 215 275 275 222 228 225 225 244 244
5096 192762,247 8234533,333 245 249 184 214 228 240 159 159 307 307 211 215 279 279 226 246 227 227 248 248
5097 192761,191 8234532,211 227 227 184 214 234 240 159 159 305 305 211 211 277 277 240 248 225 225 242 242
5098 192760,119 8234532,196 225 253 182 212 210 240 159 167 307 307 221 221 277 277 226 232 227 227 224 246
5099 192761,176 8234533,318 227 227 184 184 234 242 157 157 307 307 213 221 275 275 234 246 225 225 224 242
5100 192762,277 8234531,119 243 243 184 184 242 242 161 175 307 307 215 221 265 277 244 244 225 225 244 244
5101 192758,972 8234537,718 227 243 186 186 212 230 157 167 305 305 217 221 273 277 236 240 225 225 246 246
5103 192748,213 8234540,893 243 247 182 212 228 240 167 167 307 307 217 221 NA NA 232 248 227 227 242 242
5104 192741,876 8234534,160 245 247 184 184 210 228 157 157 307 307 215 215 277 277 232 232 227 227 244 244
6001 192510,531 8234137,794 NA NA NA NA NA NA NA NA 307 307 213 213 NA NA 236 242 225 225 NA NA
6004 192554,424 8234140,615 227 247 NA NA 230 230 157 157 NA NA NA NA NA NA 248 254 NA NA NA NA
6007 192543,757 8234137,145 235 247 186 186 228 228 155 155 305 305 NA NA 275 281 240 240 225 225 NA NA
6008 192545,946 8234133,852 227 247 182 194 234 234 171 171 305 305 205 213 275 283 246 246 225 225 236 236
6009 192545,961 8234132,745 NA NA 184 206 NA NA NA NA 305 305 205 215 NA NA NA NA 225 225 224 224
6010 192542,762 8234131593 NA NA NA NA 228 234 155 167 NA NA NA NA NA NA 248 254 NA NA 224 224
6028 192467,556 8234146,062 223 227 NA NA 228 240 171 175 NA NA NA NA 273 273 226 240 215 225 NA NA
6035 192447,018 8234159,069 241 245 NA NA 228 228 NA NA NA NA 213 213 NA NA 224 230 NA NA NA NA
6037 192465,123 8234167,072 243 243 NA NA 228 228 157 173 301 301 206 217 275 275 236 242 225 225 NA NA
6039 192484,193 8234182,840 NA NA 184 196 228 228 NA NA NA NA 206 219 NA NA NA NA 225 225 NA NA
6040 192458,497 8234181,378 219 241 180 190 228 228 167 167 NA NA 206 206 NA NA 230 236 215 223 NA NA
6041 192460,209 8234134,885 231 235 NA NA 228 240 159 159 303 303 206 215 275 279 236 248 223 223 NA NA
6052 192509,032 8234168,785 235 241 180 186 238 238 NA NA NA NA NA NA NA NA 230 248 NA NA NA NA
6055 192501,441 8234175,325 219 241 184 188 226 226 157 157 NA NA NA NA NA NA 242 248 NA NA NA NA
6058 192483,672 8234142,962 229 247 186 186 228 228 159 159 303 303 NA NA NA NA 232 236 215 223 NA NA
6060 192489,700 8234094,313 229 247 180 184 230 230 159 159 301 301 213 213 NA NA 232 236 215 223 NA NA
6061 192489,715 8234093,206 229 247 NA NA 230 230 159 167 301 301 205 213 NA NA NA NA NA NA NA NA
6063 192489,761 8234089,884 245 245 NA NA 228 228 177 177 303 303 NA NA NA NA 246 252 NA NA NA NA
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6064 192489,761 8234089,884 247 247 182 198 228 228 NA NA NA NA NA NA NA NA 246 246 221 223 NA NA
6066 192496,311 8234081,113 249 249 NA NA 228 228 159 177 301 301 213 213 277 277 240 240 223 223 234 234
6067 192502,724 8234082,309 247 247 NA NA 210 228 161 175 NA NA 213 213 NA NA 254 260 NA NA NA NA
6068 192508,096 8234081,276 227 247 NA NA 228 228 159 159 NA NA NA NA NA NA 248 254 NA NA NA NA
6070 192511,325 8234080,213 229 249 NA NA 210 238 159 167 301 301 215 215 NA NA 248 248 223 223 224 236
6073 192505,126 8234063,514 249 249 NA NA 228 2288 NA NA NA NA NA NA NA NA 242 246 223 223 224 236
6074 192505,157 8234061,300 NA NA 174 186 210 228 159 165 NA NA NA NA NA NA 230 234 NA NA NA NA
6075 192504,070 8234062,392 231 231 NA NA 228 228 159 169 305 305 NA NA NA NA 242 242 NA NA NA NA
6084 192528,756 8234059,410 NA NA 178 184 228 228 NA NA NA NA NA NA 277 277 224 236 223 227 NA NA
6096 192546,080 8234046,358 NA NA 184 184 228 240 159 159 NA NA NA NA NA NA 234 238 NA NA NA NA
6101 192548,376 8234035,315 NA NA 182 182 228 238 NA NA NA NA NA NA NA NA 228 238 221 221 NA NA
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