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RESUMO

Um dos maiores desafios cientificos deste século ¢ desenvolver e implementar estratégias
para evitar a perda de uma parcela importante da biodiversidade global, devida principalmente
ao aumento acelerado das atividades humanas. Quanto mais fragmentadas e perturbadas as
paisagens naturais, maiores sdo os desafios para a conservacdo da variabilidade genética, que
possui hoje um papel de destaque na definicdo das estratégias de conserva¢ao e manejo de
populagdes naturais. Os dados basicos usualmente obtidos para esses estudos sdao os
chamados marcadores moleculares, que s3o locos génicos que apresentam alguma
variabilidade no escopo do problema a ser estudado. O objetivo deste trabalho foi utilizar
marcadores RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) para analisar a estrutura genética
de populagdes de Physalaemus cuvieri (Amphibia: Anura: Leptodactylidae) do Cerrado,
relacionando-a aos padroes de ocupagdo humana no Estado de Goids. Para tanto, 214
individuos de Physalaemus cuvieri foram coletados em 18 municipios do Estado de Goias. O
DNA dos figados dos individuos foi extraido e utilizados nas reagdes de PCR com nove
primer RAPD previamente selecionados. Os 126 locos RAPD analisados mostraram que
existe uma estruturagdo da variabilidade genética entre as 18 populagdes de P. cuvieri,
apresentando valores em torno de 0,10 para o componente interpopulacional da variabilidade
genética, estimado por trés metodologias diferentes (Andalise de Variancia de Freqiiéncias
Alélicas, AMOVA e estatistica Bayesiana). Apesar de haver diferengas entre as populagdes
para os locos, ndo ha um padrao espacial da variabilidade genética claro, de acordo com as
analises multivariadas (UPGMA e NMDS) e com o teste de Mantel correlacionando os
valores de @gr as distancias geograficas (r = 0,140; P = 0,129, com 5000 permutacdes). O
correlograma multivariado, entretanto, mostrou uma correlagdo significativa na primeira
classe de distancia geografica (até 180 km), indicando que o fluxo génico deve estar restrito a
populagdes proximas geograficamente. Deste modo, € possivel assumir, a principio, que as
populagdes desta espécie estdo evoluindo atualmente sob um modelo de isolamento-por-
distdncia. De um modo geral, as correlacdes entre a matriz de distdncia genética e as
diferencas nas 38 varidveis ambientais e sdcio-econdmicas nao foram significativas pelos
testes de Mantel, mostrando que a divergéncia genética entre as populacdes nao pdde ser
explicada simplesmente por diferengas nos valores dessas varidveis. A andlise de
descontinuidade genética mostrou, por outro lado, que os proprios valores absolutos podem
explicar algumas das divergéncias genéticas, pois as barreiras entre as populagdes locais
parecem estar associadas a efeitos de fragmentacdo de habitat em grandes escalas espaciais.
As variaveis que melhor explicaram estas descontinuidades foram o ano de instalacdo dos

municipios e a populacdo humana atual. Assim, o processo de sele¢do de modelos
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explicativos (critério de Akaike) tendeu a priorizar caracteristicas gerais de ocupagao humana
no Estado de Goids, que estariam afetando indiretamente as divergéncias genéticas entre as
populagdes de P. cuvieiri por meio da aceleracdo na fragmentacdo do habitat natural. A partir
do correlograma multivariado e considerando a existéncia das descontinuidades genéticas foi
possivel também estabelecer um total de 11 Unidades Operacionais Intraespecificas para a
conservagao da variabilidade genética presente nas populagdes de P. cuvieiri. Embora essa
estratégia maximize a representatividade do padrdo de wvariabilidade genética
interpopulacional, , ¢ preciso garantir que cada uma delas, independentemente, seja capaz de
manter populagdes minimas vidveis com pouca perda de diversidade genética por efeitos de

deriva ou endogamia, principalmente na regido mais fragmentada do Estado (sudeste e sul).

Palavras-chave: Genética da Conservacao; RAPD; Physalaemus; fragmentag¢do; ocupagao

humana; Cerrado; Goias; variabilidade genética; analise espacial
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ABSTRACT

One of the great challenges of the current century is to develop and implement strategies to
avoid loosing an important amount of global biodiversity, due to increasing magnitude of
human disturbances on natural environments. As these processes of fragmentation and
disturbance increase, it becomes more difficult to conserve genetic diversity, which is today
very important to define these strategies for conserving and managing natural populations.
The basic data used today for accessing genetic variability are the so-called molecular
markers, which are loci that show variability within the spatial and hierarchical domain to be
evaluated. The aim of this paper was to use RAPD markers (Random Amplified Polymorphic
DNA) to analyze genetic population structure of Physalaemus cuvieri (Amphibia: Anura:
Leptodactylidae) populations in Brazilian Cerrado, correlating this structure with spatial and
temporal patterns of human occupation in Goias State. A total of 214 individuals of
Physalaemus cuvieri were collected from 18 municipalities of Goids State. The DNA was
extracted from liver and used in PCR reactions with nine RAPD primers previously selected.
The 126 RAPD loci analyzed revealed a significant interpopulational component for P.
cuvieri, with values arounf 0.10 using three distinct methodologies (Analysis of Variance of
Allele Frequencies, AMOVA and a new Bayesian approach). Despite the differences, there
are no clear spatial patterns according to multivariate analyses (UPGMA clustering and
NMDS ordination) and to a Mantel test correlating pairwise ®@sr values to geographic
distances (r = 0.140; P = 0.129 with 5000 random permutations). A multivariate correlogram,
however, showed a significant spatial structure at small geographic distances (up 180 km),
indicating that gene flow must be restricted to close local populations. Thus, it is possible to
assume, in principle, that populations are evolving under an isolation-by-distance model. In
general, Mantel correlations between genetic divergence and the differences in 38 socio-
economic variables were not significant. Despite this, analyses of genetic discontinuity
showed that absolute values of some of these variables may be important to define genetic
divergence, since a visual inspection showed that more barriers appear for highly fragmented
and occupied regions of Goias State. Indeed, the variables that better explained genetic
divergence along these barriers were year of municipality creation and current human
population. So, the process of modeling using Akaike information criterion priorized overall
characteristics of regional human occupation, that affect indirectly populations of P. cuvieiri
by means of acceleration of habitat fragmentation and loss. Based on multivariate correlogram

and considering the existence of some barriers, it was possible to establish 11 Operational
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Units for Intraspecific conservation in P. cuvieiri. Although this strategy optimizes the
representation of genetic diversity in a small number of localities or regions, it is important to
consider that it must be necessary to establish viable populations within these units with
relatively small losses of genetic diversity due to drift and endogamy, especially in the south

and southeastern regions of Goias State, which is now highly occupied by human activities.

Palavras-chave: Conservation genetics; RAPD; Physalaemus; fragmentation; Human

occupation; Cerrado; Goias; genetic variability; spatial analyses
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INTRODUCAO

Um dos maiores desafios cientificos deste século ¢ desenvolver e implementar
estratégias para evitar a perda de uma parcela importante da biodiversidade global devida
principalmente ao aumento acelerado das atividades humanas (Ewers 2005). De fato, em
diversos biomas brasileiros, notadamente a Mata Atlantica ¢ o Cerrado, o processo de
ocupacdo humana fez com que fragmentos pequenos e isolados sejam os Tnicos
representantes atuais da antes abundante cobertura vegetal nativa. Quanto mais fragmentadas
e perturbadas as paisagens naturais, maiores sao os desafios para a conservagdo da
variabilidade genética natural da espécie (Costa & Scariot 2003; Ficetola & Bernardi 2004).
Infelizmente, a magnitude dos recursos existentes para as atividades que promovem a perda
da biodiversidade ¢ muitas vezes maior do que os recursos alocados para o estudo ¢ a
conservagao da vida sobre a terra. Este descompasso fez com que varias organizagdes
desenvolvessem metodologias emergenciais para identificar as areas mais importantes para
acoes de conservagdo em diferentes escalas e para diferentes componentes da diversidade
biologica, inclusive a variabilidade genética em nivel populacional (Neel & Cummings 2003;
Silva 2004).

A andlise da variabilidade genética possui hoje um papel de destaque na defini¢do das
estratégias de conservacdo e manejo de populagdes naturais (Avise & Hamrick 1996). Como
0s processos microevolutivos, tais como selecdo natural, deriva genética e fluxo génico,
atuam nitidamente em um contexto espacial (Manly 1985; Sokal 1986; Slatkin 1985; Gillespie
1998), a sua acdo tende a estruturar a variabilidade genética entre e dentro das populagdes
naturais. Em func¢do disso, em muitas situagdes a analise dessa estrutura pode permitir inferir
os principais processos atuando em nivel populacional (Sokal & Jacquez 1991). A variagdo
genética pode estar associada ao espago por processos estocasticos de coalescéncia (fissdo
historica) ou ao fluxo génico, que ¢ mais intenso entre populacdes adjacentes. Por outro lado,

a variabilidade genética, associada aos padrdes fenotipicos, pode estar estruturada no espago
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ja que locais mais distantes tendem a estar sujeito a diferentes pressdes seletivas em fungdo de
diferentes condi¢des ambientais (Avise 2000). Isso mostra, portanto, que o reconhecimento
dos processos evolutivos que causam (ou causaram) a diferenciacdo entre populagdes locais
estruturadas no espaco exige a analise simultdnea de caracteres genéticos e fenotipicos nessas
populacdes, além da caracterizacdo ambiental associada a distdncia geografica entre elas
(Epperson 2003; Rousset 2004).

Assim, passou-se a entender também que o conhecimento da estrutura genética das
populacdes naturais, especialmente quando estabelecido a partir de dados moleculares
(marcadores neutros), pode ser de grande importancia para estabelecer programas de manejo e
conservagdo destas populagdes (Crozier 1997). Embora esforg¢os ecoldgicos, politicos,
econdmicos, entre outros, tenham sido utilizados para avaliar os riscos de extingdo de muitas
espécies ameagadas, quando se pensa numa persisténcia em longo prazo as caracteristicas
genéticas devem também fazer parte do foco da conservagao (Hedrick 2001). Neste contexto,
a Biologia da Conservacdo, uma nova corrente multidisciplinar da ciéncia, tem se
desenvolvido na tentativa de contornar o problema geral das extingdes desordenadas das
diversas espécies (Primack 1998; Primack & Rodrigues 2001).

Mais especificamente, as areas da genética da conservagdo e da ecologia molecular
(Beebee & Rowe 2004; Frankham et al. 2003), quando propostas nos anos 1970, resumiam-se
praticamente a estimativas de variabilidade genética (heterozigosidade) e a sua extrapolagdo
para a estimativa do tamanho efetivo de populacdes ameacadas ou que haviam sofrido
estrangulamentos populacionais (bottlenecks) recentes (ver Spielman et al. 2004). No entanto,
com a maior compreensdo pelos geneticistas dos problemas enfrentados pelos
conservacionistas, que por sua vez compreenderam melhor o potencial que os marcadores
genéticos tém para a abordagem de seus problemas, a genética da conservacdo voltou a se
tornar util e auxiliar cientistas e pessoas em geral interessadas na conservagdo ambiental

(Solé-Cava 2001). Hoje, a genética da conservagdo tem por objetivo aliar as modernas teorias
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genéticas as novas técnicas moleculares disponiveis com o intuito de reduzir o risco de
extingdo das espécies, disponibilizando ferramentas de andlise que permitam direcionar de
forma mais eficiente estratégias de manejo e conservacao das espécies (Frankham et al. 2003).
Os dados basicos para esses estudos sdo os chamados marcadores moleculares, que sdo locos
génicos ou regides gendmicas que apresentam alguma variabilidade no escopo do problema a
ser estudado (Avise & Hamrick 1996; Hillis et al. 1996; Ferreira & Grattapaglia 1998;
Sunnucks 2001; Perez-Sweeney et al. 2004).

Conforme ja discutido, o conhecimento da magnitude e distribuicdo da variabilidade
genética dentro e entre as populacdes, obtido a partir de dados moleculares, ¢ importante, pois
estd relacionado com o alcance do fluxo génico, sistema de acasalamento, taxas de
mortalidade, sistema reprodutivo e, conseqiientemente, persisténcia das populagdes ao longo
do tempo. Por outro lado, sob um ponto de vista de sistematica, a analise da divergéncia
genética entre as populagdes pode permitir a identificacdio de unidades evolutivas
significativas para a conservacdo (ESU - Evolutionary Significant Units - baseadas em
analises filogeograficas com base no DNA mitocondrial — Avise 2000) ou unidades de manejo
(MU — Management Units — baseadas em padrdes de diferenciagdo atual pela anélise do DNA
nuclear) (Eizirik 1996; Crozier 1997; Newton et al. 1999). Essas unidades preservariam assim
a variabilidade genética intraespecifica tanto em um sentido estrutural (grupos de divergéncia)
de divergéncias genéticas ja existentes, quanto em termos da manutengdo de processos
evolutivos que estariam ligados a persisténcia das populacdes. Nos ultimos anos ocorreram
varios debates sobre os métodos que podem objetivamente priorizar os programas de
conservacdo num nivel intra-especifico através do estabelecimento de ESU e MU, ou mesmo
sobre a validade de utilizagdo de dados puramente genéticos, e ndo a variabilidade adaptativa
dos fendtipos, nos programas de conservacdo (Crandall et al. 2000; Fraser & Bernatchez
2001; Epperson 2003). Dentro desse contexto, Diniz-Filho & Telles (2002) propuseram uma

metodologia baseada no padrdo espacial da variabilidade genética para definir Unidades
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Operacionais Intraespecificas. Essas Unidades seriam definidas por populagdes que
mantenham entre si uma distdncia geografica minima, a partir da qual as amostras
(populagdes) passariam a ser consideradas geneticamente independentes. Essa abordagem
possibilitaria a otimizag¢do de estratégias de conservagdo da variabilidade intrapopulacional,
tanto para definir unidades para conservagdo in sifu quanto para delinear esquemas de
amostragem para montagem de colecdes de germoplasma, de forma que essas unidades
mantivessem entre si o maximo de divergéncia genética possivel com o minimo de esfor¢o ou
custo (Diniz-Filho et al. 2003; Manel et al 2003; Telles et al. 2003; Pearse & Crandall 2004;
Tomimatsu et al. 2004; Watts et al. 2004).

Muitas dessas estratégias para avaliar a variabilidade intraespecifica, por sua vez, sé se
tornaram efetivamente operacionais apds o desenvolvimento das técnicas baseadas em DNA
que ocorreu nos anos 80, trazendo grandes avancgos nos estudos de Genética e sua aplicagdo
em diferentes areas da Ciéncia. O desenvolvimento de tecnologias baseadas na Reacdo em
Cadeia da Polimerase (Polymerase Chain Reaction - PCR) gerou uma revolugdo cientifica,
introduzindo novas ferramentas muito mais poderosas para estudos genéticos (Erlich et al.
1991; Hillis et al.1996; Beebe & Rowe 2004). Muitos métodos tradicionais de clonagem,
sequenciamento e analise de polimorfismo foram acelerados ou substituidos por intimeras
variagdes da técnica de PCR (Fereira & Gratapaglia 1998). Uma dessas variagdes ¢ a
tecnologia RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), que envolve a amplificacio
simultanea de varios locos anonimos no genoma utilizando primers de seqiiéncia arbitraria, e
tem sido descrita como um método facil e simples de detec¢do de polimorfismo. Essa
tecnologia foi divulgada nos anos 90 por dois laboratorios independentes (Williams et al.
1990; Welsh & McClelland 1990). Este método tem consideravel vantagem sobre os demais
marcadores moleculares normalmente utilizados em estudos populacionais, principalmente
em termos da rapidez na obtengdo dos dados, generalidade e baixo custo das andlises. Além

disso, permite a utilizagdo de uma quantidade muito pequena de DNA, pode ser usada em
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qualquer espécie e possibilita a deteccdo de polimorfismo em qualquer tipo de seqiiéncia do
genoma (Hadrys et al. 1992).

Os marcadores RAPD tém sido criticados, desde o seu surgimento, pelo seu baixo
potencial de repetibilidade ou reprodutibilidade (Ellsworth et al. 1993; Schweder et al. 1995).
No entanto, alguns autores tém argumentado que quando as condi¢gdes de amplificagdo podem
ser controladas durante o experimento, a maioria das bandas se repete, tornando-se uma
poderosa ferramenta que podera ser utilizada quando os devidos cuidados forem tomados
(Williams et al. 1990; Arnold et al. 1991; Perez et al. 1998; Goulao et al. 2001; Kajolner et al.
2004). Entre as diversas aplicacdes, o RAPD tem sido muito utilizado em estudos de
determinagdo de paternidade ou identificacdo de espécies (e.g., Lewis & Snow 1992; Arslan
et al. 2005), mapeamento (e.g., Michelmore et al. 1991; Thomas et al. 2005; Liu et al. 2005),
taxonomia e caracterizacdo de germoplasma (e.g., Chapco et al. 1992; Uptmoor et al. 2003,
Simon 2005; Smith et al. 2005) e genética de populagdes e conservacio (e.g., Haig et al.
1994; Kimberling et al. 1996; Chassin-Noria et al. 2004; Padilla et al. 2004; Sheng et al.
2004; Barbanera et al. 2005) (ver Apéndice 1 para uma andlise cienciométrica da utilizagao de

marcadores RAPD em Genética de Populagdes e Genética da Conservagao).
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OBJETIVOS

Geral

O objetivo geral deste trabalho foi analisar a estrutura genética de populacdes de

Physalaemus cuvieri (Amphibia: Anura: Leptodactylidae) do Cerrado, relacionando-a aos

padroes de ocupacdo humana no Estado de Goias. A analise dessa relagdo ¢ importante tanto

para explicar os padrdoes espaciais da variabilidade genética atual por processos de

fragmentacdo de habitats, quanto para definir futuros programas de conservacdo e manejo

dessa espécie e do Cerrado como um todo.

Especificos
1.  Utilizar marcadores moleculares no nivel de DNA (RAPD) para caracterizar a

variabilidade genética entre e dentro de populagdes naturais de Physalaemus cuvieri,
bem como os seus padrdes espaciais utilizando técnicas de andlise multidimensional e

autocorrelacdo espacial;

Associar os padrdes espaciais da variabilidade genética encontrados a historia da
ocupacdo humana recente na regido do Cerrado, verificando se as unidades evolutivas
intra-especificas estabelecidas podem ser explicadas com base nas interrupgdes do fluxo
génico e isolamento geograficos causados por processos historicos (i.e., crescimento
populacional humano) e geograficos (i.e., expansdo de fronteiras agricolas e

fragmentacao de habitat) associados aos efeitos antropicos;

Utilizar os padrdes de autocorrelagcdo espacial para delinear Unidades Operacionais,
definindo estratégias para a conservacdo da variabilidade genética dessa espécie e
avaliando como as politicas atuais para a conservacao da biodiversidade no Cerrado

possibilitariam a preservagao da variabilidade genética existente.
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REGIAO DE ESTUDO

Os individuos de Physalaemus cuvieri foram coletados em 18 municipios do Estado de
Goias (Tabela 1; Figura 1), estando localizados no bioma Cerrado. O Cerrado ¢ a segunda
maior provincia biogeografica brasileira, superado em area apenas pela floresta Amazonica.
Sdo cerca de dois milhdes de km® equivalentes a aproximadamente 22% do territério
brasileiro, espalhados por 10 Estados (Goias, Tocantins e o Distrito Federal, parte dos Estados
da Bahia, Ceara, Maranhdo, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Piaui,
Rondonia e Sao Paulo). Essa regido ¢ cortada por trés das maiores bacias hidrograficas da
América do Sul (Tocantins, Sdo Francisco e Prata), o que favorece a manuten¢do de uma

elevada biodiversidade (Rizzini 1997).

Tabela 1. Localidades, coordenadas geograficas e nimero de individuos de Physalaemus

cuvieri amostrados e mesoregioes do Estado de Goiés.

Populacio Municipio in(i\il\ofi((iifms Longitude Latitude Mesorregiao
1 Itaberai 8 -49,81 -16,02 Centro Goiano
2 Mineiros 12 -52,551  -17,569 Sul Goiano
3 CaiapOnia 10 -51,81  -16,957 Sul Goiano
4 Piracanjuba 10 -49,018 -17,303 Sul Goiano
5 Goiatuba 10 -49,357  -18,013 Sul Goiano
6 Silvania 7 -48,608 -16,659 Sul Goiano
7 Cocalzinho de Goias 11 -48,776  -15,794 Leste Goiano
8 Cristalina 10 -47,614 -16,769 Leste Goiano
9 Araguapaz 10 -50,632 -15,091 Noroeste Goiano
10 Niquelandia 10 -4846  -14,474 Norte Goiano
11 Quirindpolis 23 -50,452 -18,448 Sul Goiano
12 Sao Jodo d'Alianca 12 -47,525  -14,706 Norte Goiano
13 Nova Crixas 11 -50,327  -14,099 Noroeste Goiano
14 Mambai 7 -46,113  -14,488 Leste Goiano
15 Pontalina 21 -49.449  -17,526 Sul Goiano
16 Morrinhos 7 -49,101  -17,732 Sul Goiano
17 Pirenopolis 20 -48,959  -15,852 Leste Goiano
18 Sao Miguel do Araguaia 15 -50,163  -13,275 Noroeste Goiano
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Figura 1. Mapa com os Municipios do Estado de Goias e a localizagdo das areas de coleta de

Physalaemus cuvieri.

As formacgdes fito-fisionomicas tipicas do Cerrado ocorrem ainda, de forma
descontinua, em outras regides no Brasil, desde 4° de latitude norte a 24° de latitude sul, e 42°
a 65° de longitude oeste (Ranzani 1971; Ribeiro& Walter 1998). Essas areas disjuntas existem
ao norte do Amapd, Amazonas, Para e Roraima, e ao sul, em pequenas “ilhas” no Parana. No
territorio brasileiro, portanto, ‘enclaves’ de Cerrado existem na Floresta Amazonica, Floresta
Atlantica, Caatinga (Eiten 1994) e no Pantanal (Allem & Valls 1987).

O Cerrado caracteriza-se por suas diferentes fito-fisionomias, que vao desde o

cerraddo, com arvores altas, densidade maior e composicao distinta, passando pelo cerrado
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tipico (sensu stricto) mais comum no Brasil central, com arvores baixas e esparsas, até as
formagdes de campo cerrado, campo sujo ¢ campo limpo, com progressiva redugdo da
densidade arborea. Ao longo dos rios ha também um tipo com caracteristicas florestais,
conhecido como floresta de galeria ou mata ciliar (Rezende 1998; Ribeiro et al. 2001). O
cerrado tipico (sensu stricto) € uma savana tropical na qual a vegetacdo herbacea coexiste
com muitas espécies de arvores e arbustos esparsos. O solo, antigo e profundo, acido e de
baixa fertilidade, tem altos niveis de ferro e aluminio (Laurie 1975; Rizzini 1997).

Devido ao elevado ntimero de espécies endémicas de plantas (1,5% das espécies
endémicas da flora mundial) e a elevada perda de area (20% da area original), o Cerrado foi
recentemente considerado um dos hotspots mundiais de diversidade (Myers et al. 2000;
Oliveira & Marquis 2002). Para vertebrados terrestres, o endemismo varia de 3% (Aves) a
28% (Anfibios). O Cerrado abriga ainda cerca de 13%, 35% e 23% da riqueza de espécies de
borboletas, abelhas e cupins neotropicais (Cavalcanti & Joly 2002). No contexto de hotspots,
¢ preciso considerar ainda a area alocada para unidades de prote¢do integral para conservacao
(cerca de 6% da area remanescente) € pequena, o que torna ainda mais urgente a necessidade
de entender os padrdes de biodiversidade a fim de ampliar de forma efetiva o potencial de
protecao.

Em um sentido amplo, o problema na conservacao dos Cerrados, de fato, tem raizes
nas politicas agricola e de mineracdo impréprias, e no crescimento rapido da populagdo
humana na regido. Historicamente, a expansdo agropastoril e o extrativismo mineral no
Cerrado tém se caracterizado por um modelo de expansdo de 4rea com baixa eficiéncia
relativa, com elevado impacto ao meio ambiente (Klink & Moreira 2002). Assim, pelo seu
potencial agricola e por sua grande biodiversidade, os Cerrados tém sido alvo de um volume
crescente de estudos objetivando o seu melhor conhecimento (e.g., Pinto 1994; Ribeiro et al.
2001; Oliveira & Marquis 2002). Tais estudos, que buscam a amplia¢do e intensificacdo de

conhecimentos sobre as espécies e ecossistemas dos Cerrados, exigem notoriamente uma
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abordagem multidisciplinar, objetivando o conhecimento das espécies sob seus aspectos
taxondmicos, genéticos, evolutivos, fisiolodgicos, ecologicos e sdécio-econdmicos.

O Estado de Goias situa-se na regido mais central do bioma Cerrado, no denominado
Planalto Central brasileiro, onde predomina um relevo constituido de superficies aplainadas,
situadas em altitudes que oscilam entre 400 ¢ 1000 metros. O clima dominante ¢ quente e
semi-umido, com duas esta¢des climaticas bem definidas, uma chuvosa e outra seca. Por
possuir importantes nascentes e rios, esse planalto atua como importante dispersor de aguas.
O Estado estd dividido politicamente, desde 2001, em 246 municipios distribuidos em 18
microrregioes geograficas, que por suas vez estdo reunidas em cinco mesoregioes (Galinkin
2003).

A distribui¢ao espacial da populacdo do Estado de Goias mostra contrastes entre
grandes adensamentos e areas pouco ocupadas. Essa desigualdade ¢ reflexo da dinamica
econdmica no tempo histoérico, que produz economias na concentracdo geografica de
atividades, privilegia tipos de ocupacdo e de uso de fatores naturais, e predispde certas
porcdes do territdrio a determinadas atividades produtivas (Ajara 1989; Galinkin 2003). Isso
resultou no avango da populacdo migrante em dire¢do a terras devolutas, disponiveis no
Estado at¢ meados do século XX. A populagdo humana originéria, sobretudo, da regido
sudeste do Brasil, tinha como atragao, até o inicio dos anos 50, as terras férteis do sudoeste de
Goids que naquela época eram cobertas por matas. A partir de 1950, os grandes fluxos
migratdrios rurais se direcionaram para a fronteira agricola em expansdo, consolidando
nicleos ja existentes na por¢do sul do Estado. Mais recentemente, observou-se a
predominancia do fluxo migratério com destino urbano, catalisado pelos municipios préximos
a capital do Estado e no Entorno de Brasilia (Galinkin 2003).

O inicio da ocupagdo do territdrio goiano ocorreu ainda no periodo colonial (final do
séc. XVII e inicio do séc. XVIII), com a exploragdo aurifera que se dava em torno de nucleos

urbanos, povoados criados para servir de base ao assentamento e a atividade econdmica.
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Baseada na exploragdo do ouro de aluvido, a mineragdo durou um periodo relativamente
curto, cerca de 50 anos. Com o declinio dessa principal atividade economica, Goias
experimentou um longo periodo de estagnagdo, e até mesmo de regressdo econdmica, ao
longo do século XIX. A falta de estradas e rios facilmente navegaveis dificultou o comércio
com outras regides, limitando as possibilidades de crescimento e desenvolvimento sécio-
econdmico. Apesar disso, as caracteristicas do Cerrado, com formagdes abertas propicias ao
desenvolvimento de gramineas, permitiram o surgimento de uma outra atividade economica: a
criacdo de bovinos. No inicio os recursos tecnoldgicos para a derrubada de floresta eram
rudimentares para a formacdo de pastagem, mas o fato de existirem pastagens naturais em
abundancia fez com que a pecudria extensiva surgisse como a mais importante atividade
econdmica na regido (Galinkin 2003).

Nas primeiras décadas do século XX iniciou-se a ocupacdo agricola de Goids. A crise
de abastecimento alimentar nos grandes centros urbanos do Pais, agravada pelas crises do café
no sudeste, principalmente em Sdo Paulo, comecgou a atrair levas de migrantes para Goias, em
especial para o sul do Estado, j4 que ali existiam terras férteis em areas de florestas e de
pastagem naturais. Na década de 1940, o governo federal langou o programa “marcha para o
oeste”, responsavel pela aceleragdo dos fluxos migratdrios para Goids (Borges 2000). A
propaganda das terras férteis de Goids atraiu um contingente de imigrante muito maior do que
o esperado, considerando a disponibilidade de estabelecimentos disponiveis na Colonia
Agricola Nacional de Goias, com sede em Ceres (Carvalho & Podesta-Filho 1989; Galinkin
2003).

Com a transferéncia da Capital do Brasil para Brasilia em 1960, inaugurou-se uma
nova fase de ocupagao do territdrio goiano e na exploragdo das terras e dos recursos minerais.
Com a implantacdo de Brasilia, houve a ampliagdo da malha viaria por meio de asfaltamento
e construcdo de modernas rodovias, o que estimulou a vinda de migrantes de todo o pais,

provocando o rdpido avango da fronteira agricola. Sob um ponto de vista socioldgico, esse
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processo refletiu a penetracdo do capitalismo na agricultura, tanto no nivel do individuo
(agricultor) quanto na formagao de estruturas em maior escala como cooperativas e unidades
agro-industriais (Miziara 2000). O alto investimento dos governos Federal e de Goids na
pesquisa agronOmica, através da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa) e
da Empresa Goiana de Pesquisa Ageopecuaria (Emgopa), ¢ os resultados obtidos a partir de
meados dos anos 60, transformaram os solos do Cerrado, de baixa fertilidade natural, em
areas de agricultura comercial — tecnificada e mecanizada — altamente produtivas, através da
correcao da acidez e da adubacdo quimica, o que tornou o Estado de Goids uma das areas de
maior potencial agricola do pais (Mesquita 1989).

A disponibilidade de solos, que com as novas tecnologias agricolas se tornaram aptos
a producao de graos, foi decisiva para o rapido crescimento econdmico que se verificou no
Estado nas trés ultimas décadas do século XX. A expansdo da fronteira agricola com esse
modelo de produgdo altamente capitalizado fez com que a economia de Goias crescesse.
Todavia, da mesma forma que aconteceu na esfera nacional, esse processo levou ao
despovoamento do espago rural, aumento das desigualdades sociais e concentragcdo de renda
(Mesquita 1989). Além disso, como havia uma desvalorizagdo cultural do Cerrado, esse
processo mostrou-se devastador da biodiversidade local, ja que ndo havia qualquer cuidado no
sentido de preserva-la. Assim, esse processo de ocupagdo humana, nos ultimos anos, levou a
um processo intenso de fragmentagdo e perda de habitats e, em conseqii€éncia, perda de
biodiversidade em diferentes niveis da hierarquia biolégica, como vem acontecendo em todo

o planeta (Carnaval 2002; Fahrig 2003; Whittaker et al. 2005).
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ESPECIE ESCOLHIDA

Os Anfibios, de uma maneira geral, t€m sido utilizados como bioindicadores de
ambientes alterados por serem animais muito sensiveis as mudangas no seu habitat natural.
Investigacdes sobre as respostas desses organismos as alteragcdes ambientais sdo importantes
para a Biologia da Conservacdo, pois existem evidéncias quantitativas sobre o declinio de
varias de suas populagdes em todo o mundo (Houlahan et al. 2000; Stuart et al. 2004). Além
disso, muitas espécies de Anfibios tém pouca mobilidade e sdo altamente especializados em
seus habitats, gerando estruturas meta-populacionais que requerem uma atengdo especial em
programas de Conservacao (Marsh & Trenham 2001; Smith & Green 2005). Deste modo, as
espécies de Anfibios sdo consideradas 6timos organismos-modelo para testar os efeitos da
fragmentacdo da paisagem e da perda de habitats (Ficetola & Bernardi 2004; Palo et al.
2004a).

De fato, alguns estudos recentes (Driscoll 1998; Batista 2001; Bos & Sites-Jr 2001;
Marsh & Trenham 2001; Palo et al. 2003; Ficetola & Bernardi 2004; Gray et al. 2004; Palo et
al. 2004a,b) tém demonstrado que as populagdes de Anfibios sdo realmente muito sensiveis a
esses processos. Isso cria uma elevada estruturag@o na variabilidade genética, o que, conforme
jé discutido, possui grande importancia para a defini¢do de estratégias de conservacdao. Assim,
espécies que sdo localmente abundantes e/ou tém maior area de distribuicao geografica, tais
como Bufo paracnemis, Hyla albopunctata, H. minuta, Leptodactylus ocellatus e
Physalaemus cuvieri, entre outras poderiam servir como organismos-modelo para avaliar
esses processos de fragmentagdo da paisagem e da perda de habitats na regido do Cerrado
(Colli et al. 2002).

O género Physalaemus Fitzinger, 1826 (familia Leptodactylidae) caracteriza-se por ser
um taxon bastante heterogéneo que inclui cerca de 40 espécies distribuidas do México ao sul
da América do Sul (Frost 1985; Duellman 1994; Frost 2004). Foram reconhecidos quatro

grupos de espécies para o género: P. biligonigerus, P. signifer, P. pustulosus e P. cuvieri
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(Nascimento et al. 2001). A espécie estudada neste trabalho (P. cuvieri) é conhecida
popularmente como “ra-cachorro” (Figura 2) e possui ampla distribuicdo geografica na regido
centro-leste da América do Sul (Figura 3), ocorrendo desde o nordeste Brasileiro até o leste
do Paraguai e norte da Argentina. Cerca de 25% de sua éarea de distribuicdo esta restrita ao
Cerrado (Frost 1985; Base de dados do Global Amphibian Assessment, 2005). Algumas

informagdes acerca da biologia desta espécie estdo disponiveis em Bokermann (1962a,b),

Duellman & Trueb (1994).

Figura 2. Physalaemus cuvieri Fitzinger, 1826 (Anura: Leptodactylidae).
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Figura 3. Extensdo de ocorréncia de Physalaemus cuvieri (Base de dados do Global

Amphibian Assessment, 2005).

Os machos de P. cuvieri agregam-se em arenas, vocalizando na margem de corpos de
agua temporarios ou permanentes (Bastos et al. 2003; Bokermann 1962a,b). Geralmente, os
primeiros individuos sdo observados no comeco da estagdo chuvosa (Barreto & Andrade
1995). Entre 1995 e 1998, uma populacao de P. cuvieri foi acompanhada por R. P. Bastos
(dados nao-publicados), na Floresta Nacional de Silvania, Estado de Goias (Figura 4).
Verificou-se um padrao sazonal de atividade, com individuos observados em vocalizagao
durante a estacdo chuvosa, havendo correlacdo positiva e significativa com a temperatura

minima do ar (r; = 0,54; p = 0,0013; n = 34 meses). A vocalizacdo de anuncio (Figura 5)
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apresenta estrutura harmonica, estando descrita em Bastos et al. (2003). O amplexo ¢ axilar e
os ovos sdo depositados em ninhos de espuma, sobre a agua (Figura 6). Para a producao do
ninho, o macho bate com as pernas o muco que ¢ liberado com os ovos durante a oviposicao,

enquanto estd em amplexo, como ocorre em outras espécies do género (HodI 1990)

\q’\

&

Meses de observacgao

Figura 4. Abundancia mensal de Physalaemus cuvieri, entre junho de 1995 e maio de 1998,

na Floresta Nacional, Silvania, estado de Goias.
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Figura 5. Vocalizacdes de anuncio de individuo de Physalaemus cuvieri da Floresta

Nacional, Silvania, estado de Goids. Temperatura do ar = 25°C. Temperatura da

agua =27,5°C.

Figura 6. Desovas de Physalaemus cuvieri, na Floresta Nacional, Silvania, Estado de Goias.
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MATERIAL E METODOS

Obtencdio de Dados Moleculares

Os dados moleculares foram obtidos no Laboratério de Genética e Melhoramento da
Universidade Catolica de Goids. O DNA dos figados de 214 individuos de Physalaemus
cuvieri, pertencentes a 18 populacdes distribuidas no Estado de Goias (Tabela 1 e Figura 1),
foi extraido utilizando o kit de purificagdo de DNA de tecido, fornecido pela Amersam
Pharmacia Biotech™. Depois de extraido, o DNA de cada individuo foi quantificado com o
auxilio do fotodocumentador KODAK EDAS 120, utilizando o marcador Low-DNA Mass,
fornecido pela Invitrogen.

Para a escolha dos melhores primers foram realizados testes de amplificagdo e de
repetibilidade de 60 primers de RAPD, fornecidos pela OPERON™. Nestas analises, as
reacdes de PCR foram montadas com o DNA de trés individuos com duas repeti¢des de cada,
totalizando 6 amostras. Os géis foram codificados considerando a presenga e auséncia da
banda em cada amostra, bem como a sua intensidade. Foram consideradas trés faixas de
intensidade de banda, fraca (1), média (2) e forte (3) (Figura 7). Foi calculada uma
intensidade média por loco, considerando todas as amostras. A repetibilidade foi estimada por
loco, para cada amostra de DNA e também uma freqiiéncia de repetibilidade considerando
todas as amostras, que foi realizada com base em quatro classes de repetibilidade 0 (ndo
repetiu), 1 (repetiu apenas em um individuo), 2 (repetiu em dois individuos) e 3 (repetiu nos
trés individuos). Com base em uma avaliacdo detalhada do padrdo de bandas e da
repetibilidade foram escolhidos nove primers (OPA-07, OPA-08, OPA-13, OPA-20, OPC-05,
OPC-08, OPC-20, OPH-04 e OPH-05) para a analise da variabilidade inter e

intrapopulacional.
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Figura 7. Fragmentos RAPD amplificados dos primers OPH-4, OPH-5 ¢ OPH-7 com trés
individuos de Physalaemus cuvieri. As colunas “M 100bp” indicam o marcador de
peso molecular (100 base pair ladder, Pharmacia). Estdo representados os limites
superiores das intensidades de banda fraca e média e o limite inferior da

intensidade forte.

As reagdes de PCR para um sistema com o volume final de 20ul foram montadas da
seguinte forma: 3ul de DNA (~3ng/ul); 1,5ul de primer (~10ng/ul); 2,6l tampao da enzima
(10X); 0,78ul de MgCl, (50mM); 2,08ul de d’NTP (2,5mM); 0,2ul da enzima Tag-
Polimerase (5 unidades/ul - fornecida pela Amersham Pharmacia Biotech™) e completando o
volume com 9,84l de H,O Milli-Q. A amplificagdo dos fragmentos de DNA via rea¢do em
cadeia da polimerase (PCR), no termociclador, foi feita utilizado um programa com os
seguintes passos: (1°) desnaturagdo do DNA a 96°C por 3 minutos ¢ (2°) a 92°C por 1 minuto;
(3°) anelamento do primer a 35°C por 1 minuto; extensdo da molécula pela enzima Tagq
polimerase a 72°C por 1 minutos; (5°) 40 ciclos seguindo do 2° ao 4° passo; (6°) passo final de

extensdo de 3 minutos a 72°C para finalizar os produtos amplificados.
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Os fragmentos de DNA obtidos (bandas), para os nove primers nas 18 populagdes,
foram analisados pela técnica de eletroforese em gel de agarose 1,5% com a utilizagdo de um
tampao TBE (Tris Borato EDTA — 1X) e, em seguida, corados com brometo de etidio,
visualizados com o auxilio de um transiluminador de luz ultravioleta e fotografados para as
analises posteriores (Ferreira & Grattapaglia 1998). Os géis foram codificados considerando a

presenga (1) e auséncia (0) da banda em cada amostra, nos diferentes locos de cada primer.

Estimativa de Freqiiéncias Alélicas e Parametros Genéticos Bdsicos

Os dados binarios (presenga ou auséncia de bandas nos individuos) obtidos a partir do
RAPD foram utilizados para estimar as freqiiéncias alélicas, com base na metodologia proposta
por Lynch & Milligan (1994). Essa metodologia ¢ a teoria matemadtica desenvolvida para
estimar parametros populacionais a partir de dados de RAPD que parte de dois pressupostos
basicos: 1) as bandas sdo inequivocadamente identificadas no gel e cada banda pode ser
associada a um loco com dois alelos, sendo que o carater “dominante” do marcador impede a
distincdo entre os genotipos heterozigoto e homozigoto “dominante”. 2) As populagdes
devem estar em equilibrio de Hardy-Weinberg. A partir desses parametros, a freqiiéncia do
alelo “nulo” ¢, pode ser estimada por:

é — .i'l/ 2(1 _ Var(‘)’(\:)jl ,

A2
8x

onde x ¢ a propor¢do dos N individuos analisados na populagdo que ndo apresentam

2(1-%)
o

banda para o locos, sendo Var(x) =

Essa corre¢do minimiza o viés na estimativa de “g” devido a tamanhos amostrais
pequenos, mas pode ser grande se o alelo for raro (x < 0,1). Assim, Lynch & Milligan (1994)

recomendam que o valor de ¢ seja obtido apenas para x > 1-(3/N), que é o caso da maior

parte das bandas nas populagdes de Physalaemus cuvieri. As freqiiéncias alélicas foram entdo
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utilizadas para o céalculo das medidas de variabilidade para cada populagdo, conforme

sugerido por Alfenas et al. (1991, 1998) e Weir (1996).

Estrutura Genética Populacional

A avaliagdo da estruturagdo da variabilidade genética foi realizada com base em trés
metodologias diferentes. A primeira metodologia foi a Andlise de Variancia de freqiiéncias
alélicas, conforme descrita em Weir (1996). Essa metodologia fornece estimadores de
diversidade que permitem investigar o padrdo de variabilidade das freqiiéncias alélicas em um
modelo hierarquico. Os dados foram coletados com um desbalanceamento, com niimeros
diferentes de individuos por populagdo. Os estimadores de diversidade permitem investigar o
padrao de variabilidade das freqiiéncias alélicas em um modelo hierarquico. No caso presente,
tem-se O o coeficiente de coancestralidade. O estimador 6 ¢ uma medida de diferenciagdo entre
populacdes e ¢ conseqiiéncia da correlacdo entre genes de diferentes individuos na mesma
populacdo (Cockerham, 1973; Weir & Cockerham, 1984). Os intervalos de confianca foram
obtidos por um procedimento de reamostragem sobre todos os locos, denominado bootstrap.
Esse procedimento consiste em reamostrar os locos da matriz de dados genéticos, com reposi¢ao,
e recalcular todas as estatisticas desejadas. Neste caso, foram utilizados 1000 reamostragens para
estabelecer um intervalo de confianga a 95% para os valores de . Se estes intervalos de
confianga incluirem o valor do parametro (no caso, zero) isso indica que ndo ha estruturacdo da
variabilidade genética nos niveis hierarquicos testados.

A segunda metodologia utilizada foi a Andalise de Varidncia Molecular (AMOVA)
(Excoffier et al. 1992), que permite desdobrar a distancia entre e dentro de populagdes locais,
utilizando uma estratégia semelhante a realizada na ANOVA convencional, mas parte de uma
matriz de distancia euclidiana calculada entre individuos com base na presenca e auséncia das

bandas RAPD. Individuos podem também ser agrupados, de acordo com estes critérios nao
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genéticos tal como geograficos, ecoldgicos e ambientais. O modelo matematico, apropriado

para andlise ¢ dado por

Xl.j:x+al.+ﬂj([)

onde,

x = constante do modelo

a = ¢ o efeito da popula¢do com variancia 0-021 ,

B = ¢ o efeito do individuo com variancia 0'/2, ,

Note-se que os efeitos sdo hierarquizados. A andlise de variancia obedece ao esquema da
Tabela 3.

Tabela 3. Esperancas matematicas dos quadrados médios [E(QM)] para populagdes (P),
individuos dentro populacdes (I/P), conforme Excoffier et al. (1992).

Fonte de Variacio Grau de liberdade SQ' QM' E(QM)

5 - 2 2
Populagdes (P) P-1 S:. Q. o) +20;
Individuo (I)/P N-P So Qb O-bZ
Total N-1 St

O componente de variancia inter-populacional ¢ extraido por equagdes das esperancas
de quadrado médio (QMD), conforme a analise de variancia convencional das freqiiéncias
alélicas, utilizadas para estimar o Fst (Cockerham 1969, 1973). O mesmo procedimento pode

ser empregado com base no desdobramento da soma de quadrado entre as distancias,
e i 2 2 2 L
utilizando as chamadas estatisticas-®. Neste caso, 0~ =0, + 0, ; D, ¢ interpretado como

a correlagdo de hapldtipos aleatorios dentro de populacdes, relativo a cada par aleatorio de
haplotipos puxado do total da espécie. Como na ANOVA convencional, pode-se rescrever

essas equacdes em termos das estatisticas @ entre as populagdes locais, de modo que:
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Para obter uma distribui¢ao nula dessas estatisticas, foram utilizados procedimentos de
aleatorizagdo, por permutagdes aleatorias das fileiras (e colunas correspondentes) da matriz de
distancias quadraticas (Mantel 1967). Os componentes de variancia foram estimados para
cada uma das matrizes permutadas (cerca de 1000 permutagdes).

A terceira metodologia para estimar a divergéncia entre as populagdes ¢ baseada em
estimadores que sdo obtidos utilizando estatistica Baysiana e foi proposta Holsinger et al.
(2002), e implementada utilizando o programa HICKORY v. 1.0 (Holsinger & Lewis, 2003).
A notagdo a seguir foi proposta por Holsinger (1999) e Holsinger et al. (2002), baseada em
uma analogia com as formulas para a estimativa das estatisticas-F propostas por Weir e
Cockerham (1984). Neste modelo, o f equivale ao Fis ¢ o 6° ao Fgr. Para marcadores

dominantes a distribui¢ao condicional completa dos pardmetros ¢ dada por:

P(fapa”/NAl]vAz)OC

1

K
Navir . Nazik (
H HVAl,ik Y a2.ik P\y,
k=1

i=1 =

7.0, 1) |P(z,) |P(O)P(f)

Onde P(f) ¢ P(6)sao a distribuigio a priori de [ 6, N 4 € N, referem-se ao
nimero de fendtipos dominantes e recessivos no loco i da populagdo k. P (72'1.) ¢ a distribuigdo a
priori da média das frequéncias alélicas por loco, e P(]/l.k‘irl.,e, f ) ¢ a freqiiéncia fenotipica
inicial em cada populagdo. Para calcular P(}/l.k ‘7[1.,6', f ) deve-se assumir que a distribui¢do a
priori da freqiiéncia dos alelos no loco i na k™ populagio, P, , ¢ dada por uma distribuicio-B
com parimetros [(1 — 9)/ (9]71'1. e [(1 — 9)/ 6’](1 -7 ) A freqiiéncia fenotipica correspondente

deve ser calculada como:
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Vaw =Pi(=f)+ puf +2p, (1= p, 1= f)

V a2,k :(1_pik)2(1_f)+(1_pik)f

Note-se que o primeiro estagio da verossimilhanga consiste de uma amostragem binomial
dos fenotipos. Estas equagdes assumem que sdo feitas amostragens independentes tanto nos
locos quanto nas populagdes. Amostragens independentes sobre os locos permitem ignorar
qualquer dependéncia de distribuigdes estatisticas associadas com desequilibrio gamético ou
identidade, de modo que se espera que esses efeitos sejam pequenos. Amostragens
independentes sobre as populagdes ja sdo um pouco mais problematicas, uma vez que as altas
correlagdes entre as populagdes podem ocorrer em modelos genéticos realistas devido aos
processos espacialmente estruturados de fluxo génico, especialmente quando o nimero de
populacdes e a taxa de mutacdo sdo pequenos. Como acontece frequentemente em modelos
Bayesianos hierarquicos relativamente complexos, as expressdes para as distribuicdes a
posteriori do f'e do 6° nio sio disponiveis. Pos isso, utiliza-se o método de Cadeia Markoviana
por método de Monte Carlo (MCMC) para aproximar a distribuicio a posteriori do f e do 6°
para qualquer tipo de dado genético.

Os valores da distribuicdo a posteriori de f e do 6° variam entre 0 e 1. Existem dois
caminhos convenientes para sumarizar a distribui¢do destes dois parametros. Podem-se utilizar
as informagdes das médias e os desvios padrdes a posteriori ou usar diretamente os parametros o,
e P da distribui¢ao P, que fornece uma boa aproximacdo da distribuicdo a posteriori.
Recomenda-se que se analise das duas formas para uma tomada de decisdo sobre a escolha do
modelo que melhor se ajusta.

Nesta metodologia ndo se pressupde, a priori, a existéncia de endogamia ¢ nem de
equilibrio de Hardy-Weinberg nas populacdes locais. A distribui¢ao a posteriori do estimador

0” se aproxima numericamente a simulagio realizada pela MCMC, tendendo a convergir para
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a distribuicdo beta, conforme ja discutido. O software HICKORY v 1.0 permite estimar o
valor de 0® por meio de quatro modelos diferentes (ver modelo do arquivo para a anélise no
Apéndice 2) . O primeiro ¢ denominado “full model”, e permite a estimativa tanto do 6°
quanto do /. O segundo ¢ o terceiro modelos assumem que o 6° ¢ o f sdo iguais a zero,
respectivamente. Finalmente, devido a estimativa do ' baseado em marcadores dominantes ser
usualmente enviesada (especialmente com tamanho amostral pequeno, n < 10), o ultimo
modelo utilizado pelo HICKORY permite que o f fique livre para variar. Neste caso, o modelo
escolhe valores de f aleatoriamente para a distribuicdo a priori enquanto estima os outros
parametros durante a analise pela MCMC. Os resultados destes modelos sdo entdo
comparados usando o “Deviant Information Criterion (DIC)” (Holsinger, 1999; Holsinger et
al., 2002; Spiegelhalter et al., 2002; Holsinger & Wallace, 2004).

Para auxiliar na escolha de um dos quatro modelos, varios parametros também sao
estimados, tais como o I, que ¢ uma medida da informagdo fornecida na estimativa do
parametro obtido para aquele conjunto de dados. Valores elevados de I. significam mais
informagdo que foi extraida dos dados. O valor de H-d ¢ importante pois mede a ‘distancia’
entre as simulagdes das distribui¢des a posteriori e a sua aproximagdo da distribuicdo f3,
podendo ser interpretado como uma porcentagem da ndo-sobreposi¢do entre essas
distribuicdes. Se H-d = 0, as distribui¢cdes sdo idénticas e, por outro lado, se H-d = 1, as
distribuicdes sdo completamente diferentes.

De acordo com Spiegelhalter et al. (2002), o valor do DIC pode ser entdo utilizado na
tomada de decisdo sobre qual dos quatro modelos descreve melhor o conjunto de dados
analisados. O DIC se utiliza do mesmo espirito do critério de informagdo de Akaike (4/C),
melhor conhecido, (ver analise das conexdes de Delaunay) no qual se deve avaliar de forma
comparativa o resultado de todos os modelos, e deve-se levar em conta o resultado de outras
estimativas. O parametro Dbar ¢ uma medida de como o modelo se ajusta aos dados (quanto

menor melhor). O DIC também leva em conta o nimero aproximado de parametros que foram
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estimados (pD). Os modelos que apresentarem os menores valores do DIC sdo os preferidos e
as diferengas de menos de 5 ou 6 unidades entre os modelos ¢ muito pequena e ndo deve ser
utilizada para uma tomada de decisdo. Embora os modelos com o DI/C menor sejam
geralmente preferiveis, o modelo com o melhor ajuste com os dados (baixos valores de Dbar)

podem ser escolhidos quando as diferencas entre os DIC sdo despreziveis.

Divergéncia Genética e Padrées Espaciais

A divergéncia genética entre as populagdes foi avaliada com base na matriz de
distancia genética obtida pela AMOVA, uma metodologia de andlise desenvolvida para
marcadores dominantes como o RAPD, que ¢ a que apresenta um menor nimero de
pressupostos em relagdo ao equilibrio de Hardy-Weinberg, tamanho amostral e padrao de
heranca do marcador. De qualquer modo, os resultados das trés metodologias utilizadas para
estimar a estruturacdo da variabilidade genética nas populagdes sdo convergentes (ver
resultados). Apos a estimativa da divergéncia genética, varios métodos multivariados podem
ser aplicados. Neste estudo, a matriz de distancias genéticas foi analisada, inicialmente, a
partir de uma analise de agrupamento tipo UPGMA (unweighted pair-group method by
arithmetic averages), que produz um arranjo hierarquico de classificagdo das populagdes,
representado por um dendrograma. A representatividade deste dendrograma foi testada por
meio da correlacdo entre as distdncias genéticas originais e as distdncias entre as populagdes
no dendrograma (correlagdo cofenética).

Apesar de o agrupamento pelo método do UPGMA ser uma das técnicas mais
utilizadas neste tipo de estudo, ele tem sido criticado baseado no fato de que os processos
evolutivos nem sempre produzem um padrdo hierarquico de variagdo ao nivel de populagao

(Lessa 1990; Rodrigues & Diniz-Filho 1998). Este tipo de agrupamento hierarquico pode nao
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representar adequadamente as distdncias genéticas, indicando um falso arranjo hierarquico
entre as populagdes, quando existe entre elas, de fato, um padrao continuo ou reticulado.

Em funcgdo desses problemas, as distdncias genéticas também foram analisadas por
uma técnica de ordenagdo que visa representar graficamente a dissimilaridade entre as
populagdes. Segundo Lessa (1990) a técnica mais apropriada para este tipo de trabalho € o
escalonamento multidimensional ndo-métrico (non-metric multidimensional scaling). Esta
técnica parte de uma configuragdo inicial de pontos (populagdes) alocados ao acaso em um
numero reduzido de dimensoes, normalmente 2-D ou 3-D. Com base na distribui¢do ao acaso
das populagdes sdo calculadas novas distancias e estas sdo comparadas com as distancias
genéticas originais, através de um procedimento iterativo, com o objetivo de minimizar as
diferengas entre as matrizes. A configuragdo inicial pode ser aleatoria, definindo para cada
populacdo um par ordenado X, Y de numeros aleatorios, ou baseada em escores de outras
analises multivariadas, tais como uma analise de componentes principais. Essa minimizagao ¢
mensurada, ao longo do processo iterativo, por uma estatistica denominada estresse

(S)(Kruskall, 1964), dado por:

* ~ « A . ~ . ~ . 3
onde d; sdo as distancias entre as popula¢des no espago de dimensdo reduzida, d;
sdo as distancias esperadas por um modelo de regressao monotdnica das distancias no espago
. ~ . . A . .. . —-% A . , qe
de dimensdo reduzida sobre as distancias originais, d; € a distdncia média no espago de

dimensdo reduzida. O somatdrio ¢ feito ao longo dos pares i, j, mas com 1 < j. Quanto mais
proximo de zero for o valor de S, menor a distor¢do e, portanto, melhor a representatividade
das distancias genéticas. Neste estudo, a matriz inicial de distincias entre as populacdes foi

estabelecida em um espacgo de duas dimensdes, definidas aleatoriamente.
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A fim de se analisar os padrdes de variagdo espacial em um contexto multivariado, foi
inicialmente feita a estimativa do coeficiente de correlagdo de Pearson (r) entre as matrizes de
distdncias genéticas e as distancias geograficas entre as populagdes. O estimador do
coeficiente de correlagdo simples (Epperson 2003), no caso entre duas matrizes X ¢ Y, ¢ dado

por:

n
inj}’ij

i,j=1

onde x; =X;; —X e y; =Y; — Y. A significincia dessa correlagdo matricial ndo pode

ser testada pelos testes estatisticos usuais, por apresentar problemas de independéncia entre os
elementos nas matrizes. Nesse sentido, a estatistica Z de Mantel (1967) tem sido
freqlientemente utilizada, a fim de se testar a significancia da associacdo entre matrizes
contendo diferentes tipos de distidncias entre pares de observagdes (Smouse et al. 1986; Manly

1997). O valor Z de Mantel ¢ dado por:

i1

onde Xje Yjsdo elementos das matrizes X ¢ Y a serem comparadas (no caso, as

matrizes de distancia geografica e genética, respectivamente). A significancia do Z pode ser
obtida comparando-se esse valor observado com valores de uma distribui¢ao nula, construida
recalculando-se os valores de Z diversas vezes, aleatorizando, em cada uma delas, a ordem
dos elementos de uma das matrizes (Manly 1997). A estatistica Z possui uma relagdo
monotdnica com o r de Pearson calculado entre matrizes (correlacdo matricial), de modo que

ela pode ser utilizada para testar a significancia de r (Manly 1986). Neste trabalho, 5000
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permutacdes aleatorias foram utilizadas para se testar a significincia das correlagdes
matriciais.

As correlagdes matriciais e o teste de Mantel foram também utilizados para avaliar o
padrao multivariado de estrutura espacial entre as popula¢des. Foram calculados coeficientes
de correlagdo matricial entre as distancias genéticas e 5 matrizes de conectividade espacial,
com valor 1,00 indicando pares de populagdes “ligadas”, se a distancia geografica entre elas
se encontra em cada uma das classes de distdncia previamente definidas. Essas classes de
distancia geografica foram estabelecidas de modo a manter o mesmo nimero de conexdes
ente populagdes e os seus limites superiores foram (1* classe 181km; 2 classe 262km; 3%
classe 364km; 4* classe 460km e 5% classe 825km). Assim, € possivel relacionar o coeficiente
de correlagdo matricial, cuja significancia foi estabelecida pelo teste de Mantel, com o
aumento das distncias geograficas, gerando assim um correlograma multivariado (Sokal et

al. 1986).

Anadlise de descontinuidade genética
Baseados nas distancias genéticas um procedimento foi utilizado para acessar a
descontinuidade dos dados genéticos no espaco geografico (Manel et al. 2003; Telles et al.
2003). Para esta analise de descontinuidade, as populacdes sdo localizadas em um mapa de
acordo com suas posi¢cdes geograficas relativas e o método de triangulagdo de Delaunay ¢
utilizado para conecta-las, resultando em uma rede que conecta todas as populagdes. A rede
de Delaunay ¢ formada conectando-se as em conjuntos de trés populagdes (A, B e C), sendo
que a ligagdo entre elas s6 ocorre se e somente se um circulo passando sobre elas ndo incluir
nenhuma outra populacdo (Figura 8) (Legendre & Legendre 1998).
A partir desta rede de Delaunay e das distancias genéticas, uma maneira simples de avaliar
descontinuidades em dados multivariados ¢ dividir as distancias genéticas associadas a cada

ligacdo entre as populagdes ABC na rede de Delaunay pela distancia geografica (Legendre &
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Legendre, 1998). Desta forma, obtém-se uma razdo que expressa se as distancias genéticas
seriam altas ou baixas em funcdo das distancias geograficas. A analise de descontinuidade ¢
feita mapeando-se uma dada proporgao (i.e., 25%) dos valores mais elevados da distribui¢ao
global dessas razoes ao longo da rede de Delaunay (Legendre & Legendre 1998; Manel et al.

2003).
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Figura 8. Rede de Delaunay formando conexdes entre as 18 populacdes de P. cuvieri

estudadas.
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Associacdo do padrao espacial da variabilidade genética a historia da ocupacdo humana na

regido do Cerrado

Comparagoes Matriciais

A matriz de distancia genética obtida pela AMOVA foi utilizada para realizagdo de
testes de Mantel comparando-a com as matrizes que foram construidas para diferentes
variaveis ambientais e sdcio-econOmicas, ou combinacgdes destas, por municipio. Estas
variaveis tentam capturar informacdes relevantes sobre as localidades, tais como condigdes
climaticas, caracteristicas de ocupagdo humana, de desenvolvimento sdécio econdmico
regional e as condi¢gdes de preservacdo da paisagem nestas areas (Diniz, 1984; Galinkin,
2003). As variaveis socio-econdmicas utilizadas nesta andlise foram obtidas nos ultimos
censos agropecuario (dados referentes a 1995-1996) e demografico (dados referentes a 2000)
do IBGE (IBGE, 1997, 2001) e no PNUD (2003). Os dados climaticos sdo oriundos de
diversas fontes e compilados e distribuidos pelo “Atlas of the Biosphere” (2002), em
resolucdes variando de 0,083 a 0,5° de latitude/longitude, dependendo da varidvel. Esses
dados estdo disponiveis em formato de 'grid' em arquivo padrdo do ArcView e, para este
estudo, foram obtidos para a célula da grid que contém as coordenadas de cada localidade
analisada. A situacao da paisagem no Estado de Goids (fragmentagao) foi obtida por dados
coletados recentemente pelo WWEF/CI no contexto do projeto para definicio de areas

prioritarias para Goias (SEMARH 2004). Essas 38 varidveis estao listadas abaixo:

» Agricultura

- Porcentagem de estabelecimentos rurais com area < 100 ha (ESTAB);

- Porcentagem de estabelecimentos que usam adubos e corretivos (ADUBOS);

- Porcentagem da area do municipio ocupada com plantagdes de arroz (ARROZ);

- Densidade de bovinos (numero de cabegas / hectare) (BOVINO);

- Porcentagem dos estabelecimentos que usam curva de nivel (CURVA DE NIVEL);

- Porcentagem dos estabelecimentos que usam técnicas de controle de pragas (PRAGAS);
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- Porcentagem das despesas gastas com inovagdes tecnoldgicas associadas a agricultura,
incluindo uso de adubacao, fertilizantes, maquinario, etc. (DESPESAS);
- Porcentagem de estabelecimentos com energia elétrica (ELETRICIDADE);
- Porcentagem de estabelecimentos que utilizam irrigacdo (IRRIGACAO);
- Porcentagem da area municipal ocupada por lavouras (LAVOURANS);
- Porcentagem da drea municipal ocupada por matas naturais e plantadas (MATAS);
- Porcentagem da area do municipio ocupada com planta¢des de milho (MILHO);
- Porcentagem de estabelecimentos que utilizam maquinario agricola (MAQUINARIA);
- Porcentagem da area municipal ocupada por pastagens (PASTAGEM);
- Populagdo rural (relativa a populagao total, 2000);
- Porcentagem da area do municipio ocupada com plantagdes de soja (SOJA);
- Valor total (R$) da produgdo animal (VALOR ANIMAL);
- Valor total (R$) da produgao vegetal (VALOR VEGETAL);

> Varidveis Ambientais e Climaticas

- Evapotranspiracgao real (EVAP);

- Precipitacdo anual total (PREC);

- Elevacio (ELEVACAO);

- Produtividade primaria liquida (NPP);
- Evapotranspiragdo potencial (PET);

- Temperatura maxima anual (TMAX);
- Temperatura média (TMED);

- Temperatura minima (TMIN);

» Fragmentagdo

- Area dos fragmentos por municipio (AF);

- Numero de fragmentos por municipio (NF);

» Socio-Economicas

- Ano de Instalagdo do Municipio (ANO);
- Densidade demografica, habitantes por km2, em 2000 (DENS);
- Indice de desenvolvimento humano municipal (IDH Municipal), educagao -(IDHM-EDU);
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- Indice de desenvolvimento humano municipal (IDH Municipal), longevidade -(IDHM-
LONG);
- Indice de desenvolvimento humano municipal (IDH Municipal), renda -(IDHM-RENDA);
- Indice de desenvolvimento humano municipal (IDH Municipal), global -(IDHM-EDU);
- Populag@o humana total, em 2000 (POP);
- Populagdo urbana em 2000 (POPURB);
- Renda per capita em 2000 (RENDA);
- Fecundidade (FECUND).

A fim de estimar as correlagdes matriciais dessas variaveis com as distancias genéticas
(®s7) foram construidas matrizes de diferenga par a par entre as localidades. Para a analise de
conjuntos dessas variaveis (por exemplo, sdcio-econdmicas), as matrizes foram definidas por
um coeficiente de distancia Euclidiana entre as localidades, ap6s a padronizacao (média =0 e

variancia = 1) das variaveis (Sneath e Sokal, 1973).

Correlagoes ao longo da rede de Delaunay

Entretanto, uma inspe¢do visual dos resultados obtidos pela andlise de descontinuidade
genética, em relagdo ao padrao de fragmentacdo da paisagem (remanescentes), sugere que as
distancias genéticas podem ser mais bem explicadas nao por diferengas nos valores de
variaveis socio-econdmicas, mas sim pelo valor absoluto de cada uma delas. Por exemplo,
uma divergéncia genética relativamente elevada entre duas populagdes proximas no espago
geografico pode ocorrer se ambas estiverem em uma regiao altamente fragmentada, na qual as
diferencas entre os niveis de fragmentacdo mensurados em escala local tendam a zero. Nesse
sentido, o teste de Mantel, tal qual realizado anteriormente, falharia em detectar uma relagao
entre divergéncia genética e fragmentagao.

A fim de mensurar a complexidade dessas relagdes, os valores de algumas variaveis

mais ligadas ao processo de fragmentagao foram obtidos nos municipios que se encontram ao
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longo de cada uma das conexdes geradas pela triangulacao de Delaunay (ver Apéndice 3).
Essas variaveis foram:

- Distancias geograficas, em escala logaritmica (G);

- Ano médio de instalagdo dos municipios (A);

- Populag¢do humana no ano 2000, em escala logaritmica (P);

- Renda per capita (R);

- Numero de municipios ao longo da conexdo de Delaunay (NM);

- Nimero de fragmentos naturais (NF);

- Area dos fragmentos naturais (AF).

A escolha dessas varidveis estd baseada inicialmente em um processo natural de
isolamento-por-distancia (G), refor¢ado por efeitos antropicos historicos que perturbariam
esse isolamento natural (A). Entretanto, especialmente na regido centro-oeste, €sses processos
historicos de ocupagdo humana s6 devem ter passado a ter importancia quando o tamanho das
populacdes humanas (P) e o seu desenvolvimento econdmico (R) atingiram niveis
relativamente elevados e que passaram a causar, de fato, uma maior fragmentacdo na
paisagem natural (NF e AF). Os valores médios e/ou somas desses dados socio-economicos
ao longo das conexdes foram a seguir pareados com as distancias genéticas em cada uma
delas.

A fim de explicar as distancias genéticas ao longo das conexdes com base nessas
variaveis, foi adotada uma metodologia de escolha de modelos se baseia nos principios da
teoria da informacdo (Burham & Anderson, 2002), utilizando o critério de Akaike (Akaike
information criterior, AIC). Devido ao elevado niimero de modelos potenciais envolvendo os
sete preditores, foram selecionados alguns modelos para andlise, além do modelo saturado

(com todos os preditores):
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1) G+ A+P+R+NM -+ NF + AF (Modelo saturado);

2)G+A

3)G+A+P
4HG+A+P+R
5)G+A+P+R+NM
6) NF + AF

7) NF + AF + P

8) NF + AF + P + NM
9) NF+ AF + P +NM + R
10)NF+AF+G+A
11)P+R +NM

12)P+A

Para cada um desses modelos, calculou-se o valor de AIC corrigido para pequenas

amostras, dado por
AIC, =nlog(c? )+ 2K| — 2 —
¢ g( ) (n -K - 1)

Onde

Sendo que &; € o i-ésimo residuo do modelo, n ¢ o nimero de conexdes e K € o

nimero de parametros do modelo (incluindo o intercepto e o 0'2). Quanto menor o valor de
AIC¢ mais explicativo ¢ o modelo. As diferencas entre os valores de Akaike em relagdao ao

modelo mais explicativo sao dadas por

A, =AIC. — Al CC(MIN[MO)
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Valores de A, maiores que 2 indicam que o modelo ¢ pouco plausivel, considerando

os dados disponiveis. Esses valores sdo usados ainda para calcular os pesos de cada modelo
(w;) que permitem a escolha entre modelos, por meio de uma relacdo ndo-linear com o delta,

dado por:

Valores de w; indicam a importancia relativa do modelo i em relagdo a todos os
modelos avaliados. A soma ou média dos valores de w; nos modelos que contém cada uma
das variaveis também pode ser utilizada para definir a importancia relativa de cada uma delas

no total dos modelos analisados.

Definicao de Unidades Operacionais para a conservagdo da variabilidade genética

Segundo Diniz-Filho & Telles (2002), populagdes locais (amostras) distantes entre si a
uma distancia geografica menor do que o intercepto do correlograma podem ser consideradas
como Unidades Operacionais, ou seja, unidades genéticas que seriam independentes para a
conservagdo da variabilidade genética. Isso porque populacdes situadas a distdncias menores
seriam de certo modo redundantes do ponto de vista da variabilidade genética. Esse
procedimento pode ser aplicado de forma bem sucedida se o correlograma espacial indicar
processos estacionarios na estrutura espacial da variabilidade genética, como por exemplo, um
perfil de estabilizagdo seguindo um modelo de isolamento por distancia ou ‘“alpondras”
(Telles et al. 2003). Nessa situagdo de isolamento por distdncia ou “alpondras”, o perfil do
correlograma ¢ menos dependente da configuracdo espacial da amostragem das populagdes

(ver Fenster et al., 2003; Vekemans & Hardy, 2004).
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Neste trabalho esse procedimento foi aplicado a fim de discutir, com base no
correlograma de Mantel, quantas unidades operacionais seriam necessarias para conservar a
variabilidade genética medida pelos marcadores RAPD para P. cuvieri no Estado de Goiés. A
eficiéncia desse conjunto reduzido de populacdes, no sentido de representar efetivamente a
variabilidade genética, foi avaliada pela propor¢do de Unidades Operacionais que contém

pelo menos um individuo com bandas para todos os locos RAPD.

Softwares utilizados nas andlises

Para o célculo das estatisticas descritivas e para a analise de variancia de freqiiéncias
alélicas foi utilizado o software TFPGA 1.3 (Tools For Population Genetic Analyses) (Miller
1997). As andlises de divergéncia genética multivariadas (UPGMA e NMDS) e os testes de
Mantel foram realizadas utilizando o pacote NTSYS 1.5 (Numerical Taxonomy and
Multivariate Analysis System) (Rohlf 1989). A Andlise de Variancia Molecular foi realizada
utilizado os softwares AMOVAPREP ¢ AMOVA 1.55 (Excoffier 1993). A estimativa do 6°,
via estatistica Bayesiana foi feita utilizando o software HICKORY v. 1.0 (Holsinger & Lewis,
2003). As demais analises estatisticas forma feitas no SYSTAT/SYGRAPH v.10.0 (Browne

& Mels 2000).
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RESULTADOS

Andlise de repetibilidade e selecdao dos primers RAPD

Dos 60 primers testados, 52 apresentaram um padrao de amplificagdo possivel de ser
codificado. Estes primers forneceram uma média de 19 locos, com um minimo de 7 ¢ maximo
de 31 locos. Do total de locos (996) apenas 9,4% (105) ndo repetiram, sendo que por primer
este valor variou entre 0% e 56%. A repetibilidade por primer ndo estd correlacionada ao
nimero de locos (rs = 0,024; P = 0,864). E importante ressaltar que existe uma variagio na
intensidade de banda em um mesmo loco, uma variavel que deve ser considerada no momento
de descarte de um determinado loco (Figura 9). Este fato deve ocorrer devido a sensibilidade

da reacdo de PCR a pequenas mudangas nas condi¢des de amplificacdo de uma repeticao para

outra.
§ OPC-058 oPC-049 OPH-O1 §_
z1A1B 2A 2B SA 3B 1A 18 2A JB 3A 5B 1A 1B JA 2B 5A 3B -
2200 bp
2000 bp 2200 bp
1800 bp 2000 bp
1600 bp LERL
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1200 bp 1200 hp
p
1000 bp
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Figura 9. Fragmentos RAPD amplificados dos primers OPC-08, OPC-09 e OPH-01 com trés
individuos de Physalaemus cuvieri. As colunas “M 100bp” indicam o marcador de
peso molecular (100 base pair ladder, Pharmacia). Estdo representadas as

diferengas de intensidade na repeticdo de um determinado loco.
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A freqliéncia dos locos RAPD, considerando as diferentes intensidades de bandas, esta
representada na figura 10, na qual é possivel observar que a maioria dos locos apresenta uma
intensidade baixa. A analise de repetibilidade total, feita por faixa de intensidade, mostrou que
a intensidade (1) repetiu 85%, a (2) 91% e a (3) 99%, sendo os intervalos de confianga para
estas estimativas iguais a [81% — 89%], [87% — 95%] e [95% — 99%], respectivamente.
Independente da intensidade de banda existiu uma freqiiéncia de repetibilidade alta nos trés
individuos analisados, mostrando que mesmo as bandas com intensidade fraca apresentam um

alto indice de repetibilidade (Figuras 11).

510
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Frequéncia dos Locos

Rank da Intensidade média por loco

Figura 10. Distribui¢do de freqliéncia do rank da intensidade média por loco RAPD, em

amostras de physalemus cuvieri.
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A correlacdo entre intensidade e repetibilidade foi igual 0,14 (Figura 12), variando
entre -0,26 e 0,82, por primer, sendo a maioria das correlagdes positivas (Figura 13). Dos 52
locos obtidos 20 apresentaram uma propor¢do de locos que repetem de 100%, 13 uma
propor¢ao de 90%, 9 uma proporcao de 80%, 5 uma proporcao de 70%, 2 uma propor¢ao de
60%, 2 uma propor¢do de 50% e 1 uma propor¢do de 40% de repetibilidade (Figura 14).
Conclui-se que a repetibilidade do marcador ¢ consideravelmente alta, mesmo levando-se em
conta bandas com baixa intensidade, confirmando o potencial do uso deste marcador em

estudos de caracterizagdo da variabilidade genética de populagdes.

1000 ;

800 -

600 -

400 1

Frequéncia dos locos

200

0 1 2
Classes de repetibilidade

Figura 11. Freqiiéncia dos locos RAPD considerando quatro classes de repetibilidade, 0 (ndo
repetiu), 1 (repetiu apenas em um individuo), 2 (repetiu em dois individuos) e 3

(repetiu nos trés individuos), em amostras de physalaemus cuvieri.



56

1.2 ;

1.0 1 ® 000 o o000 o e o o ®

0.8 1

0.6 1

0.4 1

0.2 1

Repetibilidade total

re =0,1447
00f{ e (P = 0,000005)

0.8 1.2 1.6 2.0 24 2.8 3.2

Intensidade média por loco

Figura 12. Correlagdo de Spearman entre a repetibilidade total e a intensidade média por loco

RAPD, em amostras de Physalaemus cuvieri.

10 -

Numero de primers

-04 -03 02 -01 00 041 062 03 04 05 06 07 08 09 1.0

Correlacao de Spearman (R) por primer

Figura 13. Distribuicdo de freqiiéncia do nimero de primers em relagdo a correlagdo da
repetibilidade total e a intensidade média por loco RAPD, em amostras de

Physalaemus cuvieiri.
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Figura 14. Distribuicdo de freqiiéncia do niimero de primers em relagdo a proporcao de locos
RAPD que nao repetem considerando cada primer, em amostras de Physalaemus

cuvieiri.

Com base na avaliacdo detalhada de todas as analises feitas com os 52 primers que
amplificaram, foram selecionados os nove primers de RAPD que apresentaram o melhor
desempenho, tanto do ponto de vista de repetibilidade quanto de resolugdo das bandas no gel
para, em seguida, serem utilizados na avaliacao da estrutura genética das 18 populacdes de P.

cuvieri.

Variabilidade genética dentro e entre populacoes

De uma maneira geral as populacdes de Physalaemus cuvieri apresentam uma
consideravel variabilidade genética que foi observada para os nove primers de RAPD
selecionados (Tabela 4; ver arquivo *.nex no Apéndice 2). O numero de locos, por primer,
variou entre 4 ¢ 17, totalizando 126 locos nas 18 populagdes. A proporcdo de locos

polimorficos variou entre 81% e 94% nas populagdes, com um valor global de 97%. A
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diversidade genética ou heterozigose esperada foi relativamente alta e ndo variou muito entre
as populagdes, alcancando valores entre 0,318 e 0,389 nas populagdes, com um valor global

de 0,408 (Tabela 5).

Tabela 4. Relagao dos primers, suas seqiiéncias de bases e o nimero de locos (NL), obtidos

nas 18 populagdes de Physalaemus cuvieri.

primer seqiiéncia 5' para 3' NL
A 07 GAAACGGGTG 17
A8 GTGACGTAGG 17
A-13 CAGCACCCAC 14
A20 GTTGCGATCC 4
C05 GATGACCGCC 17
C08 TGGACCGGTG 19
C20 ACTTCGCCAC 14
H0M4 GGAAGTCGCC 13
HO05S AGTCGTCCCC 10

Como base no mapeamento das estimativas de variabilidade genética dentro das
populacdes foram levantados possiveis cendrios para a explicagdo do padrdo atual de
variabilidade encontrado em cada uma das populagdes desta espécie. Embora ndo haja um
padrdo espacial claro da variabilidade intrapopulacional é possivel destacar alguns conjuntos
de populacdes que apresentam mais variacdo. Pode-se perceber que na regido Sudeste de
Goias encontram-se algumas populagdes que possuem maior heterozigose, particularmente
em Morrinhos (16) e Pontalina (15) (Figura 15). Com relagdo ao numero de locos
polimorficos, essas mesmas populagdes sdo mais variaveis, assim como a de Pirendpolis (17)
(Figura 16). Quanto ao componente de variancia intrapopulacional, obtido pela AMOVA (ver
a seguir), nota-se que as populagdes de Pontalina (15) e Pirenopolis (17) sdo mais variaveis e

também estdo na regido sudeste (Figura 17).
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Tabela 5. Relagao com o tamanho amostral médio (TM), heterozigosidade (h) e porcentagem

de locos polimérficos (LP), por populacdo de Physalaemus cuvieri.

Populacio ™ h LP (%)
1 Ttaberai 7.9 0,337 90
2 Mineiros 10,0 0,363 90
3 Caiapodnia 8,9 0,348 91
4 Piracanjuba 8,3 0,337 87
5  Goiatuba 9.4 0,346 83
6 Silvania 7,0 0,342 89
7 Cocalzinho de Goias 11,0 0,360 90
8 Cristalina 9,9 0,342 81
9 Araguapaz 9,8 0,351 85
10 Niquelandia 10,0 0,358 87
11 Quirindpolis 23,0 0,369 90
12 S3o0 Jodo d'Alianca 11,8 0,356 87
13 Nova Crixas 10,6 0,337 83
14 Mambai 6,5 0,318 84
15 Pontalina 20,7 0,389 94
16 Morrinhos 6,5 0,353 92
17 Pirendpolis 19,3 0,376 94
18 S30 Miguel do Araguaia 14,8 0,324 83

Geral 214,6 0,408 97
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populagdes de Physalaemus cuvieri.

Physalaemus cuvieri.
Figura 16. Distribui¢do espacial dos valores de Propor¢ao de Locos polimorficos nas 18

Figura 15. Distribuicdo espacial dos valores de heterozigose nas 18 populagdes de
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Figura 17. Distribui¢do espacial dos valores das Variancias dentro das populagdes com base

na AMOVA nas 18 populagdes de Physalaemus cuvieri.

A primeira metodologia utilizada para a avaliagdo da estruturacdo da varibilidade
genética nas populagdes foi a andlise de variancia de freqiiéncias alélicas, realizada a partir
das freqiiéncias corrigidas (Lynch & Milligan 1994). Esta analise mostrou que a variabilidade
genética estd estruturada nas populagdes com um valor de 0 global igual a 0,1085 (0,0941 -
0,1235 / 1C 95%, com 5000 permutagdes). Os valores de 0 para cada loco variaram entre 0,0 e
0,3246, mostrando que existe um comportamento diferenciado da estruturacdo da

variabilidade nos diferentes locos analisados (Figura 18).
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Figura 18. Distribuicdo dos valores de 0 dos 126 locos analisados nas populagdes de

Physalaemus cuvieri.

A segunda metodologia utilizada para a avaliacdo da estruturagdo da variabilidade
genética, a AMOVA (Tabela 6), forneceu uma estimativa global de ®sr= 0,101 (P < 0,0002,
com 5000 permutacdes), de modo que 89.86% da variancia genética estd no componente
intrapopulacional. O valor do ®gr, para os pares de populagdo, variou entre 0,0121 e 0,1747
(Tabela 7). Considerando a escala geografica em estudo (maior distancia igual a 845,1 km),
mesmo populagdes que estdo proximas geograficamente ja apresentam uma consideravel
divergéncia genética, como ¢ o caso dos seguintes pares de populagdes: Nova Crixas (13) e
Sao Miguel do Araguaia (18) com gy igual a 0,142; Cristalina (8) e Morrinhos (16) com @gr
igual a 0,170; Cristalina (8) e Pontalina (15) com ®gr igual a 0,131; Pontalina (15) e Itaberai

(1) com @grigual a 0,127; Pontalina (15) e Caiaponia (3) com ®gr igual a 0,131.
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Tabela 6. Quadro de Analise de Variancia Molecular para as 18 populagdes de Physalaemus

cuvieri, com base em 126 locos RAPD.

Fonte de Variagdo  Grau de Liberdade Soma de Quadrado = Quadrado Médio

Populacao 17 984,73 57,92
Individuo 196 4872,99 24,86
Total 213 5857,7196

Tabela 7. Valores de ®gy par a para entre as 18 populagdes de Physalaemus cuvieri, com

base em locos RAPD.
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

keokkok

0.060 #***

0.061 0.025

0.097 0.061 0.054 ****

0.080 0.053 0.050 0.014

0.108 0.091 0.062 0.082 0.093 ****

0.089 0.090 0.030 0.085 0.089 0.038 ****

0.144 0.094 0.111 0.114 0.122 0.105 0.116 ****

0.071 0.100 0.085 0.127 0.128 0.098 0.037 0.145 ****

0.096 0.101 0.088 0.120 0.109 0.109 0.092 0.154 0.094 ****

0.116 0.085 0.088 0.109 0.122 0.115 0.092 0.111 0.115 0.123 ****

0.170 0.095 0.084 0.122 0.150 0.134 0.102 0.129 0.116 0.100 0.058 ****

0.123 0.096 0.091 0.121 0.147 0.132 0.119 0.126 0.106 0.123 0.052 0.012 ****

0.147 0.071 0.084 0.080 0.112 0.111 0.075 0.118 0.089 0.101 0.063 0.042 0.044 ****

0.127 0.095 0.121 0.101 0.130 0.116 0.118 0.131 0.151 0.108 0.116 0.094 0.109 0.103 ****

0.095 0.067 0.057 0.077 0.104 0.081 0.086 0.170 0.109 0.130 0.101 0.089 0.094 0.065 0.110 ****

0.063 0.052 0.044 0.078 0.088 0.069 0.067 0.109 0.079 0.109 0.087 0.056 0.058 0.074 0.088 0.034 ****
0.132 0.145 0.136 0.151 0.159 0.160 0.146 0.171 0.140 0.175 0.142 0.147 0.142 0.156 0.160 0.130 0.067 ****

[c IR Be RV I R S

T T T =)
0 N N bW = O

A terceira metodologia de avaliagdo da estruturacao da variabilidade genética utiliza-
se de estatistica bayesiana para estimar os parametros descritores desta variagao. Dos quatro
modelos obtidos por esta analise (Tabela 8), o que apresentou menor valor de DIC e Dbar foi
o “full model” (DIC = 8943,9 e¢ Dbar = 7800,08), no qual o valor do 6® foi igual a 0,103
(intervalo de confianga a 95% igual a 0,094 — 0,0113) (Figura 19). Neste modelo, contudo, o
valor de f ¢ extremamente alto (f = 0,969), provavelmente devido a um artefato gerado pelo
pequeno numero de individuos em algumas populacdes e o elevado ntimero de locos

(Holsinger & Lewins, 2003). O modelo que assume f = 0 ¢ o segundo melhor de acordo com o
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DIC e o Dbar (9001,0 e 7820,17, respectivamente), com um valor de 08 = 0,067, mas este

modelo ¢ somente um pouco melhor do que o que permite a variagdo no valor de £, no qual o
0® foi igual a 0,092 ¢ f = 0,499 (DIC = 9088,2 ¢ Dbar = 7878,60). O modelo menos
explicativo é o que assume que o 0° ¢ igual a zero (DIC = 10592,8 e Dbar = 10468,41). A
confirmagdo destes resultados aparece quando se analisa qual dos quatro modelos apresenta
mais consisténcia na estimativa dos parametros f'e 0% (Tabela 9). Pode-se perceber que, para a
estimativa de /', no “full model” o valor de I, é o maior e distdncia (H-d) ¢ a menor. No
entanto, o valor do f'neste modelo parece ser irrealisticamente alto, o que pode ser atribuido a
tamanho amostral relativamente pequeno em algumas populagdes aliado a um grande niimero
de Icos analisados (Holsinger & Lewis, 2003). De qualquer modo o 6, que ¢ o pardmetro de
maior interesse parece ser estavel entre os modelos. Neste caso, apesar do modelo onde /= 0
apresentar o maior valor de ., é razodvel pressupormos que na natureza o f'# 0, neste caso,
portanto, o modelo escolhido mais uma vez seria o “full model”, lembrando que o valor de f
deve estar sobreestimado. Pode-se perceber que estes resultados de divergéncia populacional
também estdo de acordo com as outras duas estimativas de estruturagdo da variabilidade
genética (Dgst e 0), sugerindo um componente de variacdo entre populagdes ¢ significativo e
gira em trono de 10%, embora permanega a incerteza sobre os niveis de endogamia nas

populagdes.

Tabela 8. Resultados da analise bayesiana de divergéncia entre as 18 populagdes de P.

cuvieri, incluindo os modelos testados, as estimativas de ', OB, ajuste do modelo

(Dbar) e “Deviant Information Criterion” (DIC).

Modelo  f 0° Dbar DIC

Sull 0,969 0,103 7800,08  8943,9
f=0 0 0,068 7820,17  9001,0
=0 0,946 0 10468,41 10592,8
free f 0,499 0,092 7878,60 90882
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Tabela 9. Resultados da andlise bayesiana de divergéncia entre as 18 populagdes de P.
cuvieri, incluindo as estimativas de f, 0°, a medida da informacao I, e a distancia

H-d entre a distribui¢do a posteriori € uma distribui¢ao 3, para os quatro modelos

testados.
Modelo full f=0 0°=0 free f
I. H-d I. H-d I. H-d I. H-d
f 2,49209 0,00170 - - 1,94586 0,00178 0,00001 0,00208
o8 3,87334 0,00126 4,1349 0,00149 - - 3,30298 0,00382
100
80T {\
_ 60}
=
=
40T
20T
0
0.05 0.08 0.10 0.13 0.1

(a) B
Figura 19. Distribuigdo a prosteriori do 6°, aproximada para uma distribuicdo beta com os

parametros o = 378,5 e B = 3280,7.
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Padrées espaciais da divergéncia genética das populagoes

A partir das analises de variabilidade genética entre e dentro das populagdes descritas
anteriormente pode-se observar que existe diferenciacdo significativa entre as populagdes.
Outra informagao importante ¢ a verificacdo de como a variabilidade genética encontrada esta
estruturada no espaco, o que foi avaliado a partir de analises multivariadas.

As distancias genéticas (®@sr) entre as populagdes variaram entre 0,012 e 0,175
(Tabela 7). A correlagdo cofenética do agrupamento por UPGMA dessa matriz de distancias
foi relativamente baixa (r = 0,8), de modo que as ligacdes do dendrograma ndo refletem
corretamente os padrdes multivariados de distdncia genética (Figura 20). Essa correlagdo
cofenética baixa ¢ esperada para sistema que ndo apresentam uma estruturacdo hierarquica
muito clara (Rodrigues & Diniz-Filho 1998). Nesses casos as analises de ordenacdo podem

ser uteis no sentido de detectar padrdes espaciais.

PHI(ST)

Figura 20. Padrdo de divergéncia genética entre as 18 populagdes de Physalaemus cuvieri,
definido pelo agrupamento por UPGMA, com base nas distancias genéticas

(Dsr). Correlagado cofenética igual a 0,8.
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O mesmo pode ser dito do escalonamento multidimensional ndo-métrico (NMDS),
cujo stress em trés dimensdes foi igual a 0,376, ¢ a correlagdo entre as distancias genéticas
originais e as distancias no espago tridimensional foi igual 0,873 (Figura 21). Ou seja, nao ¢
satisfatorio representar as distdncias genéticas nesse espago tri-dimensional (Kruskal, 1964).
Pode-se observar, pelo NMDS, que existem populagdes que estdo em lados opostos tanto no
espaco geografico quanto genético (populagdes 8 e 18). Por outro lado, existem populagdes
muito distantes no espaco geografico que sdo muito préximas no espago genético (populagdes
2 el4). Alguns grupos de populagdes proximas no espaco geografico sdo também similares do
espaco genético (tais como a 2 ¢ 3; 7 ¢ 17; 4 e 6). Ou seja, ndo existe um unico padrio
espacial que possibilite a interpretacdo global da estruturacdo da variabilidade genética,
sugerindo que investigagdes mais detalhadas e que levem em conta outras variaveis que

possivelmente estejam interferindo na microevolucdo destas populagdes devem ser realizadas.

Figura 21. Analise tri-dimensional mostrando a posi¢do relativa das 18 populacdes de
P.cuvieri no espago genético (®sr) reduzido por uma analise de escalonamento

multidimensional ndo métrico (NMDS).
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Na escala geografica analisada, tanto as técnicas de analises multivariadas
exploratdrias como o UPGMA e o escalonamento multidimensional ndo-métrico ndo foram
muito eficientes no sentido de reconstruir estes padrdes. Ainda no sentido de investigar o
padrdo espacial, o teste de mantel apresentou uma correlacdo matricial entre distancia
genética (Dgr) e geografica igual a 0,140 (P = 0,129, com 5000 permutacdes) (Figura 22).
Esses resultados mostram que, de fato, a distdncia geografica sozinha ndo explica o padrao

espacial da variabilidade genética entre essas populagdes de P. cuvieri.

0.20 ;
0.18 ;
0.16 ;
0.14 ;
0.12 ;
0.10 ;
0.08 ;
0.06 -

Distancias Genéticas (Phigy)

0.04 ;

0.02 ;

0.00 - - - - - - - - - -
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Distancias geograficas (Km)

Figura 22. Relagdo entre distancia genética (®dgsr) e distancia geografica (r = 0,140 - P =

0,129, com 5000 permutacdes) entre 18 populagdes de P. cuvieri.
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O correlograma multivariado que permite relacionar o coeficiente de correlacio
matricial com o aumento das distancias geograficas (Figura 23) mostrou que existe um padrao
de isolamento-por-distincia na variagdo genética, com populacdes proximas no espago
geografico, situadas entre si a distancias menores do que 180 quilometros, tendendo a ser
mais similares geneticamente entre si do que o esperado pelo acaso (r = 0,169 p= 0,042 com
5000 permutagdes). A medida que as distdncias geograficas aumentam as correlagdes

matriciais diminuem e deixam de ser significativas.

0.20 ,

0.042

0.15 ;

0.10 ;

0.05 1

0.00 1
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Correlacao matricial
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Classes de distancias geograficas

Figura 23. Correlograma de Mantel construido com base nas distancias genéticas (®dsr) entre
18 populagdes de P. cuvieri, ao longo de cinco classes de distancias geograficas. A
linha tracejada mostra a correlagdo esperada sob a hipdtese nula de auséncia de
padrao espacial. Os numeros indicam a probabilidade de erro tipo I obtida usando
5000 permutagdes pelo teste de Mantel, somente o coeficiente da primeira classe

de distancia foi significativo a um nivel de 5%.
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Correspondéncia entre Distancias Genéticas e Dados Socio-Economicos e Ambientais

Os testes de Mantel utilizando as diferencas para as 38 varidveis de agricultura, s6cio-
econdmica, de fragmentacdo e¢ ambientais (Tabela 10) também mostram poucos padroes
claros. Valores de r significativos a um nivel de 5% foram obtidos apenas para a percentagem
de matas, elevagdo e temperatura, embora o poder de explicagdo dessas variaveis também seja
bastante pequeno (< 7% em todos os casos). Além disso, € preciso considerar que nenhuma
dessas correlagdes seria considerada significativa se critérios de corre¢do para comparagdes
multiplas (Bonferroni) fossem utilizados. De qualquer modo, uma pequena parte da variagao
genética entre as populagdes seria explicada por potenciais barreiras climaticas (relacionadas
a elevacdo e a temperatura) e a processos de fragmentacdo (percentagem de matas dentro da

area municipal).

Tabela 10. Resultados do teste de Mantel (correlagdo matricial ») comparando as distincias
genéticas a matrizes de diferenca intermunicipais para varidveis de agricultura,
ambientais, socio-econdmicas ¢ demograficas, e de paisagem, ou a matrizes de
distancia euclidiana entre os municipios com base nesses conjuntos de variaveis.

Os valores de P foram obtidos utilizando 5000 permutacdes.

Dgr

Variaveis / Matrizes r P
ESTAB -0,0991 0,2286
ADUBOS 0,0368 0,3900
ARROZ -0,1267  0,1820
BOVINO 0,1438 0,1752
CURVA DE NiVEL 0,2020 0,0864
PRAGAS 0,1823 0,0786
DESPESAS 0,0606 0,2842
ELETRICIDADE 0,0897 0,2526
IRRIGACAO 0,0375 0,3576
LAVOURA 0,2301 0,0876
MATA 0,2714 0,0476
MILHO 0,1500 0,1490
MAQUINARIA 0,0164 0,4362
PASTAGEM -0,0303 0,4202
POPRUR -0,1011 0,2252
SOJA 0,1667 0,1566
PRODUCAO ANIMAL 0,1518 0,1484
PRODUCAO VEGETAL . 0,1442  0,1716

Variaveis de agricultura 0,2353 _0,0504
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Tabela 10. Continuagao...

Dy

Variaveis / Matrizes r P
EVAP -0,1152 0,1272
PREC 0,0870 0,0656
ELEVACAO 0,2088 0,0208
NPP -0,1141 0,2100
PET 0,0986 0,2078
TMAX 0,1575 0,1030
TMED 0,2001 0,0564
TMIN 02675 0,0320
Variaveis ambientais 0,0806 0,2288
AF 0,0933 0,2428
NF 00143 0,1956
Variaveis de fragmentagdo 0,0005 0,4860
ANO -0,0044 0,4880
DENS 0,0374 0,3580
IDHM-EDUCACAO -0,0118 0,4788
IDHM-LONG 0,0096 0,4426
IDH-RENDA -0,0418 0,3860
IDHM -0,0997 0,2664
POP 0,0200 0,4160
POPURB -0,0173 0,4416
RENDA -0,0393 0,4166
FECUND 00687 03062
Variaveis demogrdficas e socio-econémicas -0,0315 0,4102
Todas as variaveis 0,1212 0,1602

A analise de descontinuidade (Figura 24) mostrou uma série de barreiras aparecendo
na regido mais ao Sudeste do Estado de Goids, separando inclusive populagdes muito
préximas no espago geografico, como ¢ o caso das populagdes de Cocalzinho de Goias (7) e
Pirendpolis (17). Barreiras fora dessa regido existem apenas entre as populacdes de
Araguapaz (9), Nova Crixds (13) e Sao Miguel do Araguaia (18), e entre as populacdes de

Niquelandia (10) e Sdo Jodo d'Alianga (12).
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Figura 24. Resultado da anélise de descontinuidade genética sobre a rede de Delaunay, com

as linhas cheias indicando presenga de barreiras.

Uma inspecao visual das distancias genéticas nessas conexdes em relagdo ao mapa de
fragmentos naturais remanescentes no Estado de Goias com area > 100 ha (Figura 25) sugere
que efeitos antrépicos ligados a fragmentacdo da paisagem podem estar interferindo nos
padroes de divergéncia genética. A fim de avaliar de modo quantitativo essa hipotese, pareou-
se as distancias genéticas ao longo das conexdes de Delaunay com dados médios ou somas de
algumas variaveis mais associadas a esse processo, que foram combinadas em 12 modelos
(Tabela 11). O menor valor de Akaike (AIC() corrigido para pequenas amostras foi obtido
para o modelo que usa como preditores populagio humana e ano médio de instalagdo dos
municipios (P + A, com AIC¢ = 11,0909), seguido pelo modelo com as duas variaveis de

fragmentacdo (AF + NF, com AICc = 11.0932) e pelo modelo envolvendo distancias
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geograficas e ano de instalacdo dos municipios (G + A, com AICc = 11.0933). Os demais
modelos apresentam valores de delta maiores do que 2 em relagdo ao modelo com menor
AlICc, sendo portanto pouco informativos. Os valores de w; desses trés modelos sdo
relativamente pequenos, em torno de 28,8%, de modo que h4d uma consideravel incerteza
quanto a sua escolha. De qualquer modo, o valor do coeficiente de determina¢do do modelo
(P + A) foi igual a 26,3%, sendo duas vezes maior do que o R* dos dois outros modelos

semelhantes para o AIC¢ (iguais a 13%).

Figura 25. Mapa dos Remanescentes Florestais no Estado de Goias (SEMARH, 2004).
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Tabela 11. Resultados da selegdo de modelos para explicar a divergéncia genética ao longo
das conexdes na rede de Delaunay, utilizando o critério de Akaike. Valores de A;

menores do que 2 indicam modelos mais informativos.

Modelos* AICc A; o R’
1 Saturado 40,51240 29,42150 0,00000 0,34560
2 GtA 11,09330 0,00240 0,28843 0,13570
3 GH+A+P 15,01392  3,92302 0,04062 0,26540
4 G+A+P+R 19,64992  8,55902 0,00400 0,28480
5 G+A+P+R+Nm 25,21308 14,12218 0,00025 0,30970
6 NF+AF 11,09325 0,00235 0,28844 0,13850
7 NF+AF+P 15,01321  3,92231 0,04063 0,30280
8 NF+AF+P+Nm 19,64956  8,55866  0,00400 0,30380
9 NF+AF+P+Nm+R 25,21302 14,12212 0,00025 0,31320
10 A+G+NF+AF 19,65230 8,56140 0,00399 0,15930
11 P+R+Nm 15,01367 3,92277 0,04062 0,27870
12 P+A 11,09090 0,00000 028878 0,26260

*Variaveis preditores nos modelos: Distancias geograficas, em escala logaritmica (G); Ano
médio de instalacdio dos municipios (A); Populacio humana no ano 2000, em escala
logaritmica (P); Renda per capita (R); Nimero de municipios ao longo da conexdao de
Delaunay (NM); Numero de fragmentos naturais (NF); Area dos fragmentos naturais (AF).

Essa andlise mostra, portanto, que o ano de instalagdo, o tamanho da populacao
humana, a distancia geografica, o numero e area dos fragmentos sdo as variaveis mais
importantes para explicar as distancias genéticas ao longo das conexdes, nessa ordem, de
acordo com os valores combinados de w; dos modelos nas quais elas aparecem. No modelo
mais explicativo (Figura 26), distancias genéticas mais elevadas aparecem em conexdes com
maior populacdo humana e com anos médios de instalagdo mais elevados (menos tempo até o
presente). Observando os mapas (Figura 27), pode-se perceber que a combinacao dos efeitos
dessas duas variaveis preditoras (P e A) explica diferentes conjuntos de barreiras, o que ¢

esperado considerando a baixa correlagdo entre P ¢ A ao longo da rede (r =-0,019).
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Figura 26. Relacdo entre Distancia Genética, Ano médio de fundacdo dos Municipios e

Populagdo Humana (2000), ao longo das conexdes da rede de Delaunay.
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Figura 27. (A) Mapa do ano de instalagdo dos municipios do Estado de Goias e (B) Mapa da
densidade demografica nos municipios do Estado de Goias em 2000 (PNUD,
2003).
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DISCUSSAO

Estrutura populacional em Physalaemus cuvieiri

A andlise de repetibilidade dos locos (bandas) gerados pelo RAPD mostrou que,
conforme encontrado por outros autores (McPherson et al. 1993; Perez et al 1998; Kjolner et
al. 2004), este marcador ¢ confidvel, podendo ser utilizado em estudos de genética de
populagdes (ver Sunnucks 2000). Para tanto, deve-se padronizar as condi¢des das reagdes de
PCR e, se possivel, utilizar um unico termociclador durante a obtencdo dos dados
moleculares, minimizando as possibilidades de amplificagdo inespecificas.

A analise das populagdes para a variacdo nos 126 locos RAPD indicou que hd uma
estruturacdo da variabilidade genética para a rad-cahorro (Physalaemus cuvieri) em Goids,
como observado para muitas espécies de anfibios e outros organismos na mesma regiao
(Driscoll 1998; Marsh & Trenham 2001; Batista 2001; Telles et al. 2003; Palo et al. 2004b).
Entretanto, apesar de haver diferencas significativas entre as populacdes, o padrao espacial ¢
fraco e o fluxo génico estd restrito a populagdes proximas geograficamente. Assim, ¢ possivel
assumir, a principio, que as populagdes desta espécie estdo evoluindo atualmente sob um
modelo de “alpondras”. Considerando que o nimero médio de migrantes por geragdo, obtido
a partir dos estimadores de Fst (Gillespie 1998; Rousset 2004), foi igual a 2, pode-se entender
que este nimero de migrantes seria suficiente para suprimir a maior parte dos efeitos da
deriva genética atuando na diferenciacdo entre as populagdes (Barber 1999; Beebee & Rowe
2004).

Batista (2001) realizou um trabalho com Physalaemus cuvieri, também utilizando
RAPD, com amostras provenientes de seis populagdes oriundas de duas regides bem distintas
do Brasil (Vilhena - RO e Brasilia - DF) e detectou um nivel de estruturacdo semelhante ao
encontrado neste estudo (Fsr= 0,15 ¢ 6 = 0,11), mesmo considerando a maior escala espacial

analisada. Isso reforca a idéia de um padrao espacial proximo ao modelo de “alpondrras", no
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qual a dissimilaridade genética seria dependente da distancia geografica, apenas até um dado
limite. Batista (2001) sugeriu que a fragmentagdo dos habitats no Cerrado ndo estaria
causando a diferenciacdo entre as populagdes, nas diferentes escalas espaciais analisadas.
Uma das explicagdes plausiveis para isso seria o tamanho das populagdes, considerando que
esta espécie normalmente ocorre em altas densidades populacionais, e que este fato poderia
estar tamponando o efeito da deriva e mantendo as populagdes mais homogéneas.

Em muitos estudos sobre variagdo genética intraespecifica em anfibios, conduzidos em
escalas geograficas muito variadas, uma elevada estruturagdo da variabilidade genética foi
encontrada na maior parte dos casos. Apesar de ser evidenciada uma estruturacao significativa
da variabilidade genética existente nas populagdes de Physalaemus cuvieiri, quando o0s
valores das estatisticas-F sdo comparados com outros estudos realizados com diferentes
marcadores em diferentes espécies de anfibios percebe-se que esse nivel de diferenciacao
deve ser considerado, de fato, relativamente baixo (Phillips 1994; Rowe et al. 1998; Barber
1999).

E importante ressaltar que a maioria dos estudos ¢ conduzida utilizando marcadores de
regides mitocondriais, que sdo mais dependentes da historia de fundacdo de cada populacao
devido a0 modo de heranca do DNA nessa organela. Nesse sentido, as comparagdes devem
ser feitas com cautela, pois a evolu¢do do genoma nuclear normalmente ocorre de maneira
diferenciada dos genomas das organelas citoplasmaticas. Por outro lado, também existem
alguns estudos que trabalharam em escalas espaciais bem menores do que a utilizada neste
trabalho e que obtiveram valores de Fsr muito altos (Routman 1993; Hitchings & Beebee
1997; Driscoll 1998; Eastel 1998; Rowe et al. 1998; Murphy et al. 2000; Rowe et al. 2000;
Shaffer et al. 2000; Carnaval 2002; Lampert et al. 2003), indicando que fatores ecologicos e
comportamentais podem criar estruturas populacionais em escalas bastante locais (Palo et al.
2004a; Beebee & Rowe 2004). H4, portanto, uma grande variagdo nos valores de Fst que

parece ser independente da escala espacial analisada (Tabela 12 e Figura 28), revelando a
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grande complexidade de fatores ecoldgicos, evolutivos e comportamentais atuando no sentido

de gerar estruturas espaciais nas diferentes espécies.

Tabela 12. Relagdo das referéncias dos 28 estudos de diferenciacdo populacional em anfibios
utilizando diferentes marcadores moleculares, extensao espacial maxima (km) do
estudo e valores dos estimadores da estrutura populacional (estimados pelo Fsr ou

estatisticas relacionadas).

artigo marcador escala (km) Estatistica-F Referéncia
1 microssatélites 1535 0,230 Palo et al., 2004a
2 1soenzimas 100 0,440 Shaffer et al., 2000
3 microssatélites 400 0,580 Shaffer et al., 2000
4 microssatélites 40 0,014 Newman & Squire, 2001
5 1soenzimas 3 0,026 Newman & Squire, 2001
6 1soenzimas 14 0,124 Newman & Squire, 2001
7 1soenzimas 39 0,149 Newman & Squire, 2001
8 isoenzimas 36 0,372 Newman & Squire, 2001
9 1soenzimas 1,5 0,310 Newman & Squire, 2001
10 1soenzimas 14,5 0,090 Newman & Squire, 2001
11 microssatélites 14,5 0,016 Newman & Squire, 2001
12 1soenzimas 7,5 0,019 Newman & Squire, 2001
13 microssatélites 3,6 0,060 Newman & Squire, 2001
14 microssatélites 16 0,224 Newman & Squire, 2001
15 microssatélites 9 0,111 Newman & Squire, 2001
16 isoenzimas 80 0,131 Newman & Squire, 2001
17 1soenzimas 7,5 0,540 Newman & Squire, 2001
18 1soenzimas 7,5 0,680 Newman & Squire, 2001
19 microssatélites 34 0,070 Newman & Squire, 2001
20 microssatélites 16 0,040 Newman & Squire, 2001
21 1soenzimas 4.4 0,388 Newman & Squire, 2001
22 1soenzimas 93 0,145 Newman & Squire, 2001
23 1soenzimas 7,5 0,054 Newman & Squire, 2001
24 isoenzimas 6 0,639 Murphy et al., 2000
25 microssatélites 10 0,045 Jehle et al., 2001
26 microssatélites 10 0,082 Jehle et al., 2001
27 microssatélites 191 0,110 Austin et al., 2003

[\
o0

microssatélites 2000 0,230 Palo et al., 2003
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Figura 28. Auséncia de relagdo entre estimadores da estrutura populacional (estimados pelo
Fsr ou estatisticas relacionadas) e a extensdo espacial maxima (km), para 28
estudos de diferenciagdo populacional em anfibios utilizando marcadores

moleculares (r = 0,065; P = 0,745).

Lampert et al. (2003), trabalhando com Physalaemus pustulosus, mostraram que existe
uma forte correlacdo positiva entre as distancias genéticas e geograficas, considerando
populagdes que estdo distantes entre si em média por 260 metros, ou seja, uma escala bem
pequena de distancia espacial. Mesmo em uma escala maior, no presente estudo o mesmo nao
foi encontrado para Physalaemus cuvieri.

Assim, considerando os padrdes espaciais relativamente fracos e a baixa
heterogeneidade espacial entre as populagdes, torna-se dificil encontrar explicacdes gerais
para a estrutura¢do da variabilidade genética (Sokal et al. 1986). Os resultados obtidos pela
analise de RAPD nas populacdes em Goias sdo coerentes com os aspectos da biologia de

Physalaemus cuvieri, ou seja, a espécie ¢ amplamente distribuida na regido do Cerrado,
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ocorre em densidades populacionais locais elevadas (que limitam o efeito de processos
estocasticos de diferenciacdo) e possui uma dispersao provavelmente baixa e em pequenas
escalas espaciais, levando a valores relativamente baixos de Fsr, mesmo quando sao
comparadas populagdes muito distantes no espaco geografico (Batista 2001).

A analise de descontinuidades genéticas, no entanto, parece revelar que nas
populacdes de Physalemus cuvieri, os valores obtidos para a sua subdivisdo ja podem ser
considerados relevantes, pois mostra que algumas destas divergéncias podem ser explicadas
por fatores antropicos atuando em grandes escala geograficas, ao contrario do que foi
encontrado por Batista (2001) para escalas locais. Conforme ressaltaram Colli et al. (2002),
espécies abundantes e bem distribuidas, como Physalaemus cuvieri, podem ser de fato tteis
no sentido de revelar processos gerais de perda de diversidade devido a acdo humana e outros
processos ecologicos.

O tempo com que as populagdes de uma espécie levam para manifestar os efeitos da
fragmentacdo ¢ varidvel (Fahrig 2003), tornando importante o conhecimento destes efeitos ao
longo do tempo para explicar a estrutura genética. Isso também permite direcionar da maneira
correta as estratégias de conservacdo e reintroducdo de individuos nas populagdes,
assegurando a manutencao da diversidade para garantir a sobrevivéncia das geragdes futuras.
Ao contrario do que foi encontrado por Batista (2001), as analises de descontinuidade
genética deste estudo mostraram que parece existir um efeito da fragmentacdo na
diferencia¢do das populagdes. Ha uma coincidéncia entre a presenga de barreiras e o padrao
atual de fragmentacdo da paisagem natural no Estado de Goias (ver Figuras 24 e 25). O
processo de selecdo de modelos mais explicativos para as barreiras genéticas confirma esta
coincidéncia, ja que as varidveis preditoras mais importantes foram o ano de instalacdo dos
municipios e a populacdo humana atual, ao longo das conexdes de Delaunay. As barreiras
situadas nas regides central e sudeste do Estado de Goias parecem estar mais associadas a

elevadas densidades populacionais humanas, enquanto que as barreiras encontradas na regiao
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noroeste do Estado de Goias, estariam mais associadas com um processo de ocupagao humana
mais recente na regido. Essa explicagdo ¢ reforgada ja que estes dois processos de ocupacao
humana devem, de fato, causar mudangas na paisagem, gerando fragmentacdo de habitats,
estando estruturadas geograficamente no Estado de Goias. Assim, pelo menos nestas grandes
escalas espaciais, o processo de selecdo de modelos tende a priorizar caracteristicas gerais de
ocupacao humana no Estado de Goias que estariam afetando indiretamente as divergéncias
genéticas entre as populacdes de P. cuvieiri por meio de aceleracdo na perda de habitat
natural. E importante ressaltar que o poder de explica¢do dos modelos de um modo geral foi
relativamente baixo (< 30%), de modo que existe uma grande quantidade de variacdo que nao
pode ser explicada para as divergéncias entre as populagdes.

Deste modo, esses fatos sugerem que o padrao atual da variabilidade genética presente
nas populacdes de Physalaemus cuvieri deve ter sido gerado sob um efeito de fragmentacao
recente de habitats. Portanto, deve-se delinear estratégias de conservagdo que priorizem as
areas que de fato podem ser preservadas, conservando, desta forma, a variabilidade genética

existente nesta espécie.

Estratégias para a conservacdo da variabilidade genética

Os resultados deste estudo mostram importantes efeitos de uma dindmica diferenciada
de ocupag¢do humana entre as regides do Estado de Goids, que por sua vez determinam
conseqiiéncias diversas para a paisagem natural. Por exemplo, a inquestionavel ameaca sobre
a biodiversidade do Cerrado, em algumas regides, vem da expansdo das atividades
agropecuarias, ja que os estabelecimentos rurais ocupam quase toda a extensdo do territorio
estadual. A legislagdo ambiental, que desde 1965 determina que 20% da area dos imoveis
rurais sejam destinados a preservacdo permanente, tem se mostrado — pela dificuldade de
fiscalizagdo — um instrumento ineficaz para, por si sO, garantir a preservacdo ambiental.

Assim, na maioria das propriedades das regides sudoeste e sul do Estado, o remanescente de
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vegetagdo original ¢ inferior a 10% e as formagdes florestais ja foram quase que inteiramente
suprimidas (Galinkin 2003). De fato, o mapa de remanescentes de vegetagdo natural (Figura
22) mostra que nesta regido restam areas pequenas e muito fragmentadas de ambientes
naturais. Assim, apesar do processo de ocupagcdo humana ser relativamente recente, em
termos de tempo ecologico-evolutivo, os resultados das andlises genéticas ja permitiram
verificar que essa regido, de fato, serda um problema para a definicdo de estratégias de
conservagao para esta espécie e para biodiversidade como um todo (ver Lande 1999). No caso
de P. cuvieri, especificamente, populacdes viaveis podem ocupar areas relativamente
pequenas, de modo que mesmo essas regides nas quais praticamente ndo existem fragmentos
representativos na vegetagdo nativa, podem conter habitats adequados para esta espécie.
Sendo assim, o problema a ser resolvido seria encontrar uma forma de possibilitar a
conectividade entre estas pequenas “ilhas” para permitir o fluxo génico e consequentemente a
viabilidade das populagdes desta espécie a médio e longo prazo.

Neste contexto uma questdo importante a se considerar ¢ que essas regioes do sudoeste
e sul do Estado de Goids, que seria importante para a preservacao da varibilidade genética de
P. cuvieri e que refletem mais claramente os efeitos da fragmentagdo sobre a biodiversidade,
estdo pouco representadas no mapa de areas prioritarias para a conservagao da biodiversidade
em Goids (Figura 29) (SEMARH 2004). Este mapa foi elaborado com base em procedimentos
de otimiza¢do que maximizam atingir as metas previamente definidas, minimizando impactos
dessa conservacdo sobre as atividades de desenvolvimento sécio-econdmico (ver Cabeza &
Moilanen 2001). Os alvos de conserva¢do considerados foram espécies de vertebrados
terrestres ameacadas de extingdo e endémicas do Brasil, além de 85 diferentes tipos de
formagdes fito-fisionomicas. Assim, devido ao baixo nimero de remanescentes florestais e o
alto “custo” para a conservacao na regido sudoeste e sul do Estado de Goias, o procedimento
de otimizacdo excluiu a maior parte dessa regido ao alcancar as metas estabelecidas alocando

areas em regido de menor custo. Essas andlises, por diversas razdes, sdo realizadas
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normalmente em niveis hierarquicos acima do nivel de espécie. A baixa representatividade da
variabilidade genética intra-especifica para uma dada espécie focal (no caso, P. cuvieri),
reflete a quase total impossibilidade de representar de modo coerente o total da biodiversidade
em um sistema de conservagdo nos seus diferentes niveis hierarquicos (ver Pressey 2004;
Brooks et al. 2004). Portanto, ¢ interessante discutir procedimentos para a defini¢do de
estratégias que preservem o maximo possivel da estrutura genética populacional de uma

espécie.

Figura 29. Areas prioritarias para a conservacdo da biodiversidade em Goias, em niveis

variando de 1 (menor prioridade) a 4 (maior prioridade) .
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Seguindo a metodologia proposta por Diniz-Filho & Telles (2002), as populagdes de

P. cuvieri (amostras) distantes entre si a cerca de 180 km (o intercepto do correlograma, ver
Figura 23) poderiam ser consideradas como Unidades Operacionais, ou seja, unidades
genéticas independentes para a conservagdo da variabilidade genética desta espécie. Embora
existam muitas outras populagdes de P. cuvieri que ndo foram amostradas neste trabalho,
utilizou-se a configuragdo espacial das 18 popula¢des analisadas geneticamente a fim de
propor um conjunto minimo de populagdes que permitiriam a manuten¢ao da maior parte da
diversidade genética quantificada via marcadores RAPD. A rede de Unidades Operacionais
(UO) pode ser desencadeada a partir da localidade com maior variabilidade genética intra-
populacional. Para P. cuvieiri a populagdo de Pontalina (15) apresentou maior indice de
diversidade genética e maior nimero de locos polimérficos (Tabela 5), e pelo menos um
individuo que contém bandas nos 126 locos analisados. A partir da populagdo de Pontalina
(15) forma selecionadas apenas populacdes que distem entre si aproximadamente 180 km,

totalizando assim um total de 8 Unidades Operacionais para o Estado de Goias (Figura 30).

Figura 30. Uma possibilidade para a definicdo de Unidades Operacionais Intraespecificas

definidas com base no correlograma multivariado.
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Entretanto, mesmo populagdes proximas geograficamente podem apresentar
descontinuidades genéticas em fun¢ao dos processos de ocupacdo humana, principalmente nas
regides sudoeste e sul do Estado, conforme ja discutido. Essa descontinuidade causa inclusive
uma subestimativa da magnitude da redundancia na variabilidade genética medida pelo teste
de Mantel. Assim, o procedimento de escolha de Unidades Operacionais precisa ser
modificado a fim de corrigir essas descontinuidades espaciais, tal qual realizado por Diniz-
Filho & Telles (2002) para populagdes de ursos do Alasca. Para levar em consideragdo esse
efeito de descontinuidades genéticas, a rede de Unidades Operacionais mostrada na Figura 30
foi modificada, adicionando-se como novas unidades que apresentassem descontinuidade a
uma Unidade Operacional previamente definida, desde que essa nova Unidade ndo fosse
redundante em relacdo a outra Unidade. Por este procedimento foram adicionadas mais trés

Unidades Operacionais (Figura 31).

Figura 31. Uma possibilidade para a definicdo de Unidades Operacionais Intraespecificas
definidas com base no correlograma multivariado, levando-se em conta a presenga

de descontinuidade.



87

Como do total dos 126 locos RAPD analisados, 78 estdo representados em pelo menos
um individuo das 18 populagdes, a analise de representatividade dos dois conjuntos de
Unidades Operacionais definidas anteriormente (Figura 30 e 31) foi feita utilizando-se os 48
locos restantes. A representagdo das bandas destes locos nos conjuntos de Unidades
Operacionais mostra que quando se leva em consideragdo a existéncia de descontinuidades, a
maior parte dos locos estd contida em uma maior propor¢ao de Unidades Operacionais na
rede (Figura 32). Deste modo essa seria a solu¢do mais eficiente na definicdo de Unidades

Operacionais para a conserva¢ao da variabilidade genética existente.
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Figura 32. Distribuicdo do niimero de locos representados com diferentes propor¢des no
conjunto de populagdes locais utilizadas como unidades operacionais para a

conservacgao.
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Nota-se, entretanto, que existe pouca correspondéncia entre essa rede otimizada das 11
Unidades Operacionais € 0 mapa de areas prioritarias para a conservacao da biodiversidade
em Goids. Deste modo, outras estratégias devem ser definidas e direcionadas especificamente
para garantir a persisténcia dessas Unidades Operacionais para P. cuvieri. Outro ponto
importante que deve ser considerado no contexto da metodologia proposta por Diniz-Filho &
Telles (2002) ¢ que, por definicao, as Unidades Operacionais tornam-se mais isoladas
geograficamente entre si, a fim de reduzir a redundancia na variabilidade genética. Assim, €
preciso garantir também que cada uma das Unidades Operacionais independentemente seja
capaz de manter populagdes minimas viaveis com pouca perda de diversidade genética por
efeitos de deriva ou endogamia. No caso de P. cuvieri esses efeitos devem ser pequenos, ja
que suas populacoes locais normalmente ocorrem com grande abundancia. De qualquer modo
¢ preciso chamar a atengao para o elevado nivel de fragmentagao das regides sudoeste e sul do
Estado de Goids, nas quais estariam concentradas algumas Unidades. Nesses casos, a
persisténcia da variabilidade genética nas populagdes provavelmente poderia ser mantida,
pelo menos em curto prazo, por uma estrutura metapopulacional (Smith & Green 2005; mas
ver Higgins & Lynch 2001), de modo que a Unidade Operacional seria composta por um
conjunto de populagdes locais vivendo em pequenos fragmentos que devem estar conectados

de modo eficiente para permitir a ocorréncia de fluxo génico.
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CONCLUSOES

Os 126 locos RAPD analisados mostraram que existe uma estruturacdo da
variabilidade genética entre as 18 populacdes de ra-cachorro (Physalaemus cuvieri) do
Estado de Goids, apresentando valores em torno de 0,10, para as trés metodologias
utilizadas para estimar o componente interpopulacional da variabilidade genética;
Apesar de haver diferencas entre as populagdes para os locos, ndo ha um padrao
espacial da variabilidade genética claro, de acordo com as andlises multivariadas
(UPGMA e NMDS) e com o teste de Mantel correlacionando os valores de ®gr as
distancias geograficas (r = 0,140; P = 0,129, com 5000 permutagdes). O correlograma
multivariado, entretanto, mostrou um correlagdo significativa na primeira classe de
distancia geografica (at¢ 180 km), indicando que o fluxo génico deve estar restrito a
populacdes proximas geograficamente. Deste modo, € possivel assumir, a principio,
que as populagdes desta espécie estdo evoluindo atualmente sob um modelo de
“alpondras”;

De um modo geral, as correlagdes entre a matriz de distancia genética e as diferengas
nas 38 varidveis ambientais e soOcio-econOmicas ndo foram, de um modo geral,
significativas pelos testes de Mantel, mostrando que a divergé€ncia genética entre as
populacdes ndo pode ser explicada simplesmente por diferengas nos valores dessas
variaveis. A analise de descontinuidade genética (abaixo) mostrou que os proprios
valores, em termos absolutos podem, por outro lado, explicar algumas das
divergéncias genéticas;

A andlise de descontinuidade genética mostrou que as barreiras entre as populagdes
locais parecem estar associadas a efeitos de fragmentacdo de habitat em grandes
escalas espaciais. As varidveis que melhor explicaram estas descontinuidades foram o

ano de instalacdo dos municipios e a populacdo humana atual. Assim, o processo de
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selecdo de modelos explicativos (critério de Akaike) tendeu a priorizar caracteristicas
gerais de ocupag¢dao humana no Estado de Goids, que estariam afetando indiretamente
as divergéncias genéticas entre as populacdes de P. cuvieiri por meio da aceleracio na
fragmentacdo do habitat natural;

A partir do correlograma multivariado e considerando a existéncia das
descontinuidades genéticas foi possivel estabelecer um total de 11 Unidades
Operacionais para a conservagao da variabilidade genética presente nas populacdes de
P. cuvieiri. Embora essa estratégia maximize a representatividade do padrdo de
variabilidade genética interpopulacional, principalmente na regido mais fragmentada
do Estado (sudeste e sul), ¢ preciso garantir que cada uma delas, independentemente,
seja capaz de manter populagdes minimas vidveis com pouca perda de diversidade

genética por efeitos de deriva ou endogamia.
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APENDICE -1

UTILIZACAO DE MARCADORES RAPD EM ESTUDOS POPULACIONAIS: UMA

ABORDAGEM CIENCIOMETRICA

O rapido desenvolvimento das técnicas baseadas em DNA na década de 80 trouxe
grandes avangos nos estudos de genética nas diversas areas das ciéncias. Com o
desenvolvimento da Rea¢do em Cadeia da Polimerase (PCR), houve uma revolugdo na
biologia molecular com a introdu¢do de novas ferramentas, muito mais poderosas, para
estudos genéticos. Uma dessas variagdes desta técnica ¢ a tecnologia RAPD (Random
Amplified Polymorphic DNA) que envolve a amplificacdo simultdnea de varios locos
anonimos no genoma utilizando primers de seqiiéncia arbitraria (Williams et al. 1990; Ferreira
& Grattapaglia 1998).

Com o objetivo de fazer um levantamento da representatividade do uso de marcadores
RAPD em estudos populacionais, foi realizada uma avaliagcdo cienciométrica dos trabalhos
publicados até o ano 2003. Para tanto, realizou-se uma busca na pagina “Institute for
Scientific Information” (ISI) utilizando a seguinte combina¢do de palavras-chave: RAPD and
(Population Structure or Genetic Variability or Genetic Divergence or Conservation
Genetic). Cerca de 300 artigos completos foram também obtidos utilizando o sistema
“Periddicos CAPES” (Coordenacao de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior), pois
nos abstracts disponiveis no ISI ndo estavam todas as informagdes necessdrias para as
analises realizadas.

Dos trabalhos que se enquadravam no contexto de andlise genética utilizando RAPD, as
seguintes informag¢des foram ordenadas em um arquivo do Excel: nome dos autores, titulo do

artigo, nome do periddico, numero de referéncias bibliograficas do artigo, nimero de vezes
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que o artigo ja foi citado, grupo responsavel pela publicacdo do periddico, cidade e pais de
origem da publica¢do, nimero do ISSN, informagdes da referéncia de cada artigo (més, ano,
volume, nimero, nimero das paginas). Além disso, dos abstracts e artigos completos que
continham estas informagdes, retirou-se o grupo taxondmico utilizado, a quantidade de
primers RAPD, o namero total de locos e o nimero de locos polimoérficos.

Dos 1.125 artigos obtidos da busca no método “CrossSearch” do ISI, que
mencionavam uma ou mais das referidas palavras-chave, apenas 936 trabalhos de fato
utilizaram o RAPD em estudos populacionais. Apesar de ter sido desenvolvida no inicio da
década de noventa, os primeiros artigos utilizando a técnica de RAPD s6 comegaram a
aparecer em 1992. Este fato deve ter ocorrido, provavelmente, em virtude do lento processo
que envolve a submissdo e a aceitagao dos artigos nos periddicos. Desde que a técnica foi
desenvolvida, o nimero de artigos utilizando RAPD tem aumentado de maneira exponencial
(Figura 1), uma vez que esses marcadores possibilitaram uma ampla deteccao de variabilidade
genética em varios pontos do genoma simultaneamente, o que ainda nao era possivel na época
do seu desenvolvimento.

Com base na Figura 1 € possivel perceber que esse crescimento exponencial ocorreu até
1999, e a partir deste ano o niimero de publicagdes tendeu a ficar estavel com cerca de 100
artigos por ano. Esta estabilizacdo provavelmente aconteceu devido ao surgimento de diversos
outros marcadores moleculares até o final de década de 90, que possibilitaram diferentes
niveis de precisdo e robustez das informagdes genéticas, possibilitando uma diversificacao

dos estudos genéticos.
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Figura 1. Distribui¢do da quantidade de artigos com RAPD publicados por ano.

Como o custo de editoragdo e publicacdo normalmente ¢ muito elevado, existe uma
concentragdo nas regides mais ricas. Conseqilientemente, constatou-se que os paises mais
ricos sdo, de fato, responsaveis pela maioria das edigdes dos trabalhos com RAPD. Os
Estados Unidos da América publicou um total de 242 artigos, seguido pela Inglaterra,
Holanda, Alemanha, Canada, Brasil, Franca e India (Figura 2). Paises com menos de 10
publicagdes foram incluidos na categoria “outros”. Dentre eles estdo: Africa do Sul, Australia,
Austria, Coréia do Sul, Dinamarca, Hungria, Irlanda, Israel, Itdlia, Japao, Polonia, Republica
Checa, Republica Popular da China, Sudao, Suica, Russia, Taiwan. Os paises que publicaram
apenas um artigo sobre RAPD foram a Argentina, Bélgica, Bulgaria, Chile, Finlandia, Irlanda

Malasia, Noruega, Singapura, Slovakia e Ucrania.
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Figura 2. Principais paises responsaveis pela publicagcdo de artigos com RAPD entre 1992 e

2004.

Um total de 282 periddicos foi responsavel pela publicagdo dos 936 artigos com RAPD
utilizados neste trabalho (Figura 3). Apenas 2,8% das revistas (Molecular Ecology,
Theoretical and Applied Genetics, Heredity, Mycological Research, Euphytica, Genetic
Resources And Crop Evolution, American Journal Of Botany e Genome) publicaram 247

artigos, representando 26% do total.
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Figura 3. Principais periddicos responsaveis pela publicagdo de artigos com RAPD entre

1992 e 2004.
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Os trés periddicos que mais publicaram sdo, de fato, especializados em divulgagdo de
trabalhos nas areas de genética e de genética de populacdes. Analisando o niimero dessas
publicagdes, por ano, nestas trés revistas (Figura 4), pode-se perceber que na Molecular
Ecology houve um crescimento exponencial das publicagdes até 1999, no ano 2000 uma
queda drastica e uma elevagdo nestes numeros até 2002, voltando a decrescer em 2003
(Figura 4A). Ja na Theoretical and Applied Genetics, o nimero de publicacdes cresceu até
1997, no entanto este crescimento ndo foi regular, pois nos anos 1994 ¢ 1996 menos artigos
foram publicados. Em 1998 houve uma queda acentuada, seguida de uma ligeira elevagdo em
1999 e 2000, voltando para os mesmos indices de 1998 a partir de 2001 (Figura 4B).
Analisando os dados da Heredity foi possivel observar que nao existe um padrdo muito claro,
mas que em 1995 ¢ 1998 foram os anos que mais apareceram publicacdes com RAPD. A

partir de 2000 os niveis de publicagdo ficaram mais ou menos constantes com uma leve queda

em 2003 (Figura 4C).
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Figura 4. Distribuicao de freqiiéncia do nimero de artigos publicados por ano pelas revistas

Molecular Ecology (A), Theoretical and Applied Genetics (B) e Heredity (C).
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De uma maneira geral, pdde-se perceber que a partir de 1998 houve uma ligeira queda
no numero de artigos utilizando o RAPD em estudos populacionais, nas principais revistas da
area. No entanto, ¢ interessante ressaltar que a Molecular Ecology, revista que mais publicou
artigos com RAPD (Figura 3), ¢ a que apresentou a queda mais acentuada nas publicagdes a
partir de 1998. Sabe-se que além do surgimento de um grande nimero de novos marcadores
moleculares disponiveis hoje para estudar variabilidade genética, a partir de 1993 diversas
davidas foram levantadas com relagao a reprodutibilidade do RAPD (MacPherson et al. 1993;
Meunier ¢ Grimont 1993; Perez et al. 1998). Provavelmente, essas duvidas levantadas
juntamente com as novas possibilidades, contribuiram para essa queda nas publicagdes. No
entanto, essa queda ndo aconteceu sistematicamente em todas as revistas porque outros
trabalhos também apareceram defendendo a utilizagdo do RAPD em estudos populacionais
(Thompson et al. 2002; Silveira et al. 2003; Uptimur et al. 2003; Kjolner et al. 2004) e,
portanto, muitos pesquisadores ainda trabalham com este marcador.

Com relagdo aos tipos de organismos utilizados nos trabalhos, pdde-se
perceber que cerca de 50% dos artigos utilizam espécies vegetais, 26% animais € 0s outros
24% restantes utilizaram algum tipo de microorganismo (Figura 5). A grande
representatividade dos vegetais nos trabalhos com RAPD provavelmente se deve ao fato de
que estas espécies, na maioria das vezes, sdo mais acessiveis para as coletas e seus individuos
podem ser encontrados em maiores quantidades nas populagdes. Essas caracteristicas sdo
interessantes ¢ importantes em estudos de genética de populagdes. Além disso, existe um
grande numero de espécie vegetais cujas populagdes estdo sofrendo com os efeitos da
fragmentacdo dos habitats e conseqiientemente estdo sob ameaca de extingdo, devendo ser
estudadas o mais rapido possivel. Os animais apresentam niveis diferentes de dificuldades
tanto para as coletas dos individuos quanto em relagdo as densidades populacionais. Os
grandes mamiferos, por exemplo, apresentam dificuldades de coleta do material para a

extragdo do DNA, tanto devido a captura ser complicada, quanto pela dificuldade de se
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encontrar muitos individuos nas areas remanescentes dos biomas. Outro exemplo seriam 0s
insetos que normalmente ocorrem em grandes quantidades, mas a extragdo de DNA ndo ¢
muito facil. Por outro lado, os animais sdo mais faceis de trabalhar do que os
microorganismos que possuem grandes problemas taxondmicos e de identificagdo e que,
normalmente, necessitam de cultura de células para a obtencdo de material suficiente para a

extracdo do DNA.

Virus - 0,3%

Protista - 5,29
I

Monera - 6,69

Fungi - 10,79

Vegetal -50,8%
Animal - 26,4%

Figura S. Porcentagem de artigos utilizando RAPD com os diferentes grupos de organismos.

Um dos bons indicadores do impacto que cada artigo tem na comunidade cientifica ¢ o
numero de vezes com que ele foi citado por outros trabalhos. Nesse sentido, foi observado
que a maioria dos artigos ¢ citado menos de 30 vezes (Figura 6), para a construcao do grafico
foram retirados os artigos citados mais de 50 vezes. De fato, a maioria dos artigos nao ¢
metodologica e sim apenas aplicacdes das técnicas, que ja& estdo bem estabelecidas e

disseminadas na area. No entanto, sete trabalhos mais antigos foram citados entre 105 e¢ 306
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vezes (Chalmers et al. 1992; Kresovich et al. 1992; Tulsieram et al. 1992; Huff et al. 1993;

Liu & Furnier 1993; Tibayrenc et al. 1993; Wang et al. 1993). Pode-se considerar que sdo
artigos classicos e, portanto, interessantes para quem pretende trabalhar com a utilizagdo desta

técnica.
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Figura 6. Distribui¢do de freqiiéncia do niimero de vezes que cada artigo utilizando RAPD

foi citado.

O numero de primers € uma variavel importante tanto do ponto de vista da quantidade e
qualidade da informagdo genética a ser obtida, quanto em relagdo aos custos e mao de obra
laboratorial. A maioria dos trabalhos utilizou até cerca de 25 primers (Figura 7), e os artigos
com mais de 50 foram retirados para a construcdo do grafico. Apenas quinze trabalhos
utilizaram maiores quantidades de primers, chegando a um maximo de 1840 (Mudge et al.
1996). Esses numeros mais elevados sdo mais comuns em estudos de mapeamento e avaliagao
da ligacdo dos marcadores com caracteristicas quantitativas (QTL’s), como também € o caso
de Boiteux et al. (2000) que trabalharam com 1000 e Caixeta et al. (2003) com 374 primers.
Normalmente, os estudos de genética de populagdes, que pretendem realizar um levantamento

prévio da variabilidade genética existente nas populagdes, ndo necessitam de grandes
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quantidades de primers para se obter bons resultados. E claro que, para esta decisdo, se devem

levar em conta algumas caracteristicas da historia de vida da espécie a ser analisada.
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Figura 7. Distribui¢do de freqiiéncia do numero de primers RAPD usados em cada artigo.

Uma medida de variabilidade genética importante para o estudo das populagdes € o
nimero de locos e o nimero de locos polimorficos que cada primer produz. A maioria dos
trabalhos obteve até cerca de 300 locos e 150 locos polimorficos (Figura 8). No entanto,
existe uma variacdo muito grande, com trabalhos apresentando até 2400 locos e 781 locos

polimorficos.
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Figura 8. Distribui¢ao de freqiiéncia do nimero de Locos polimorficos, por primers RAPD,

obtido em cada artigo.

A andlise de regressdo entre o numero de primers e o nimero de locos mostrou-se
significativa com um coeficiente de determinag¢io muito baixo (R* = 0,17) indicando que
muito pouco da variagdo no numero de locos é explicada pelo nimero de primers utilizados
nos trabalhos (Figura 9A). Entretanto, quando os dois trabalhos com maior nimero de locos e
maior nimero de locos polimoérficos, que sdo os mais discrepantes em relagdo aos demais,
foram retirados da analise, o R* passou a assumir um valor de 0,45 (Figura 9B), mostrando
que, de fato, existe uma tendéncia em se obter maior numero de locos quando se utiliza um

maior nimero de primers nas analises.
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Figura 9. (A) Anélise de regressao simples do nimero de primers RAPD e o numero de locos
amplificados por primer. (B) Andlise de regressdo simples do numero de primers
RAPD e o numero de locos amplificados por primer, retirando-se os dois artigos

considerados com excegoes.
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Nao parece existir uma relagdo muito clara entre o nimero de locos ¢ o de locos
polimorficos (Figura 10), ou seja, existem trabalhos que utilizaram muitos locos € que nao
encontraram uma grande variabilidade e, portanto, sdo poucos os locos polimérficos. E uma
variavel que ¢ muito mais dependente na estrutura genética das populacdes e das
caracteristicas de historia de vida das espécies do que do niimero de primers utilizado.

Com base neste levantamento cienciométrico, foi possivel perceber que o RAPD, apesar
das criticas sofridas, ainda tem sido utilizado com certa freqiiéncia pelos geneticistas de
populacdes, sendo uma ferramenta molecular importante na avaliagdo de variabilidade

genética das espécies.
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Figura 10. Rela¢do entre o nlimero de locos amplificados e o niimero de locos polimoérficos

por primer.
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APENDICE -2

#NEXUS

[! Sample dominant marker data file for Physalaemus cuvieri

begin alleles;
dimensions newpops nloci=126 npops=18 ;
dominant;
format labels missing=? ;
matrix
Pop_1:
1000010010101000000010010011101

1
01011010010101000000110010011110
11001101100101000001001010011010

011001000111100110110111010100000011001100110011010010110010011000100100010101000010011
001110100111000111010001110101000001001101010001011111110111011000100111011001001001101
001101100101100000010101000111010101010001010101010011000000000000100100011010001011110
1001000010101000001100000110100 01
1010010010101100001101000100111 01
01100011000010000001000110101100 1

1 1110111111001010101110110111001010010000101001110001110100010100010100111101001111110
1
1
1001001111010110100111000001010101 001100111111100010101110110101000000010010000010000011010000011010001110111010101001110
1
0

1
1
0
0
1 1110111101100010110000110101010000100000001001010011000000010001000001011110000000001

11111
11111
10111
11110
11111
11101
1101

1011000010101000001110010011100001111101110101111100100011101110111010010110100101001010101110111001010001110111001001100101

1.0
20
3.1
4.1
51
6.1
7.0
81
~1.000010010110000002?22?2222222221222200010001110111?222222222292292292292292292292292222922922922922222222222220?22?2227
Pop_2:
10000000101000100010010101100101000110001111
11011110110100111101100100101011001110101111
10000000010110110010011011101011101111001110
111110010000010000110000001100101011000011101111111101100010101010101001011101000010100110000110110001001100111010101000000110
0010100011101100000001110010101101010111011010110011?2?22?221?212?212?22?21001010100110110110110000010010001001010101011010010100000
011010100101001000001111011111111111110010010011111101100000001010101100001011001111001110111011101011001000110011110100010110
110000111010010011111001001010010111011111101101111000111010001010111101000100101110101110110001000010101000110011111100000010
9 ?222722272292222722222222222722222272222010100011110112?2222222222222222222222229222222922922229229222292292222922922922222221°22?212110000000011
10.011000111111110100100001111010110001100001110101011110110000101010111101010011000110101011011111110001010111111111111001010100
...... 10011100000001001
12.011000000001100000000100011010100101100011101010001000000100010110101001010011110110100010111110110011011001111111111010000101,

01
0011111101000100101010111010000011011110001101111010110011010001110111101010011101
1

,2,
3
4
S
_6_
7
8

Pop_3:
~1.110100010101010001010101101001010001101011111110001001000010001110101001101010100010011110010111011010011011001011110100001011
~2111010100011110001100101001111011011100101001101101001110100101010101000111011011010100100000110111110000001000011110110111000
3.?2?2?21?71??21121?211?2?200001000000110000010010010011001010?222?2222211?21?21?21000000100100011011010010110010010001000100011101000000101

6.0000000111010011000101101000100100101101111
_7.01000011011110011001101011100101010111001110001011111111001100010100000110111001001000111011011011111101100110011111?2100111010
8. 011000011111001110100100001111111011000111001011111101010100100100000010000100111011110100000101101011001000111111101001001100
~90010011110110101000111111111101110011001110100111111011101111111010001001011101000101111??2?222?210?2??2222001000100111101001000110

10.011001111011010100001110001110011001100111010011111101110111101101000010110000100010001000101010110110001000100011101001001100,

Pop_4:
1.010000100111011110001110110111011001101111101111001100000100001000111001001100100011001000010101110111001000100111100001101101

3.111111111110010100010110111011011111101101101101101101001000101100101100001111011101011110011110000010011100100011100000010101
4.110100110110101000001010011101010001101110101101111101101101100010111001000100100100001010110111111000011011110111110000011010
5.110110100001100000010011011101011000101001010010111101101101000010101001101100100010011000011001101100001000110011100111010011
6.100001000101100000001000011101000000101101010010011100000100000010101100101100110101001110000110111001001010110010000001011110
J722222222292229222222212212221°222212200001101101110?221°22222222222222212100000000000000101102?2?222222221222000000100011100110011110



Pop_5:

Pop_6:

Pop_7:

Pop_8:

Pop_9:

Pop_10:

9 11101000110001000??222222221121121201101111010010000000000001010000001001000000010000001100011001111111001000101011100101110110
_10.100100101100100001000101111110111011101010011010??2?2200001000010110101001000001010010001000101000110001001000100011000111111110,

1.010001001100100000000101011110101011100111100101111001011110010000101001010010101010011110010101101000001000101111100101011111
2.000010101110010000000100011111101011100101001000111111110001010110111011001101000111001100111010010110001000101011010000001100
3. 111111111011100001000000011110111011100101100001111101111101000101101001010100001001001000010010010001001000100111100100101110
4.100100011100100000010101011010101011101101010101111110000011010010101010001100100000110010101001011010011000100011110000001101
5.101100101110111100010110111111111000101110101010111000000010000000101000101000110101001010010111011011001000110011111110100101
6_10110111101011001000000000110011110101110100111111112222222222222212100000000011100001111°?2?22?2222?22222001100101011100010101010
7.11111011101101010100000000101011110101110111101011100001100000000010100100011010011000101?2?2?2?222?222?2221001110101011101100101101
8.01010100100010100000000101100010101011101101100011110000011000001010100111000001001000107?7? 1?2?211001000100011011000100110

}7000000100100110000000000001001110100101001100000l?1?0000000000000010100100010001001011101?
_10_.000010110100100000000000101001011000001011011011101101011010000010111000001100000100001017?7?

100001110011001011001101110110110101001100000010110
011011011000011000011101010111000110000100001001110
011101111111101100110101110100001111010101000110001

011011010001000000010001011010010110 1 011
1 1 011
1 001
1001011011010111110111001011100110110100000101000111011
1 011
1 011
1 011

1

011110100111000000000100110001001111
1010100110000001000000001101101100111
1010100110000001000000011010101101100
10100001010100010110000010011111101110
01000101010110100001000001100111110111
00010101100110100110011111110101101110

1
0
1
1
001001110000010000011010000101010001011100010111110

001101010001000010110101000100000010000100000001011
000100011001101000000000001101000101001100000000110

_L
,2,
3
4
S
6 110100111111
2

1011 101
0100 111
1111 100
1001 111000010001101
1111 101
0011 011
1011 101

_1.001010100000101000001101001111010110101011111110111001110111000110101011100110000010100001010
2010000111001011000010000000110011000100011101111111100000100000010001010110001100011001110000
3010100010011011000000100011011111001110110101010101100111000000100110010000000100010001111111
4.011011011100000001101010110001010001100010100011101111000100000011101000001100100011000111111
5.0000011101111000001000100001010101001111111000011010110001010000111010111010101010100000111011010010100000111001
6.1100011101011000100010100011001110001011111101101010000001000011111010001010101001101111010101010101100001011101

1
1
1010000100011001001
1

1000100110101
1000101111001
1101100010001

1

1100100011101

1000000010001

1111111000000010001
0110100100110100101
0

1

0110101000000110001

1
1

7.11000000000110000000111000001001111100101100111010100110110110110010101101100011001001101001010101111110101010101

8 01100010010011000000111001011111110100111011010010110110001001001011100010101011001000101010100110111100101011101

29.00000011100110100000101101010101010010101110110110110100010110101110100110101001101000101011100111101101001110010
0011000101011111010100100
0001011011011011001100100

_10.0000100100010100000000110101
_11.0110110111110100010001010110

1011001001001111010110111100010010101101100010100001001010100000000111011
1111101010111100101010110001110000001000100011111101101011001100011101111

1.01111010010010000000010101101100000110110110110110110110010001101111010101011010101111101010101101101100110011001
2.00010111010000000010010101101010000100110110011001110110001010101111001100111000001000101000001001000101000111001
301010100110100000000011000101001111101010100011000100100001010011110010001011100101011111010010101110001000111101
4.01010010010100000000000100100001100111101111111010101110100100011111001001000010001001011111110110110101100011001
501110010010101000000000111100100000100101101011000101101000101000111100010000010000101101011100111100110111011001
6.01010100010000000000000000101011000100101110111110100001000000011111001001010110001011101010100011000110110011001
_7.01010011010000101000111100101010110011100100111000110101001010111111100100100000000001110000111011111100101011101
1

8.001100100100101000000101011010110011101011101110001001101010011011

1001001000111001001101010000111100110110011001

?7?21?7??21001000110011000101000010
?2?2?21112211001010101011110010110010,

111010010100
110100101001
110110010100
101001010110
110101110100
111001100110
100000101100,

101001100101
111001100101
110111001010
111011001101
101001101010
111000001000
110011100101
001000100110
111

1
1
1
1
1
1
1
1
1 001101010

1000010010111
1011011010100
1111001001000
1100000101011
1111001011000
1100000110100
1110001000001
1100000011100

~900010010100101000000010001101001101110101010110110110100000101001011111101000000011?101011101001110110001100111011110000110110
_10.000100100101010101101100011000101011101011101111101100000001011011110010001010010011111110111101101010001000110011100000010011,

~1.1010101110101010010001000000111011101011101011001110000101001001011011010000101001101010110111110111110000011101
2.0010010010011000010011000101101100110111101010100011010101001101111100111000000000100110111101110110100000011111
3. 1101111100100000000011010000001101001001111110001010000001010100111011001101101110100011101011010100100000001001
4.0000010000011000000011000001001100010100001101110011010011001110111010101011000000101011111101110100110000101101
5.1101010100100000000011110001001000011100001010100011011001001010111010010001001000100110000101011001110001001111
6.0100010000101110000011101000001101110010101000010011001001000101101000001000000000101010000001010101110000001001
7.0100010111101100000011001110101100111011101000010010001001000000101010101011000000100100100001011000110011001001
80010001011101000100001010001111111111110011001000011000100001010100010011010101101101110101111110011110000001011

1
1
1
1
1
1
1

1

1101001100101
1111010100100
1111100000100
112222227222

1101001001110
1101010110101
1101010110101
1111000100100

9.1010001010101000100011000100110100110111011101100010001001100110100110001°??2?212?21?2?21???2?210000101001011000001101010110001011000

10000100010000001000101110010100001110000001000110110000011000101001010000000001010011010001010001001100011110010101011
00100110010000101000011110010110101100011001000000100101101111001100000001011001010001101100101001010100111101110110100
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Pop_11:

Pop_12:

Pop_13:

Pop_14:

110110000101000100011001100011100110100111101000010000101011001011010101011100010010110101010110111110010101001
110010010001000110000010110110101101001011101011111000111000001010101101010101001110111100101011110110001011001
100001011100000000000011000010101101101011011010011010101000000110111000111010010101110101101001101111010011001
100100001010011000000010010011100111101111101000110101001010000111100010110100010100010000111100110110100011010
_7.1101101101101010000000001000101101100011011001011111111001011001011101010001010010100110111101100101000010111010

8§.1000000101010011000011000000111100100101101001010110110001011010011000010000100010000110110110100111101010111100

3_1 11110110101010
41 11001010110110
51 11111010001011
6_0 11110101001011
7_1 11110100110000
11110110011010
111

9.01000001110100110000011101101100001111001011010000111000110000010110100000110000000000101000001000101000101010101 1010011010

"10_001011011001111000000000101011110010100101100101011000010101010111101001000101000010011011000000101000110010101011101101000101,

1.110010110010000000001101001010100101101001111010001000000100010101001010000110101110001010001100010011001000100111110110001011
~2.000000001101001100100001001001100011101010101010001000010101101011001010011101000010001110010000100000001000110111110000001011
3.010000010101001000001010011011011011000011001010101000110100110111011010000011001111001010001100010000000101100110101001110110
_4.000000010101001010000001010010100111001010111110101010101100001100001010000111001100010011001101100111101001110110100011110110
5.001011111101101100000110011011011011101011011010101011100100110001011010000000001000001011111101100111101000101110100011011011
~6.000000011101001110000100001011111010011011011111001011100100010110101111011101001011001010001101110011001001101011111011111010
_7.001000001101000010010110011010111010100011011100001011100010110010011010010011000111010110011101110101101001100011101010100010
8011011111101101000001100011001111011111000111111101010010101011100101011001111000110011010011101000000011101110111101101000010
9. 100011110101001010110001001010100010100100111101101011100010101100101010000011000000100011011101110010000100111110111011000110
~10.01000010010101001000100100001011001110000110101010111010010010011110110100010000111001101100100000000001100110011 11110101010
_11.0001000101010011000001111010010110110011110010101010110001010001001110100110101001100011111001111010110011001001 10100110010
_12.0000001001110000100101011010111100010010111010010010110100100101110110000000000011010110110010101000110010001101 10101010010
_13.0000000011010011000001000110011101010010110110110010000101100111110010001110101000001010110111011110110010001001 00001001110
_14.0000000101010011000010100110001110011010010010011010000000011001101010010000100010110110110111001100111111001001 11001010100
_15.0000000001010100100111010011111000010011010010111010011001011111011010010010001001010100111011101000110011001000 11000000001
0
0
0

_16_0000000001010011000011000101100110000011011010111010010010101111011010000000010100000110100010011000100110001100 1010101101
_17.0010000001010100000001000000011110111010111010100010000010100011001010000001001011100110100101010000100011011001 1001101111
_18.0000000101010010000001000101111110111011010101111010011101100101011010010010000101010010100010001000110011001101 1100111110
_19.0000000001010010000110000011101110100010010010110010010100110011101010000000110001100110001000001101110000001101 00001000011
20.0000000011111000001000000001101101110100110011100010110011011011001110100010100010100000101000010010110000001010 00110001111
_21_000000000101001000001111000111111111000001111111101001010100101010011011000010110010111010001110111011100100100110101100101101
22 000000010101001000000100101010110111010111001010101001000101001101011010000100110011011000101100111001001001101110110111000100

01
11
11
01
11
11
11
11
11
11
11

23 000000000101010000001000001010110011101010101011001001100100010110111011000111010010000010001110110011101000111011100010100111,

~1.000000000101010000100001111001011011111010101011001001100101001011010001001000000010011011011111111101010000101011110010101011
2.000000000101010000100000010011101000110111111101101000000010100100100100101010100110000110111110010110000100100111110110101111
3.000000000101010011000111111110011000100110101110001000000110001010101001001110001001010111001111111111010010100111110110100110
4.227227222222722222220000100011110101211110010101100?2?2200000000100000101011000000001000000010101001010011100101100111101010100110

~5.000000000101010000100000000010011001101100101010?22?201000101001111101000000100000111011100001011001000000111000111101110100010
_6.00000100010101100000100000001101000111001111100000101111101001001101010100011100001000100000011000100110100010011 10111000010
_7.00000011110101101000010110100111000110111111101100101111101000010110111001111010011001100000111111011000101010011 11000001011
8.00000000010101100000010001101111010001010111111000101101110101110101100100010001101001110111111111001101000011010 10011001011
9 00000000111111000000010010011110000010101010111100100111010011010111110000010000101001001100001101011100000110011 10010010010
_10.000101010101001000000101100110011010110011001110011000010101011101101001001001010100111100001110100100000010100111110010101111
_11.010000001101010000001101111010110100101111001010??21?200100101011111101001001001010010110010011111001001100100100111111000001111
12 0000000001010010100000011000100100001110111110010011010110100101011111000000000010000100001111011101010001011001111010100101071,

11
11
11
11

~1.000000000101010010000101010100110100101010100101001011111101011100101001000000010010011010011110100011000000110111110011110111
~2.000000010111001010000100000000110001110111111010011011011011110101101010000010100010000011111010110111100000100111101010000111
~3.000000000101001110000111000100111010111001101100011001011101010011111101010101010110001011101010101011000001110111110010010110
_4.000000010101001010000100000001001000101001101110001001010010011011101000001011000010001010011011111011000010100111110010100011
5.222272222172112?21?2200001000000101010010110111111012?22201100111010010111000100000010010011100000010000111000000100011110011001110
~6.000000000101011000000001100001011101011010101010??2?2?201100110010011101000001010000100000000100010001111000000110111111010101111

_7.000000010101010000000000010011001111001010101101001010100110101101110010000000011111001000101011100010000000110111101100001001

8 000000000101010000001100101000100010101100101011””00100110011101111000000000101010000000000111000011001011111011 1011010101
1 001111101

11001011010

1
0
1
010110111100,

"10.010100101110010101001011101110
1

01111101101011101100110110101l111010101000011l101101110001011101100000010001
_11.00000000010101100000001110111 1

1111111
11101111100111011??21?2010101001101011100110110100001100000??2?2?21?2?221?222110011001001011

~1.00000001010100000001101001100110000110001010101010100011011101110010010000010100010110100011100110001100101011 110011010110

1111
2.100101010110010000101101001110110110011010101011101010000101000010101010001101101000001001111110111101011011110111101000001011
23.?272222222112212?2?2000000111111101101001011011111000100000000001110111100101000010011001001?2?21211?22?2211001101100011100000111010
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Pop_15:

Pop_16:

Pop_17:

Pop_18:

4.00000001101101100001000010101
5.2272222222122222220000100001011
_6_?272272221221122?2210000010111110
~7.00001010010101000000110001100

11000111010101100101010010101010111001001110110001100110111011110101101001110

11 0 01010001111
0100000010101011?2?2220000010100001011000000000010001000000001?21??2?22211100100011111
01 1
11 0

1 110
1 101110101100
11101010110101001100010100001010111000000000010110011011000111111111001010110 111
01000111010111100100110010100111011000101110001001001100000011100101000100010 111

0010111101

1 1
0 1
0 1
1 0 10000001001,

1
1

~1.000000111111101011010000001001101001010001100110101000010101100010111000000010100110001001010100100000001001100111111110101100
201?21?2?2212212?2?222?20010000011010010010101101100100100101011101110110001011010000001100011000111110110100011000100111110100101011

3010101011101010100000000011111010000100101100001111100001100100011101011010000000011010011001100110110101000100111000101001111
4.011110010100100010010010010000010010001011110000111100000100000011000001010000000000001010111011001001111011100111111010101111
5.011111000100100100100010010010010001111011100101101001100101010011001000011000000000011001111110001001011010110111111110111011
6.010000010111001000000001100000111011011011011000101110101101011001101100001110011010011100100011011111011011111101011011000110
_7.010000000101001010010011111000011010011001100100001101001010101111101010101000000100010011111011111001001110000011111001011011

8. ?272?222?2212221?2?21?20000001010000001111000101110011?2?2?2200010111010111000000101000000100011011111110011111011000010111011001011010
9. 110100000010100010110000111001010110110011101000110000000100100101011100000001010111101011011111101111001000000111111000101101
_10.001000010101100000000000011010010001000011101010000000010110110011000101010001000100011000011 0000000101000000111101100001001
11.000111101101101000100011011010110010011011101101101000101010101010111101010011000101011000111 1101000011000110111111000100101
12.011010000101000000000010101010010001110101101000100000000011100111111100000000000000011000111 1000000011000010001000000100100
13_111110100101100000100000010111010111000101110000100000100000010001101100010101001110010000011 1011111011001010111001000111001
14 001010100111010010011111011010010000000001101100100000001101010000101101010101001100011001011 1011100011001011111111001001101
_15.010100000101100000000000100000011001110001111000100000100111000011101011010101001100011000101110011001011000110101101001011011
_16_000000000101011000010010011001010100100001100101111000000010001011111011010000000101010001101100001100011101000111101110111001
_17.000000000101010000010010010101010011010101101110110000000010011010101001010001100100010010111011011001010100000111001110100101
_18.000010001101101000010010110110010110111101101111011000100110010011101111010000000000000000011001011110010100100111001010100101
_19.100000101101001100010000011010110001100101101001??22?200000100110010111101010010010100011000011000100100110100010111101011000101
20.000010000101000000110000111010010101110001011100100000101001110010111101001010000100011010111111010111000100100111011011001101
21_000100000101011100110100011010010111110001100101101010100010010011111110101010001110011001001011100101011100100111101001010101,

11
10
11
11
01

1.?22?22221111?212?21?211001000000111101010110001001001101000100010110000101001001101000010000100101110110001000101000111110001101110
2.22722722227227222222200110000001100010011000011000002?22200000101001010100010001101001101100000110100010100011000011101010111110101
3.?27?2292?27272727229272?2210110010011111101011111000001010001000100010100100011101100000110010001000000001100010000110000111011100100110
4.001001000101001010010110110101101011111000111010001100100010101101111101100000110011001000000011110010000110000111010001101011
5.111110100111000000001010100111110011010011111010101000110100000100100110111100100110111000101110111010000001110111110010010110
6.000100011010010000011011001101110110010011110110111000100000100000101011100010100110001000110010010100001011110111121?22?2201110
~7.000000001110001001000011011111110101010110011101111101111010100100101011001110100111001000100101110110010011100111100110111110,
_1.100000000111000000001111001100011011110111000101101000010000000010101011001000001010000000111111010110010001100111101001101010
2.110110100000100000000101000010111011110011001111001001100010101000101001101010000101000100101011110111001011100111110110000100
~3.000000000101001010000011000100010011011010111000111000000000101010100010111000010010010100000000110010001011100111101000100100
_4.000000001000011000000100011010001011011001000101101101100011000011111100011110000001001000100100101110101001110011011001011000
5.001000001100010000000110000110010010111001101010??21200010110000010101101010101110110110000001000110101000101110111111010111000
6272722219221 ?21°22221722272?2222222?21?2222001010101010100001000000100000101110000000000001000011?2?2?21°?2222?2222?22000001100011110010011010
_7.001101001100111000000100000010101001100011101101??2?2?200011010100110111101110010110010101100001001101111000001110111111110111010
_8000010000101000000000110101110111011011011100110101100000010001110101001001100110010110000011110110111000001100011000010111011
9.000000000110001000000100000110111?210110100100100??2?2200001010000000100101110000110110010011110111000001000101100011110011010101
~10.110000011101111010010110011010111101101101101010?21200001010000000100000111000100010010000010110110011001000100111110111000011
_11.001000011101101000100100011110001010101111111100001000010001100100101???21?2?2?2?222?21?2?22?2?21?210010111011110001000100111111100101101
12.001010001101101000101111100110011101110011101010111000000000000000101100010110100011010001001110110111000000100111110101101100
_13.000011101101101000000100100010110011011011101110101101101000101111110001101010101010010100111011011000000000100111100011010111
14 000001101101111000010100000010010011100011101110?22200000100000010101100011100010111111000011100000110000000110111101010100101
15.001011101111111011011000110111111110110001110110011001101011001100110110001010110011111000011101101000000000110111110101010111
_16_001000011101100000000100011010111010011011110111011101110010011011110101110011111010010110011101101010000001101111110100101101
17.111011001111101000000110000010001010111011000010011100101011010010100000110001100110000110110001001001000000100111111011010010
_18.000010001111101010001011011111111110010111011101011101111010111010101010000100100010101001110101110110000000110011110000011101
19.101110000111011001000110101111110011011001101011101101001010100101011100001101110000101001111110111010000000110111110001110101
1110 1100

1
_20_000010101 0100000011011000 011010001101011?2?222000100110001101000000010101001010010000011001110010000011001111111001100171,

~1.001001101100100001010001110111111011001001111011001000000010010011100100101100100101001010001101110111100000100011111001100110
2.001000110101101000000110011011010011011010100101011100010011110100000100100110101101011000001101110110100000110111110100100110
3011011110101100000000110011010100011111101101010011101110010011100111100100000100100101000011101010111000000101011111101100110
_4.?27?2272?2211?1?2?22?2?20000101111111110110110011101010001100100011001010111100101000100111101010011101010011000000110011110100100110

.5.000011101111001000000110110011000111101001101100001000110010000000100100001101100101001000000101010010000000110111111001110110
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6.001010010101101000000100000110011011111111111100011001010011010111111100001000100001011000101101011111000100110111110001100110
_7.011110010111101000100101000111110111101101101011000101100010111000111100111001010001011000110110011011000000110111111001100110
8. 011000011101100000000100000010010110101000010010001100110011001010111100111110010011001000010100111010000000100011111000101010
~9001100011101100000000101110011110001001001101010011100101011001010111100100000111011001011010101011010000000110111101001101010

10.011110011101100000000100001011110010101001111010011000100101101101100100001000110111001000111100111101100000110111110101010011
_11.001010011101111000000100010010111001001101101100??2?200000011010101100100000101111011001000111100011010000000100111101000000101
_12.001010000101000000000100100111000111001000101111001100010011000000111100001010110110001000011001010001000000110011101000101001
13 001000011101100000000101001100011011001001110110111000100110000101100100100010111001101000010101011011000000110111101101110111
_14.001000011101100001000101010010110111000001101111011000101101001000101101010010101101001001110101010011001000110111110111100111
_15.000000010101000000010101001010110010001101110110011001100001000101100101010110010110101100100011111000110000110111101001000101;

end;

begin hickory;
set alphaF = 1.0 betaF = 1.0;
set alphaTheta = 1.0 betaTheta = 1.0;
set alphaPi = 1.0 betaPi = 1.0;
set nBurnin = 5000;
set nSample = 25000;
set thin =5;
set prnwidth = 80;
set colwidth = 9;
[!' set estimatePi reportPi;
set reportFrequencies; ]
set denomTheta = 100;
set denomF = 20;
end;



APENDICE -3
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LINK Municioi n° de munic. .- ~ n° de area dos
unicipios ~ ano médio renda populagio
na conexao fragmentos fragmentos

Itaberai 1868 254 27879 19 8992
Caiaponia 1873 188 14673 175
Palestina de Goias 1989 178 3307 32 32941
Amorinépolis 1958 178 4145 14 4591

1 Ipora 9 1948 232 31300 16 9141
Moipora 1958 176 2023 15 12151
Cérrego do Ouro 1953 163 2973 9 7776
Sanclerlandia 1963 172 7530 5 1915
Mossamedes 1958 194 5798 17 9206
médias ou somas 1941 193 99628 302 86713
Itaberai 1868 254 27879 19 8992
Damolandia 1958 172 2573 0 0
Inhumas 1931 256 43897 5 2290
Caturai 1958 167 4330 4 621

2 Goianira 9 1958 179 18719 0 0
Goiania 1935 508 1093007 10 2520
Aparecida de Goiania 1963 202 336392 3 2832
Professor Jamil 1993 204 3403 21 6359
Piracanjuba 1869 251 23557 56 20713
médias ou somas 1937 244 1553757 118 44327
Itaberai 1868 254 27879 19 8992
Damolandia 1958 172 2573 0 0
Nova Veneza 1958 170 6414 4 495
Nerépolis 1948 232 18578 4 2068

3  Terezopolis de Goias 8 1993 164 5083 8 819
Bonfinépolis 1989 197 5353 6 928
Leopoldo de Bulhdes 1948 194 7766 15 5880
Silvania 1833 235 20339 60 44307
médias ou somas 1937 202 93985 116 63489
Itaberai 1868 254 27879 19 8992
Goias 1736 198 27120 65

4  Faina 1989 160 7419 41 91339
Araguapaz 1982 214 7310 74 93764
médias ou somas 4 1894 206 69728 199 194095
Itaberai 1868 254 27879 19 8992
Avelindpolis 1963 221 2507 2 473
Santa Barbara de Goias 1963 173 4963 3 450
Campestre de Goias 1963 158 3167 4 4899

5 Aragoiania 9 1958 199 6424 10 2216
Varjao 1958 176 3519 17 15071
Crominia 1953 228 3660 15 5984
Mairipotaba 1953 236 2403 16 7859
Planaltina 1891 159 73718 21
médias ou somas 1941 200 128240 107 45944
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Itaberai 1868 254 27879 19 8992
Taquaral de Goias 1963 186 3587 4 1337
Santa Rosa de Goias 1958 166 3548 5 986
6  Jesupolis 6 1993 172 2123 4 634
Sao Francisco de Goias 1953 170 6028 8 2421
Pirendpolis 1832 181 21245 32
médias ou somas 1928 188 64410 72 14370
Caiaponia 1873 188 14673 175
7 Perolandia 1993 211 2791 32 13220
Mineiros 1905 290 39024 167
meédias ou somas 3 1924 230 56488 374 13220
Mineiros 1905 290 39024 167
Perolandia 1993 211 2791 32 13220
Caiapbnia 1873 188 14673 175
Piranhas 1953 191 12287 69 53542
Arendpolis 1982 170 3999 27 28604
Diorama 1958 159 2498 30 10917
Montes Claros de Goias 1963 194 7991 83 53727
8  Jaupaci 14 1958 169 3154 21 13190
Fazenda Nova 1953 167 7093 32 26031
Jussara 1958 212 20034 145
Itapirapua 1958 151 10856 81 30663
Matrincha 1989 161 4520 38 29936
Faina 1989 160 7419 41 91339
Araguapaz 1982 214 7310 74 93764
médias ou somas 1958 188 143649 1015 444933
Mineiros 1905 290 39024 167
Jatai 1882 305 75451 166 83451
9  Aparecida do Rio Doce 1993 219 2402 15 4504
Quirinépolis 1943 243 36512 69 34745
médias ou somas 4 1931 264 153389 417 122700
Mineiros 1905 290 39024 167
Perolandia 1993 211 2791 32 13220
Caiapbnia 1873 188 14673 175
Piranhas 1953 191 12287 69 53542
Arenodpolis 1982 170 3999 27 28604
10 Montes Claros de Goias 11 1963 194 7991 83 53727
Jussara 1958 212 20034 145
Santa Fé de Goias 1989 157 4083 38 21743
Aruana 1958 193 5095 76
Mozarlandia 1963 203 11186 58 34159
Nova Crixas 1980 189 11061 185
médias ou somas 1956 200 132224 1055 204995
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Mineiros 1905 290 39024 167

Perolandia 1993 211 2791 32 13220

Caiaponia 1873 188 14673 175

Piranhas 1953 191 12287 69 53542

Arenodpolis 1982 170 3999 27 28604

Montes Claros de Goias 1963 194 7991 83 53727
1 Jussara 13 1958 212 20034 145

Santa Fé de Goias 1989 157 4083 38 21743

Aruana 1958 193 5095 76

Mozarlandia 1963 203 11186 58 34159

Nova Crixas 1980 189 11061 185

Mundo Novo 1980 154 8109 72 63666

Sao Miguel do Araguaia 1958 222 22793 248

médias ou somas 1958 198 163126 1375 268661

Caiaponia 1873 188 14673 175

Piranhas 1953 191 12287 69 53542

Arendpolis 1982 170 3999 27 28604

Diorama 1958 159 2498 30 10917

Montes Claros de Goias 1963 194 7991 83 53727

Jaupaci 1958 169 3154 21 13190
12  Fazenda Nova 12 1953 167 7093 32 26031

Jussara 1958 212 20034 145

Itapirapua 1958 151 10856 81 30663

Matrincha 1989 161 4520 38 29936

Faina 1989 160 7419 41 91339

Araguapaz 1982 214 7310 74 93764

médias ou somas 1960 178 101834 816 431713

Caiapbnia 1873 188 14673 175

Rio Verde 1854 340 116552 167 76184
13  Montividiu 4 1989 383 7736 25 9529

Quirinépolis 1943 243 36512 69 34745

médias ou somas 1915 289 175473 436 120458

Caiapbnia 1873 188 14673 175

Rio Verde 1854 340 116552 167 76184

Montividiu 1989 383 7736 25 9529

Santo Antbnio da Barra 1993 169 4052 1 4164
14  Acrelna 8 1989 250 18301 55 26426

edealina

Mairipotaba 1953 236 2403 16 7859

Planaltina 1891 159 73718 21

médias ou somas 1935 246 237435 470 124162

Piracanjuba 1869 251 23557 56 20713
15 Bela Vista de Goias 3 1896 199 19210 21 6746

Silvania 1833 235 20339 60 44307

médias ou somas 1866 228 63106 137 71766
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Piracanjuba 1869 251 23557 56 20713

Cristianoépolis 1953 253 2924 15 3257

Pires do Rio 1930 311 26229 44 25340
16  Orizona 1906 246 13067 53 29018

Luziania 1833 210 141082 87

Cristalina 1916 221 34116 75

médias ou somas 1901 249 240975 330 78328

Piracanjuba 1869 251 23557 56 20713

Professor Jamil 1993 204 3403 21 6359
17  Mairipotaba 1953 236 2403 16 7859

Planaltina 1891 159 73718 21

médias ou somas 1927 212 103081 114 34931

Piracanjuba 1869 251 23557 56 20713
18  Morrinhos 1871 349 36990 84 35075

médias ou somas 1870 300 60547 140 55788

Goiatuba 1938 340 31130 47 19987

Morrinhos 1871 349 36990 84 35075

Caldas Novas 1911 352 49660 40 60590
19 Pires do Rio 1930 311 26229 44 25340

Ipameri 1870 215 22628 133

Cristalina 1916 221 34116 75

médias ou somas 1906 298 200753 423 140992

Goiatuba 1938 340 31130 47 19987

Bom Jesus de Goias 1963 241 16257 23 11456

ltumbiara 1909 289 81430 54 11676
20 inaciolandia

gouvelandia

Quirinépolis 1943 243 36512 69 34745

médias ou somas 1938 278 165329 193 77864

Goiatuba 1938 340 31130 47 19987

Morrinhos 1871 349 36990 84 35075
21 Joviania 1958 326 6904 7 2822

Aloandia 1953 226 2128 3 243

Planaltina 1891 159 73718 21

médias ou somas 1922 280 150870 162 58127

Silvania 1833 235 20339 60 44307

Abadiania 1953 168 11452 19 40800
22  Corumba de Goias 1875 175 9679 25 51529

Cocalzinho de Goias 1993 138 14626 25

médias ou somas 1914 179 56096 129 136636

Silvania 1833 235 20339 60 44307

Vianépolis 1948 355 11300 18 11811
23  Luziania 1833 210 141082 87

Cristalina 1916 221 34116 75

médias ou somas 1883 256 206837 240 56118
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Silvania 1833 235 20339 60 44307
24 Abadiania 1953 168 11452 19 40800
Pirendpolis 1832 181 21245 32
médias ou somas 1873 195 53036 111 85107
Cocalzinho de Goias 1993 138 14626 25
Corumba de Goias 1875 175 9679 25 51529
Santo Antonio do
Descoberto 1982 142 51897 10 76373
25 Alexania 1958 169 20047 11 49499
Luziania 1833 210 141082 87
Cristalina 1916 221 34116 75
médias ou somas 1926 176 271447 233 177401
Cocalzinho de Goias 1993 138 14626 25
Mimoso de Goias 1989 117 2801 19 95523
26  Vila Propicio 1997 109 4492 39 92580
Niquelandia 1833 210 38573 222
médias ou somas 1953 144 60492 305 188103
Cocalzinho de Goias 1993 138 14626 25
Padre Bernardo 1963 163 21514 35
27 Agua Fria de Goias 1989 143 4469 31
Planaltina 1891 159 73718 21
Sao Joao d'Alianca 1953 193 6736 65
meédias ou somas 1958 159 121063 177 0
Cocalzinho de Goias 1993 138 14626 25
28 Pirendpolis 1832 181 21245 32
Corumba de Goias 1875 175 9679 25 51529
médias ou somas 1900 165 45550 82 51529
Sao Joao d'Alianga 1953 193 6736 65
Agua Fria de Goias 1989 143 4469 31
Planaltina 1891 159 73718 21
29 Formosa 1843 231 78651 81
Brasilia 1960 605 2051146
Cristalina 1916 221 34116 75
médias ou somas 1925 259 2248836 273 0
Cristalina 1916 221 34116 75
cabeceiras
Formosa 1843 231 78651 81
Vila Boa 1993 127 3287 39 55057
30 Alvorada do Norte 1963 151 7560 44 66974
Sitio d'Abadia 1850 97 2681 22 75643
Damiandpolis 1958 87 3303 12 14337
Mambai 1958 96 4838 26 50797
médias ou somas 1926 144 134436 299 262808
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Cristalina 1916 221 34116 75
Orizona 1906 246 13067 53 29018
Pires do Rio 1930 311 26229 44 25340
Palmelo 1953 220 2309 5 367
31 Santa Cruz de Goias 1947 262 3470 28 43461
Caldas Novas 1911 352 49660 40 60590
Rio Quente 1989 379 2097 10 10357
Morrinhos 1871 349 36990 84 35075
médias ou somas 1928 292 167938 339 204208
Nova Crixas 1980 189 11061 185
Mozarlandia 1963 203 11186 58 34159
32  Araguapaz 1982 214 7310 74 93764
Crixas 1953 170 14673 124
médias ou somas 1970 194 44230 441 127923
Niquelandia 1833 210 38573 222
33 $éo Joao d'Alianga 1953 193 6736 65
Agua Fria de Goias 1989 143 4469 31
médias ou somas 1925 182 49778 318 0
Niquelandia 1833 210 38573 222
Uruagu 1931 193 33530 69 96347
campinoépolis
Campos Verdes 1989 143 8057 10 8455
34 Santa Terezinha de Goias 1963 159 12015 39 19942
Uirapuru 1993 125 3043 40 33963
Nova Crixas 1980 189 11061 185
Crixas 1953 170 14673 124
médias ou somas 1949 170 120952 689 158707
Niquelandia 1833 210 38573 222
Sao Joao d'Alianca 1953 193 6736 65
Flores de Goias 1963 112 7514 78
35 Alvorada do Norte 1963 151 7560 44 66974
Buritinépolis 1993 69 3383 10 6772
Damiandpolis 1958 87 3303 12 14337
Mambai 1958 96 4838 26 50797
médias ou somas 1946 131 71907 457 138880
Niquelandia 1833 210 38573 222
36 Vila Propicio 1997 109 4492 39 92580
Pirenopolis 1832 181 21245 32
médias ou somas 1887 167 64310 293 92580
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Niquelandia 1833 210 38573 222
Uruacgu 1931 193 33530 69 96347
Campinorte 1963 168 9641 22 48563
Mara Rosa 1953 154 11939 42 51216
Amaralina 1997 89 3074 38 59089
37  Mutundpolis 10 1958 166 3958 28 17882
Porangatu 1948 296 39593 90
Bondpolis 1997 148 2598 65 61566
Novo Planalto 1989 149 3432 34 45384
Sao Miguel do Araguaia 1958 222 22793 248
médias ou somas 1953 180 169131 858 380047
Quirinépolis 1943 243 36512 69 34745
Bom Jesus de Goias 1963 241 16257 23 11456
38 Goiatuba 5 1938 340 31130 47 19987
Joviania 1958 326 6904 7 2822
Planaltina 1891 159 73718 21
médias ou somas 1939 262 164521 167 69010
Mambai 1958 96 4838 26 50797
Damiandpolis 1958 87 3303 12 14337
39 Alvorada do Norte 5 1963 151 7560 44 66974
Flores de Goias 1963 112 7514 78
Sao Joao d'Alianca 1953 193 6736 65
médias ou somas 1959 128 29951 225 132108
Sao Miguel do Araguaia 1958 222 22793 248
40 Mundo Novo 3 1980 154 8109 72 63666
Nova Crixas 1980 189 11061 185
médias ou somas 1973 188 41963 505 63666
Sao Miguel do Araguaia 1958 222 22793 248
Novo Planalto 1989 149 3432 34 45384
Bondpolis 1997 148 2598 65 61566
Porangatu 1948 296 39593 90
Santa Tereza de Goias 1963 190 4697 17 16074
Formoso 1963 170 5589 17 31661
Campinorte 1963 168 9641 22 48563
Campinacgu 1982 136 3707 31
41 Colinas do Sul 16 1989 126 3702 25
Alto Paraiso de Goias 1953 203 6182 41
Sao Joao d'Alianga 1953 193 6736 65
Flores de Goias 1963 112 7514 78
Simolandia 1989 112 6219 11 25292
Alvorada do Norte 1963 151 7560 44 66974
Buritindpolis 1993 69 3383 10 6772
Mambai 1958 96 4838 26 50797
médias ou somas 1970 159 138184 824 353083
Planaltina 1891 159 73718 21
42  Morrinhos 2 1871 349 36990 84 35075
médias ou somas 1881 254 110708 105 35075
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