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RESUMO GERAL

As Florestas Estacionais Deciduais (FEDs) sobre afloramento calcario
sdo formacgdes peculiares sujeitas a degradacdo pela retirada de madeira e
exploracdo de calcario, para produgdo de cimento. Algumas dessas florestas
representam os Ultimos remanescentes de cobertura vegetal nativa, funcionando
como ilhas de vegetagdo. Segundo a teoria do Arco Pleistocénico, as FEDs
provavelmente resultam de origem vicariante, apds isolamento provocado pelo
recuo das Florestas Secas e avango do Cerrado no Brasil Central. As espécies
arboreas que se estabelecem nesses remanescentes carecem de informacgdes
relativas a ecologia e a genética. A espécie arborea Ceiba pubiflora (Malvaceae)
possui uma ocorréncia comum nos afloramentos calcarios no Brasil. Objetivou-
se neste trabalho verificar a diversidade genética em populagdes naturais de C.
pubiflora, testar primers cpDNA, para realizacdo de inferéncias histdricas
filogeograficas, indicar areas que possam ser centros de diversidade da espécie e
aquelas que possam funcionar como Unidades Operacionais de conservagao.
Marcadores ISSR (95 locos) e cpDNA (regides EF e CS3) foram utilizados para
estimar os indices de diversidade genética e inferéncias historicas
filogeograficas em populacdes naturais de C. publiflora amostradas no dominio
da Caatinga (6 populagdes), Cerrado (3 populacdes) e Atlantico (4 populagdes).
A espécie apresentou alta diversidade genética (Hr=0,345; P1p=97,8%), com
maior parte da variabilidade genética ocorrendo dentro das populacdes (91,5%).
As populagdes de Santo Hipolito, Januaria e Montalvania apresentaram maiores
indices de diversidade genética. A populagdo de Santo Hipolito foi a que mais
contribuiu para o fluxo génico, revelados pelos marcadores ISSR. Essas
populacdes devem ser priorizadas para conservacdo. As bacias do rio Parand
(Goias) e rio S@o Francisco na Caatinga Arborea (norte de Minas Gerais e
Bahia) conservam maior diversidade de haplétipos, sendo prioritarias para
conservacdo. Essas regides apresentam haplotipos comuns com o grupo Centro-
Sul de Minas Gerais, indicio que essas populacdes foram interligadas no
passado. Unidades Operacionais podem ser criadas (1) na regido sul de Minas
Gerais, (2) na regido central de MG, (3) no norte de MG e sul da Bahia e (4) no
Planalto Central, em Goids. Os resultados apdiam a hipotese do Arco
Pleistocénico.

Palavras-chave: ISSR, cpDNA, Arco Pleistocénico, Conservacdo Genética,
Unidades Operacionais.



ABSTRACT

The Seasonal Dry Tropical Forests (SDTFs) on limestone outcrops are
features peculiar subject to degradation by logging timber and exploitation of
limestone for cement production. Some of these forests represent the last
remnants of native vegetation cover, operating as islands. Tree species that are
established in these remaining needs of information on genetic and ecology
aspect. The tree species Ceiba pubiflora (Malvaceae) commonly occurs on
limestone outcrops in central region of Brazil. The flowers of this species are
pollinated by hummingbirds and seed dispersal anemochoric. The objective of
this study was to evaluate the genetic diversity in natural populations of C.
pubiflora located in central Brazil, selection of cpDNA primers for historical
phylogeographic inferences and indicate areas that may be centers of diversity of
species and indicate those that can function as operational units for conservation.
ISSR and cpDNA markers were used to estimate the levels of genetic diversity
and historical phylogeographic inferences in natural populations of C. publiflora
sampled in the area of Caatinga, Cerrado and Atlantic domain. The species had
high genetic diversity, with most occurring genetic variability within
populations. The basins of the Parana River (Goias) and the Sao Francisco River
in Arboreal Caatinga (north of Minas Gerais and Bahia) retain greater diversity
of haplotypes, and priority for conservation. Operating Units can be created (1)
in the southern region of Minas Gerais, (2) in the central region of Minas Gerais
(3) in the north of Minas Gerais and southern Bahia and (4) in the Central
Plateau in Goias. The results support the Pleistocene Arc hypothesis.

Keywords: ISSR, cpDNA, Pleistocene Arc, Conservation Genetic, Management
Unites.
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1 INTRODUCAO

As Florestas Estacionais Deciduais (FED) provavelmente representaram
um remanescente continuo no periodo seco do Pleistoceno, ocupando atualmente
dois principais grandes centros: Caatinga (Brasil) ¢ os Chacos (Argentina,
Bolivia, Paraguai e parte do Mato Grosso do Sul). Alguns nucleos menores de
FED sao encontrados nos Andes da Bolivia, Peru e no Brasil central em
remanescentes rochosos, principalmente de calcario (PENNINGTON; LEWIS;
RATTER, 2006; WERNECK; FRANCESCHINELLI; TAMEIRAO-NETO,
2000). Estas florestas tém merecido especial atengdo por carecerem de
informagdes sobre uma classificagdo fitogeografica coerente e sobre a ecologia
desses ambientes, que vem sofrendo nas ultimas décadas com a degradacdo
antropica. Recentemente as Florestas Estacionais Deciduais estiveram em foco
na midia e discussdes parlamentares sobre sua inser¢do ou ndo no Dominio da
Mata Atlantica.

A floresta Amazobnica e Atlantica foram, provavelmente, continuas no
passado (BIGARELLA; ANDRADE-LIMA; RIEHS, 1975). Informagdes
palinoldgicas do Quaternario mostraram que, entre 33.000 e 25.000 anos atrés, a
regido do Brasil Central era mais umida que hoje e coberta pela floresta tropical
umida (LEDRU, 1993) e durante a ultima glaciagdo (18.000-12.000 anos atras),
o corredor atual de vegetagdo xérica era coberto por extensas florestas (PRADO;
GIBBS, 1993). Isso indica a predomindncia de vegetacdo arbdrea sazonal
durante a maioria da era Pleistocénica.

Alguns autores (PENNINGTON; PRADO; PENDRY, 2000; PRADO,
2000; PRADO; GIBBS, 1993) sugerem também que a vegetacdo adaptada a
clima seco, Floresta Estacional Decidual, pode ter expandido amplamente

durante o ultimo periodo glacial. Estudos palinoldgicos, realizados por Ledru
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(1993) indicam que talvez esta formagdo vegetal continua tenha alcancado sua
extensdo maxima durante um periodo de clima seco e frio do Pleistoceno. No
periodo atual, FEDs também estdo presentes em pequenas manchas no Brasil
central, principalmente sobre afloramentos calcarios, onde as condic¢des
edafoclimaticas sdo favoraveis para sua ocorréncia.

Nos ultimos anos FEDs sofreram forte perturbagdo, principalmente pelo
desmatamento para exploracdo de madeira e abertura de extensas areas para
pecuaria, e exploragdo do calcario pela industria de cimento (SANTOS et al.,
2012; WERNECK; FRANCESCHINELLI; TAMEIRAO-NETO, 2000). Essas
intervencdes antropicas tém impacto sobre a ecologia e a diversidade genética
das espécies que ocorrem nesses ambientes.

Estudos sobre a diversidade genética das populacdes naturais
remanescentes sdo importantes para compreender padroes de dispersdo atual da
espécie, fluxo génico e uma abordagem recente, denominada Genética da
Paisagem, que busca associar descontinuidades genéticas com barreiras naturais
ou antropicas. A abordagem genética da paisagem é importante para indicagdo
de areas que possuem populagdes com atributos genéticos significativos, capazes
de garantir a manuten¢do de parte da heranca evolutiva (ESU's — Evolutionary
Significant Unit), sendo apontadas tais areas como prioritarias para conservagao
genética (MANEL et al., 2003).

Identificar popula¢des que apresentam atributos genéticos, tais como
padrdo espacial de estrutura genética, populacdes geneticamente divergentes e
areas com alta diversidade genética, sdo importantes para a indicacdo das
Unidades Operacionais (UO). Essas Unidades podem nortear estratégias
eficientes de conservagdo da espécie in situ ou ex situ (DINIZ-FILHO; TELLES,
2002; MANEL et al., 2003).

Outra abordagem na genética de conservagao ¢ a Filogeografia. Estudos

de Filogeografia em plantas sdo realizados partindo-se da analise do genoma do
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cloroplasto (cpDNA). Esta molécula apresenta uma lenta taxa de evolugdo, o
que abre caminho para estudos sobre os padroes de diferenciagdo genética entre
populagdes e entre regides. O genoma do cpDNA ¢é maternalmente herdado, o
que possibilita fazer inferéncias sobre padrdes de dispersdo historicas de
sementes, rotas de recolonizagdo e locais de refugios da espécie (MCCAULEY,
1995; NEWTON et al., 1999). Estudo de filogeografia ¢ importante como
estratégia de conservagdo da espécie em longo prazo.

Para estudar a diversidade genética e filogeografia em populagdes
remanescentes em afloramentos rochosos, ¢ importante escolher uma espécie de
comum ocorréncia nessas areas. Ceiba pubiflora (A.St.-Hil.) K. Schum.
(Malvaceae) possui marcada presenga em afloramentos de calcério, apesar de
sua ocorréncia ser rara. Sua distribui¢do vai desde o Mato Grosso Sul até a
Caatinga do Norte de Minas Gerais ¢ Bahia (OLIVEIRA-FILHO, 2006). Entre
algumas caracteristicas da espécie, destaca-se o tronco com intumescéncia, a
presenca de actleos nos troncos e ramos, ¢ as folhas compostas e digitadas. A
polinizag¢do € realizada principalmente por beija-flores. O fruto ¢ uma capsula
oblonga e deiscente, com sementes leves de dispersdo anemdrica (GIBBS;
SEMIR, 2003).

Assim, objetiva-se neste trabalho verificar os niveis de diversidade
genética contida nas populagdes de Ceiba pubiflora, de ocorréncia no Brasil
Central. Além disso, buscou-se identificar aquelas popula¢des que podem
funcionar como Unidades Operacionais para conservacdo da espécie e selecdo
de primers cpDNA para estudos de filogeografia da espécie. Buscou-se verificar
as seguintes hipoteses: (1) os afloramentos calcarios, que sdo fragmentos
naturais de FEDs, conservam alta diversidade genética; (2) o padrio de
distribuigdo dos haplétipos de cpDNA corroboram com a teoria do Arco

Pleistocénico.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Conservagdo Genética de Espécies Arboreas

A genética da conservacdo abrange o manejo genético de populagdes
naturais, objetivando a manuten¢do da diversidade genética, a partir da
diminui¢do dos efeitos do endocruzamento. Neste aspecto, o foco da
conservacao genética de espécies arbéreas ¢ a indicacdo de populagdes para
delimitagdo de unidades de manejo e conservacdo (MANEL et al., 2003). A
aplicacdo das técnicas moleculares na genética da conservagdo ¢ uma importante
ferramenta para reduzir os riscos de extingdes em populagdes ameagadas. E
crescente o entendimento da importancia dos aspectos genéticos para criagdo de
reservas e parques florestais que preservam a maxima variabilidade genética
(DUARTE, 2011; MORAES; MONTEIRO; VENCOVSKY, 1999; PADUA,
2011).

A utilizagdo irracional dos recursos naturais, em especial os florestais,
tem levado a diminui¢do do tamanho das populagdes e aumento do isolamento
entre elas, diminuindo, ao longo do tempo, a variabilidade genética entre e
dentro dessas populacdes (FREITAS et al, 2006). Para populacdes que
apresentam altas taxas de endogamia e parentesco, devido & diminui¢do no
tamanho populacional, podem ter os efeitos da endogamia reduzidos adotando
praticas de manejo de reposi¢do, como apontando por Sebbenn e Ettori (2001).
Essa pratica deve ser adotada com ponderagdo, podendo ser empregada em
populagdes que estdo em vias de extingdo, uma vez que a introdugdo de alelos
selecionados para determinado tipo de ambiente pode favorecer a redugdo do
fitness na populacdo ao qual foi introduzida, levando a uma depressao

exogamica (BEGON; COLIN; HARPER, 2006).
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Algumas estratégias de manejo e conservagdo genética de espécies
arboreas sdo discutidas em Moraes, Monteiro ¢ Vencovsky (1999). Os autores
ressaltam que se as arvores de uma determinada espécie que ocorrem em
populacdes de baixa densidade, com alta taxa de endogamia, a preservagdo pode
ser feita a partir de poucos individuos de cada populagdo. Neste caso, a
conservacdo ex situ da espécie pode ser priorizada. Segundo Sebbenn e Ettori
(2001), a wvariabilidade genética das populacdes de espécies ameacadas de
extin¢do pode ser mantida com medidas de conservagdo ex sifu, importante para
manutencdo e ampliagdo da variabilidade genética. Todavia, se determinada
espécie apresenta grande quantidade de individuos em suas populagdes
(tamanho efetivo) ¢ baixa taxa de cruzamento entre individuos aparentados,
manter poucas populacdes para conservacdo genética da espécie pode ser
improprio, uma vez que os efeitos da depressao por endogamia e deriva genética
podem ser acentuados. Neste caso, ¢ mais indicado a conservacdo de grandes
areas como reservas ecoldgicas (MORAES; MONTEIRO; VENCOVSKY,
1999).

Estudos sobre os niveis e distribuicdo da variabilidade genética, entre e
dentro de populagdes de espécies arboreas, sdo importantes para a defini¢do de
unidades que funcionem como aquelas capazes de manter a capacidade evolutiva
da espécie (MANEL et al., 2003). Segundo Wright (1943) a distribuicdo da
variabilidade genética entre e dentro de populagdes esta associada a dinamica de
movimentagdo dos alelos nas populagdes, influenciada pelo sistema reprodutivo
da espécie, forma de cruzamento e sindromes de dispersao do polen e das
sementes. Neste caso, as interacdes com outros organismos, como por exemplo,
polinizadores e dispersores de sementes, sdo importantes para o fluxo génico
dentro e entre as populagoes.

O fluxo génico (Nm), ou fluxo alélico, proporciona a homogeneizacao

dos alelos entre as populagdes (HARTL; CLARK, 1997), contribuindo para
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contrapor os efeitos da deriva genética. A chegada de um migrante por geragdo,
ou seja, a chegada de um conjunto alélico diferente, introduzido via polen ou
semente, originada de outra populagdo, ¢ suficiente para minimizar os efeitos do
cruzamento de individuos aparentados (MILLS; ALLENDORF, 1996; WANG,
2004). Outros autores (SLATKIN, 1987; WRIGHT, 1951) apontam o ideal de
Nm superior a 4 migrantes por geracdo, para minimizar os efeitos dos
endocruzamentos eventuais que ocorrem dentro das populacdes.

A fragmentacdo florestal pode levar ao isolamento reprodutivo das
populagdes. Em adic@o ao efeito de isolamento, que reflete no fluxo génico entre
populagdes, a diminuicdo demografica pode causar perda de alelos devido a
deriva genética, caso a dindmica de fluxo génico ndo seja restabelecida com o
passar das geragdes (SOUZA; KAGEYAMA; SEBBENN, 2004). Quanto maior
a diminuicdo do tamanho populacional, maior sera a perda da variabilidade
genética (SEOANE; KAGEYAMA; SEBBENN, 2000). Estudos de diversidade
genética em fragmentos naturais, como as FEDs sobre afloramento calcario, sdo
€scassos.

Neste cendrio, a conservagdo genética de espécies arboreas, mesmo em
populagdes que ndo apresentem diminui¢do da variabilidade genética, ¢é
fundamental para geragdes futuras, uma vez que seu potencial evolutivo deve ser
preservado, frente as condi¢des climatico-ambientais em constante mudanga
(FREITAS et al., 2006). Assim, pesquisas sobre genética de populagdes naturais
de florestas, nas diferentes fisionomias no Brasil, tornam-se importantes e vem
crescendo nas ultimas décadas. No entanto, as informagdes obtidas sobre a
diversidade genética devem ser consideradas em projetos de manejo e
conservagdo de reservas florestais, uma vez que assim, ¢ possivel garantir o

potencial evolutivo das espécies.
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2.2 Marcadores ISSR (Inter Simple Sequence Repeat)

Em genética de populagdes, os pardmetros utilizados para medir a
variabilidade genética sdo geralmente descritas em termos de frequéncias dos
alelos, nimero ou porcentagem de alelos polimorficos e a heterozigosidade
observada entre as populacdes. A diversidade genética ¢ medida a partir da
utilizacdo de marcadores moleculares, tais como isoenzimas, RAPD, ISSR,
microssatélites, em locos individuais, além de sequenciamento de regides
conservadas de moléculas como o DNA do cloroplasto (cpDNA), que permite
inferéncias historicas sobre fluxo génico e padrao de dispersdo para a espécie em
estudo.

Marcadores microssatélites, ou Sequéncias Simples Repetidas (SSR —
Simple Sequence Repeats) sdo pequenas sequéncias (‘sequence motif’) com 1 a
4 nucleotideos de comprimento, repetidas em tfandem (FERREIRA;
GRATTAPAGLIA, 1998). Devido a sua expressio co-dominante,
multialelismo, abundancia e ampla distribuicdo gendmica, os microssatélites
sdo, atualmente, um dos mais eficazes marcadores moleculares. Entretanto, a
necessidade de sequenciamento das regides flanqueadoras para as quais os
primers sao construidos pode ser um entrave para esses estudos. Uma alternativa
para diminuirem os custos desses marcadores ¢ a transferéncia de marcadores
SSR entre espécies do mesmo género (COLLEVATTI; BRONDANI;
GRATTAPAGLIA, 1999; DECROOCQ et al., 2003; GUIDUGLI et al., 2009).

Marcadores entre repetigdes de sequéncias simples (Inter Simple
Sequence Repeat - ISSR) (ZIETKIEWICZ; RAFALSKI; LABUDA, 1994)
utilizam um primer composto por repeticdes di-, tri-, tetra- ou
pentanucleotidicas, com ou sem uma sequéncia de ancoragem de 1 a 3

nucleotideos (a auséncia da sequéncia de ancoragem diminui a reprodutibilidade
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e especificidade do primer) que tem os microssatélites como sequéncia alvo.
Assim como os microssatélites, os marcadores ISSR amplificam segmentos
gendmicos abundantes e amplamente distribuidos ao longo do genoma dos
eucariontes sem, no entanto, necessitarem de sequenciamento para a construgdo
dos primers (GE et al., 2005).

Durante a amplificagdo do DNA gendmico via PCR, o primer Unico de
ISSR — s6 uma das fitas de DNA ¢ amplificada — produz multiplos fragmentos
de tamanhos variados (bandas), cujo padrdo é analisado apds separagdo por
eletroforese para avaliar a diversidade genética. Devido & heranca dominante, a
presenca do fragmento (banda) pode representar o homozigoto dominante ou o
heterozigoto, enquanto a auséncia pode se dever ao estado homozigoto recessivo
(CULLEY; WOLFE, 2001), a ocorréncia de inser¢des/delegdes, ou a adi¢do ou
perda de um sitio de reconhecimento do primer (YANG et al.,, 1996;
ZIETKIEWICZ; RAFALSKI; LABUDA, 1994).

Inicialmente os marcadores ISSR tiveram seu uso restrito a espécies
cultivadas, como por exemplo, milho (KANTETY et al., 1995), sorgo (YANG et
al., 1996), arroz (BLAIR; PANAUD; MCCOUCH, 1999), batata (PREVOST;
WILKINSON, 1999) e citrus (FANG; ROOSE, 1997). Porém, Wolfe, Xiang e
Kephart (1998) destacavam o potencial da técnica para estudos em populagdes
naturais tanto em nivel populacional quanto em nivel interespecifico. Enfim, os
ISSRs tornaram-se uma ferramenta importante também na avaliacdo da
diversidade e estrutura genética em populagdes naturais de espécies arboreas
(DESHPANDE et al., 2001; DUARTE, 2011; OLIVEIRA et al., 2012; ROH et
al., 2007) propiciando conhecimentos essenciais ao planejamento de acdes

conservacionistas.
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2.3 Marcadores cpDNA

Os cloroplastos possuem genoma proprio € boa parte das moléculas que
representam este cromossomo estd na forma linear (BENDICH, 2004; LILLY et
al., 2001; OLDENBURG; BENDICH, 2004), circular (LILLY et al., 2001;
PALMER, 1992) ou mais complexas. As moléculas se apresentam na forma de
monomeros, dimeros, trimeros ou multimeros com até 900 kb (kilobases) em
alguns casos (LILLY et al., 2001). Na maioria das plantas superiores, o DNA
cloroplastidial é constituido por 120-180 kb (mil pares de bases) (MALIGA,
2004), com um conteudo génico extremamente conservado mesmo entre
espécies filogeneticamente distantes (PALMER; STEIN, 1986).

Estudos recentes sobre a evolugdo do genoma do cloroplasto tém
revelado um alto grau de conservagdo em tamanho, estrutura, contetido génico e
ordem linear dos genes entre espécies aparentadas. Este modo conservativo de
evolucdo do cpDNA sugere que qualquer mudanga em estrutura, arranjo ou
conteudo do genoma pode ter implicagdes filogenéticas significativas. Outra
caracteristica ¢ sua poliploidia, sendo que em uma unica célula vegetal podem
existir até 10.000 copias do DNA cloroplastidial (PALMER; STEIN, 1986).
Estruturalmente, na maioria das espécies, ele ¢ constituido de um par de regides
repetidas invertidas-IR (convencionalmente denominadas IRA e IRB), as quais
sdo separadas por uma regido de copia unica menor (SSC) e uma regido de copia
unica maior (LSC) (PALMER, 1992). Como a regido LSC possui sequéncia
ligeiramente menos conservada que o resto do genoma do cloroplasto, e
consequentemente maior potencial para os estudos taxondmicos no nivel de
espécies, foram feitos esfor¢os durante os ltimos anos para desenvolver primers
(inicializadores do processo de replicacito do DNA) para essa regido

(TABERLET et al., 1991; WEISING; GARDNER, 1999).
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Diferentemente do genoma nuclear avaliado por marcadores
aloenzimaticos ou de DNA, o cpDNA ¢ geralmente de heranca uniparental (em
angiospermas ¢ frequentemente maternal). Consequentemente, a estrutura
genética dos marcadores de cpDNA depende do fluxo gé€nico via dispersdo de
sementes, ja a estrutura genética dos marcadores nucleares depende do fluxo
génico via dispersd@o de sementes e de pdlen (PETIT; KREMER; WAGNER,
1993). Portanto, com o polimorfismo do cpDNA, espera-se uma relacdo direta
das caracteristicas de historia de vida da espécie relacionada a dispersdao de
sementes ou colonizagdo, quando comparado com os marcadores nucleares.
Sendo assim, a analise da variagdo do DNA de cloroplasto dentro das espécies €
uma ferramenta importante na reconstru¢do dos eventos historicos, como
expansoes e contragdes das populagdes, migracao e colonizacdo (ENNOS et al.,
1999; MCCAULEY, 1995).

Os eventos historicos € mecanismos de dispersdo sdo fatores importantes
que influenciam a estrutura e a diversidade genética em plantas. Por exemplo, a
estrutura genética espacial do cpDNA de espécies de clima temperado foi
interpretado como consequéncia das mudancas climaticas durante o Pleistoceno
(KING; FERRIS, 1998; SOLTIS; GITZENDANNER, 1999; TOMARU et al.,
1998). Acredita-se que, na América do Sul, a area ocupada pela floresta tropical
umida retraiu entre 10.000 e 20.000 anos atras em decorréncia das mudancgas
climaticas. De acordo com esta hipotese, populagdes de tamanho reduzido
(refigios) foram isoladas por florestas secas (GRANVILLE, 1988; PRANCE,
1973, 1982). Assim, as populagdes, antes continuas, sofreram uma reducao no
tamanho e, provavelmente, foram submetidas ao isolamento genético. Para estas
espécies, a perda de diversidade genética dentro das populagdes e o aumento na
estrutura genética espacial sdo, entdo, esperados (efeito bottleneck) (NEI;
MARUYAMA; CHAKRABORTY, 1975). O cpDNA (haploide) ¢

particularmente sensivel aos efeitos da fragmentacdo (por exemplo, deriva
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genética e bottlenecks) porque tem um tamanho efetivo populacional menor do
que o genoma nuclear (diploide) permitindo inferéncias sobre a estrutura
demografica historica. Além disso, a dispersdo de genes via sementes &,
normalmente, mais limitada do que o fluxo de genes via polen (HARE, 2001;
PETIT; KREMER; WAGNER, 1993). Desta forma, somada as informagdes
obtidas pelos marcadores nucleares, estudos do cpDNA tornam-se importante
ferramenta para indicagdo de centros de diversidade da espécie, sendo estes

locais prioritarios para conservacdo da diversidade genética a longo prazo.



22

2.4 Florestas Estacionais Deciduais Sobre Afloramentos Calcarios

Florestas Estacionais Deciduais (FEDs) sdo definidas como aquelas que
ocorrem em regides tropicais, com predomindncia de chuvas sazonais ¢ um
periodo variavel de forte seca (MOONEY; BULLOCK; MEDINA, 1995). No
periodo de seca, a vegetagdo perde mais de 50% das folhas (MURPHY; LUGO,
1986). A fisionomia da vegetacdo pode ser semidecidua a fortemente decidua,
ocorrendo até abaixo do Tropico de Capricornio (PRADO, 2000). Outros fatores
fisicos e climaticos importantes nas FEDs podem ser apontados (MURPHY;
LUGO, 1986; PENNINGTON; LEWIS; RATTER, 2006) como solos com
grande fertilidade e pH moderado a alto, areas com alta sazonalidade de chuvas
com menos de 1600 mm ano™' e pelo menos 5 meses de seca.

A Floresta Estacional Decidual t¢ém merecido atengdo devido a auséncia
de uma classificagdo fitogeografica coerente e a falta de conhecimento sobre a
ecologia desses ambientes, além da susceptibilidade a degradagdo
(PENNINGTON; LEWIS;RATTER, 2006; WERNECK; FRANCESCHINELLI;
TAMEIRAO-NETO, 2000). Essas florestas devem representar um remanescente
continuo, interligadas num periodo seco do Pleistoceno, encontradas
principalmente em dois grandes centros (PRADO; GIBBS, 1993): Caatingas (no
Nordeste Brasileiro estendendo-se até o norte de Minas Gerais) e aos Chacos (na
Argentina, sul da Bolivia, a oeste ¢ centro Paraguaio, incluindo, ainda, uma
estreita faixa do Mato Grosso do Sul).

Outros nucleos menores e mais isolados de FEDs sdo encontrados em
vales secos nos Andes na Bolivia, norte do Peru e no Brasil Central em
remanescentes distribuidos como encraves, em geral sobre afloramentos de
calcario em diversas fisionomias. Nos Ultimos dois séculos estas florestas

sofreram forte perturbagdo, principalmente pelo desmatamento para exploragao
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de madeira e abertura de extensas areas para pecuaria (WERNECK;
FRANCESCHINELLI; TAMEIRAO-NETO, 2000). FEDs possuem
caracteristicas  historicas, edafoclimaticas e fitossociologicas Unicas,
principalmente os remanescentes sobre afloramento rochoso de calcario (Pérez-
(PEREZ-GARCIA; MEAVE, 2005, 2006).

Nos afloramentos calcarios ha condi¢des para o desenvolvimento de
vegetagdo arborea (FELFILI, 2003; SCARIOT; SEVILHA, 2000). Estas
florestas ocorrem sobre relevos acidentados e estdo condicionadas a forte
variagdo climatica (FELFILI et al.,, 2007). Segundo Felfili et al. (2007) as
espécies que ocorrem em afloramentos de calcario suportam condi¢des
estressantes de solos rochosos rasos, de baixa drenagem e forte periodo de seca,
que pode chegar a seis meses.

No Brasil central, os afloramentos calcarios conservam florestas que
podem ser consideradas como centros de diversidade (POREMBSKI, 2007),
uma vez que abrigam espécies submetidas ao estresse climatico e solos
peculiares. Além disso, em algumas areas, as florestas sobre o afloramento de
calcario representam os ultimos remanescentes de cobertura vegetal nativa,
funcionando como ilhas em meio a uma matriz de pastagem ou areas agricolas.

As Florestas Estacionais Deciduais sobre afloramento calcario merecem
especial atencdo para a conservacdo desses ambientes. Em virtude do
extrativismo de madeira, na grande maioria de forma ilegal para producgido de
carvao vegetal, e exploragdo de rochas calcarias para produgdo de cimento, as
FEDs sobre afloramento estdo ameagadas pelas atividades humanas. Os
afloramentos calcarios podem funcionar como unidades de conservagdo da
diversidade biologica e genética de varias espécies, algumas delas endémicas

desses ambientes.
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2.5 Ceiba pubiflora (A.St.-Hil.) K. Schum

O género Ceiba Mill. (Malvaceae) inclui aproximadamente 17 espécies
com distribui¢do neotropical, desde o México, América Central ¢ Antilhas até a
América do Sul. No Brasil, ocorrem 10 espécies distribuidas em todas as regides
(GIBBS; SEMIR, 2003). Dentre as contribui¢des mais recentes para o género
estdo as de Gibbs, Semir e Cruz (1988), na qual foi proposta a sinonimizagdo de
Chorisia Kunth em Ceiba Mill. e, posteriormente, de Gibbs e Semir (2003)
sobre a revisao de Ceiba, onde foram reconhecidas 17 espécies e apresentadas
descri¢des, ilustragcdes, mapas com a distribuicao geografica e comentarios sobre
as mesmas.

Ceiba pubiflora (A.St.-Hil.) K. Schum. possui marcada presenca em
afloramentos de calcario e distribui¢do desde o Mato Grosso Sul até a Caatinga
do Norte de Minas Gerais e Bahia (OLIVEIRA-FILHO, 2006). Segundo Gibbs e
Semir (2003), a maioria das espécies do género Ceiba ocorre restritamente em
florestas sazonais secas (FEDs), sendo que a espécie Ceiba pubiflora parece ter
uma preferéncia acentuada, mas ndo exclusiva para solos calcarios.

Entre algumas caracteristicas da espécie, destaca-se o tronco com
intumescéncia, a presenga de aculeos nos troncos e ramos, € as folhas compostas
e digitadas, sendo os foliolos cartaceos e geralmente serreados em sua margem.
A espécie perde a maioria das folhas no periodo reprodutivo e as inflorescéncias
sd0 cimosas, ou seja, os eixos das inflorescéncias possuem crescimento limitado,
terminando em uma flor. Ceiba pubiflora tem efetiva poliniza¢ao de suas flores
realizada por beija-flores e, em menor eficiéncia por borboletas e morcegos. A
presenca de apéndices no tubo estaminal parece favorecer a polinizagdo por
beija-flores e borboletas, por facilitar o encontro do tecido nectarifero situado

internamente na base do calice (GIBBS; SEMIR, 2003). O fruto ¢ uma cépsula
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oblonga e deiscente, com sementes leves e envolvidas por arilos pilosos e
brilhantes (paina), que auxiliam na dispersdo anemorica. A paina pode ser usada
como isolante térmico, no enchimento ¢ na confec¢do de boias e salva-vidas. A
madeira, embora fragil e de baixas durabilidade e densidade, pode ser usada no
enchimento e revestimento de miolo de compensados e portas, confec¢ao de
forros e brinquedos e na producdo de celulose, bem como na constru¢do de

embarcagdes.
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3 CONSIDERACOES FINAIS

A conservagdo genética das espécies deve ser levada em consideragdo
em planos de manejo e conservacdo. Unidades de Conservagdo devem ajudar a
manter a capacidade evolutiva da espécie, frente as mudancas ambientais. Para
auxiliar nas definigdes dessas Unidades, os marcadores moleculares, como os
ISSR e cpDNA, sdo importantes ferramentas que devem ser usados. Conhecer os
padroes de diversidade e estrutura genética em populagdes arboreas ¢ fator
chave para programas de conservacao genética.

As Florestas Estacionais Deciduais (FEDs) sobre afloramento calcério
sdo fisionomias peculiares, grandemente ameacgadas pelas atividades antropicas
e que carecem de estudos ecologicos e genéticos. Deve ser considerada a visdo
desses ambientes como sendo ilhas remanescentes de FEDs, e nucleos potenciais
de conservacdo genética de espécies endémicas (por exemplo, Ficus
bonijesulapensis), ou de ocorréncia preferencial em condigdes carsticas (por
exemplo, Ceiba pubiflora).

Os esfor¢os desse trabalho foram no sentido de conhecer a diversidade
genética em populagdes de Ceiba pubiflora (A.St.-Hil.) K. Schum que ocorrem
sobre afloramento de calcario, na regido central do Brasil. A defini¢do de
Unidades de Conservagdo para a espécie, a partir de informagdes geradas pelos
marcadores moleculares, ¢ de fundamental importancia para subsidiar programas
de manejo e conservagdo do governo. A manutencdo da diversidade genética e
da dindmica do fluxo génico entre populagdes ¢ capaz de garantir a
sobrevivéncia das populagdes em longo prazo. Espera-se com este trabalho
adicionar informagdes importantes, até entdo desconhecidas, sobre algumas

caracteristicas genéticas das populagdes de Ceiba pubiflora.
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ARTIGO I:

Ceiba pubiflora (MALVACEAE): DIVERSIDADE GENETICA EM
AFLORAMENTOS CALCARIOS NO BRASIL CENTRAL

RESUMO

As Florestas Estacionais Deciduais (FED’s) que se encontram sobre afloramento
calcario estdo sujeitas a degradagdo pela retirada de madeira e exploracdo de
calcario, para producdo de cimento. Algumas dessas florestas representam os
ultimos remanescentes de cobertura vegetal nativa, funcionando como ilhas de
vegetagdo. As espécies arboreas que se estabelecem nesses remanescentes
carecem de informacdes relativas a ecologia e a genética. A espécie arborea
Ceiba pubiflora (Malvaceae) possui uma ocorréncia comum nos afloramentos
calcarios no Brasil central. Objetivou-se neste trabalho verificar a diversidade
genética em populagdes naturais de C. pubiflora localizadas no Brasil central e,
indicar aquelas prioritarias para funcionar como Unidades Operacionais de
conservacdo. Marcadores ISSR foram utilizados para estimar os indices de
diversidade genética de 10 populagdes naturais de C. publiflora amostradas no
dominio da Caatinga, Cerrado e Atlantico. Os primers ISSR produziram 95
locos, sendo 93 polimoérficos. A espécie apresentou alta diversidade genética
(Hr=0,345; P1p=97,89%). As populagdes SAH, JAN ¢ MON apresentaram o0s
maiores indices de locos polimdrficos e alta diversidade genética. As populagdes
BJL e MIN apresentaram baixa densidade populacional e baixos indices de
diversidade. O fluxo génico ocorreu com maior intensidade entre populacdes
mais proximas geograficamente. A AMOVA revelou que maior parte da
variabilidade genética ocorre dentro das populagdes (91,5%). Pela andlise
Bayesiana, as dez popula¢des foram distintas em cinco grupos (K=5). Trés
barreiras para o fluxo génico foram apontadas na paisagem: Planalto Central ou
vale do Parand; proximidades da cadeia do Espinhago ou vale do rio Sao
Francisco e serra da Mantiqueira; Chapada dos Veadeiros e areas antropizadas.
Existe correlagdo positiva entre a distincia genética (%) e geografica (r = 0,428;
p = 0,008). Unidades Operacionais podem ser criadas (1) na regido sul de Minas
Gerais, (2) na regido central de MG, (3) no norte de MG e sul da Bahia e (4) no
Planalto Central, em Goias.
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ABSTRACT

The Seasonal Dry Tropical Forests on limestone outcrops are subject to
degradation by logging timber and exploitation of limestone for cement
production. Some of these forests represent the last remnants of native
vegetation cover, operating as islands. The tree populations established in these
remaining needs of information on genetic aspect. The species Ceiba pubiflora
(Malvaceae) commonly occurs on limestone outcrops in central region of Brazil.
The flowers of this species are pollinated by hummingbirds and seed dispersal
anemochoric. The objectives of this study were to evaluate the genetic diversity
in natural populations of C. pubifiora in central region of Brazil, and indicate
those for the formation of Management Unites (MU) for conservation. ISSR
markers were used to estimate the levels of genetic diversity in 10 populations
sampled in the area of Caatinga, Cerrado and Atlantic biome. Eight ISSR
primers produced 95 loci, 93 polymorphic. The species had high genetic
diversity (Hr = 0.345; Prp = 97.89%). Populations SAH, JAN and MON have
higher rates of polymorphic loci (90.5%, 86.3% and 84.2%, respectively) and
high genetic diversity (He = 0.348, 0.338 and 0.325, respectively). These
populations were also those that most contributed to gene flow. The BJL and
MIN populations showed low He (0.101 and 0.143, respectively) and low Prp
(24.2% and 26.3% respectively). These populations had low population density.
AMOVA revealed that most genetic variation occurs within populations (91.5%)
than between them. For Bayesian analysis, the ten populations were clustered
into five groups (K = 5), being appointed at least three barriers to gene flow in
the landscape: the Central Plateau or Parana river valley; near of the Espinhago,
or the river S@o Francisco valley, and the Mantiqueira mountain range, Chapada
dos Veadeiros plateau and disturbed areas. For the Mantel test, there is positive
and significant correlation between genetic distance (6°) and geographic (r =
0.428, p = 0.008) and negative significant relationship between gene flow and
geographic distance (r = -0.3, p = 0.028). Management Unites can be created (1)
in the southern region of Minas Gerais (e.g. MI), other (2) in central Minas
Gerais (e.g. SH), (3) in the north of Minas Gerais and southern Bahia (e.g. MO)
and (4) in the Central Plateau in Goias.

Keywords: ISSR, Gene Flow, Conservation Genetic, Management Unites.
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1 INTRODUCAO

As Florestas Estacionais Deciduais (FEDs) estdo sujeitas a degradacao,
principalmente pelo avango das fronteiras agricolas e expansdo dos centros
urbanos. FEDs possuem caracteristicas historicas, edafoclimaticas e
fitossocioldgicas Unicas, principalmente os remanescentes sobre afloramentos
rochosos de calcario (PEREZ—GARCIA; MEAVE, 2005, 2006). Em muitos
locais, os afloramentos calcarios formam manchas de habitats para diversas
espécies e, funcionam como relicarios de diversidade genética.

Florestas Estacionais Deciduais sdo definidas como aquelas que ocorrem
em regides tropicais, que se destacam pela predominancia de chuvas sazonais e
um periodo variavel de forte seca (MOONEY; BULLOCK; MEDINA, 1995).
No periodo de seca, a vegetagdo perde mais de 50% das folhas (MURPHY;
LUGO, 1986). Beard (1944, 1955) sugeriu o conceito de florestas sazonais da
America do Sul como ‘séries de formagdes sazonais’, que agrupam tipos
estruturais de vegetacdo associados com a sazonalidade climatica nos trépicos,
que apresenta uma estacdo seca bem definida com comprimento variavel. Desta
forma, a fisionomia da vegetacdo pode ser semidecidua a fortemente decidua,
ocorrendo até abaixo do Tropico de Capricornio (PRADO, 2000). Outros fatores
fisicos e climaticos importantes nas FEDs podem ser apontados (MURPHY;
LUGO, 1986; PENNINGTON; LEWIS; RATTER, 2006) como solos com
grande fertilidade e pH moderado a alto, areas com alta sazonalidade de chuvas
com menos de 1600 mm ano™' e pelo menos cinco meses de seca.

Atualmente, a distribuicdo das FEDs no continente Sul Americano ¢
descontinua. Estende-se da Caatinga no Nordeste do Brasil até o vale do Rio
Uruguai e areas menores na Bacia Amazonica estendendo até o México. Prado e

Gibbs (1993) apontam trés grandes ntcleos principais: o ‘ntcleo da Caatinga’ no
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Nordeste do Brasil; ‘nticleo de Misiones’ ao longo do sistema dos rios Paraguai-
Parana; e ‘ntcleo Subandean Piedmont’ no sudoeste da Bolivia e noroeste da
Argentina. Outros nucleos menores e mais isolados sdo encontrados em vales
secos nos Andes na Bolivia, norte do Peru e no Brasil Central em remanescentes
distribuidos como enclaves, em geral sobre afloramentos de calcario em diversas
fisionomias. Essas florestas devem representar um remanescente continuo,
interligadas num periodo seco do Pleistoceno, aproximadamente ha 21000 anos
(PRADO; GIBBS, 1993; PENNINGTON et al., 2004).

Os afloramentos calcarios no Brasil em areas de clima sazonal
favorecem a ocorréncia de formagdes florestais. Observa-se nesses ambientes
espécies da vegetagcdo selecionadas por sua resisténcia a seca, sendo algumas
delas restritas a ambientes rochosos e outras ocorrendo também em ambientes
mais mésico, mesmo em outros tipos de formacdo vegetal (FELFILI et al.,
2007). No Brasil central, os afloramentos calcarios conservam florestas que
podem ser consideradas como centros de diversidade (POREMBSKI, 2007),
uma vez que abrigam espécies submetidas ao estresse climatico e solos
peculiares. Além disso, em algumas areas, as florestas sobre o afloramento de
calcario representam os ultimos remanescentes de cobertura vegetal nativa,
funcionando como ilhas em meio a uma matriz de pastagem ou areas agricolas.

Desta forma, a diversidade genética das populagdes de espécies arboreas
nestas paisagens ¢ de fundamental importancia para a manutengdo das
populacdes ao longo do tempo. Frente & constante ameaga que esses ambientes
estdo sujeitos, seja pela exploragdo do calcario pelas fabricas de cimento,
extrativismo madeireiro ou expansdo das fronteiras agricolas, as Florestas
Estacionais Deciduais sobre afloramento de calcario merecem atengdo. Em
especial estudos sobre a diversidade genética em populacdes nesses
remanescentes, buscando indicar aquelas que funcionem como Unidades de

Conservagao, utilizando-se da Genética da Paisagem.
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A genética da paisagem ¢é uma area de pesquisa interdisciplinar,
emergente nessa ultima década, que combina genética de populagdes, ecologia
de paisagem e estatistica espacial (BALKENHOL; WAITS; DEZZANI, 2009;
MANEL et al., 2003; STORFER et al., 2007). Essas informagdes sdo
ferramentas importantes para propor a criacdo de unidade de conservacdo e
coleta de sementes, para eficiente amostragem da variabilidade genética das
espécies. A indicagdo dessas areas visa aquelas populacdes que, sendo
preservadas, sejam capazes de garantir a manutengdo da heranca evolutiva da
espécie, as chamadas Unidades Operacionais (UO ou ESU's) como discutido em
Diniz-Filho e Telles (2002), Taylor e Dizon (1999) e Telles et al. (2003).

Entre as diversas espécies arboreas que ocorrem nas Florestas
Estacionais Deciduais sobre afloramento calcario no Brasil central, destaca-se a
Ceiba pubiflora (A.St.-Hil.) K. Schum (Malvaceae). Essa espécie produz flores
na estagdo seca (junho a agosto), visitadas por abelhas e beija-flores, sendo uma
importante fonte de recursos também para outras espécies, que se alimenta das
flores que caem no chdo, depois de serem fecundadas. As sementes sdo leves e
envolvidas por arilos pilosos que auxiliam na dispersdo anemocorica (GIBBS;
SEMIR, 2003). Ceiba pubiflora foi escolhida para esse estudo de diversidade
genética utilizando marcadores moleculares. Essa espécie comumente ocorre nos
afloramentos calcarios, sendo encontrada em todos os locais propostos para este
trabalho, sendo um modelo de estudo dos padroes de diferenciagdo genética
entre populagdes e regioes.

Os marcadores moleculares ISSR (Inter-simple sequence repearts)
podem ser usados para estudos de diversidade genética em populacdes de
plantas, examinando locos nucleares ndo codificantes (GUPTA et al., 1994;
ZIETKIEWICZ; RAFALSKI; LABUDA, 1994). Estes marcadores tém se

mostrado promissores, em estudos de populagdes de espécies arboreas naturais,
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pela sua caracteristica hiper-varidvel (BRANDAO; VIEIRA; CARVALHO,
2011; CULLEY; WOLFE, 2001; GE; SUN, 1999; SOUZA; LOVATO, 2010).
Buscando estabelecer praticas conservacionistas eficientes para a espécie
C. pubiflora é importante pesquisar a variabilidade genética dentro e entre
populacdes. Estudos de genética de populacdes podem indicar alguns aspectos
importantes da biologia da conservacdo, como por exemplo, a perda de
diversidade genética em populacdes pequenas e isoladas (AGUILAR et al.,
2008; SOUZA; LOVATO, 2010). Desta forma, objetivou-se neste presente
estudo, verificar a diversidade genética em dez populagdes naturais de Ceiba
pubiflora, distribuidas no Brasil Central, com utilizagdo de marcadores ISSR, ¢
verificar as seguintes hipoteses: (1) as populagdes de Ceiba pubiflora, em
fragmentos naturais sobre afloramento calcario, conservam alta diversidade
genética; (2) barreiras geograficas histéricas limitam o fluxo génico entre as

populagdes.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Caracterizac¢do das Populagoes e Coleta de Material

Para o estudo de diversidade genética, utilizando marcadores
moleculares ISSR, amostras foliares de Ceiba pubiflora foram coletadas em 10
localidades nos Estados de Minas Gerais, Bahia e Goids (Tabela 1, Figura 1).
Em caminhamento pelos fragmentos amostrados, foram coletados todos os
individuos encontrados de C. pubiflora. As amostras foliares foram
acondicionadas em saco pléstico, contendo silica gel para desidratagdo do tecido.
Ao término das coletas, as amostras foram transportadas para o Laboratorio de
Conservagdo Genética de Espécies Arboreas, do Departamento de Ciéncias
Florestais, da Universidade Federal de Lavras, Minas Gerais.

As populagdes amostradas s@o fragmentos de Florestas Estacionais
Deciduais Submontanas e Montanas, sobre afloramentos de rocha carbonatica e,
uma populacdo (Minduri — MG), que ndo esta sobre afloramento calcario, mas
em Floresta Estacional Semidecidual Baixomontana. As populagdes encontram-
se nos dominios do Cerrrado, Atlantico e Caatinga (AB’SABER, 2003;
VELOSO; RANGEL-FILHO; LIMA, 2001). Em geral, seu entorno é composto
por Florestas Estacionais Deciduais, inseridas em matriz antropizada, com areas

destinadas ao cultivo de monoculturas ou pastagem.
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Tabela 1 Locais e tamanho amostral utilizado para o estudo de diversidade
genética de Ceiba publiflora. N = Tamanho amostral.

Locais Codigos  Estado N Coordenadas (S/W) Dominio
Bom Jesus da Lapa BJL BA 03 13°03°13,9”S  43°17°28,6”W Caatinga
Montalvania MON MG 16 14°28°21,0S 44°22°14,8"W Caatinga
Januaria JAN MG 16 15°08°03,1”S  44°14°58,4”W  Caatinga
Nova Roma NOR GO 10 13°42°25,7°S ~ 46°51°14,5"W Cerrado
Vila Propicio VIP GO 19 15°29°14,0”S  48°51°52,7"W Cerrado
Santo Hipolito SAH MG 16 18°17°23,7°S  44°11°’13,9”"W Cerrado
Matozinhos MAT MG 13 19°33°08,9”S  44°04°14,4”W  Atlantico
Arcos ARC MG 03 20°19°52,5”S  45°34°43,8”W  Atlantico
Doresopolis DOR MG 03 20°18°25,2”S  45°55°08,5"W  Atlantico
Minduri MIN MG 05 21°39°53,4”S  44°37°50,6"W  Atlantico
Total 106

Classificacao segundo Ab’Saber (2003) e Veloso, Rangel-Filho e Lima (2001).
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Figura 1 Localizagdo das populagdes amostradas de Ceiba pubiflora. GO: Goias,
MG: Minas Gerais, BA: Bahia, DF: Distrito Federal. Imagem: ARCGIS v.9.3.
Classificacdo segundo Ab’Saber (2003) e Veloso, Rangel-Filho e Lima (1991).

2.1.Extracdo do DNA e PCR-ISSR

Realizou-se a extragdo de DNA gendmico dos 106 individuos coletados
de C. pubiflora, pelo método descrito em Doyle ¢ Doyle (1987), com algumas
modificagdes, onde se utilizou: 100 mM de Tris pH 8,0; 1,4 M de NaCl; 20 mM
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de EDTA pH 8,0; 2% (p/v) CTAB; 1% (p/v) PVP-40 ¢ 0,2% (v/v) de B-
mercaptoetanol pré- aquecido a 65 °C. Apos a extragdo, o DNA foi solubilizado
em TE (Tri mM; EDTA mM) e armazenado a -20 °C até o momento da reagao
de PCR-ISSR. O DNA concentrado foi diluido em TE a uma concentragado final
de aproximadamente 5 ng/ul para as reagdes de PCR-ISSR.

A amplificacdo dos fragmentos de DNA pela Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR-ISSR) foi conduzida em 12 pulL, constituido de
aproximadamente 10ng de cada amostra de DNA, tampao de reacdo 1x (500
mM Tris-HCI pH 8,0, 200 mM KCl, 2,5 mgmL-1 BSA; 200 mM Tartrazina e 1%
Ficoll), 2,6 mM MgCl,, 0,25 mM de cada dNTP; 0,125 U Taq DNA Polimerase
(Phoneutria) ¢ 0.4 pM de primer ISSR. O programa de amplificagdo na PCR
constituiu-se de uma desnaturagdo inicial a 94 °C por 2 minutos, e de 37 ciclos
com: desnaturagdo a 94 °C por 15 segundos, anelamento a 42 °C por 30
segundos e extensdo a 72 °C por 1 minuto, com uma extensao final a 72 °C por 7
minutos. Foram testados 15 primers ISSR sendo selecionados oito (Tabela 2), os
quais apresentaram perfil nitido de amplificacdo dos fragmentos de DNA. Os
fragmentos amplificados de DNA foram separados por eletroforese em gel de
agarose 1,5% em solucdo 0,5X de TBE (90 mM Tris, 92 mM acido borico e 2,5
mM EDTA), corado com brometo de etidio, fotografados sobre luz ultravioleta
(Figura 2) e utilizado o software de analise de imagens UVP Doc-1t-LS. A matriz
binaria, gerada a partir da genotipagem do gel quanto a presenca (1) ou auséncia
do fragmento (0), foi utilizada para calcular as estimativas de diversidade
genética para as populagdes de C. pubiflora. Somente dados inequivocos

obtidos pelos fragmentos de DNA foram utilizados para andlise.
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L 49 50 5152 53 54 55 56 57 58 50 60 61 6263 64 6566 67 68 690 70 7172 73 7475 76 77 78 79 80 L

Primer OMAR - Ceiba pubiflora

Figura 2 Imagem dos fragmentos de DNA amplificados de Ceiba
pubiflora (individuos n° 49 ao 80) em gel de agarose, para o primer
ISSR Omar. L = marcador de peso molecular 1 Kb.

2.3 Andadlise dos Dados

2.3.1 Numero de locos polimorficos

Para estimar o numero de locos polimérficos necessarios para obter
associagOes estaveis entre os individuos, foi utilizada a técnica de bootstrap,
com auxilio do programa GENES (CRUZ, 2001). Para cada par de individuos, a
similaridade genética foi estimada a partir de simulagdes com reamostragens de
diferentes tamanhos, com 10.000 permutacdes. Com isto, foram obtidas as
estimativas de correlacdo de valores de matriz de similaridade com outras

matrizes geradas com diferentes numeros de fragmentos. Quando o indice E
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(estresse) atingir valor inferior a 0,05, o nimero de locos ¢ considerado
suficiente para as demais analises genéticas (KRUSKAL, 1964).

Adicionalmente, verificou-se o Conteudo de Informagdo Polimérfica
(PIC). O valor de PIC indica a eficiéncia dos primers ISSR utilizados em
detectar polimorfismo entre dois individuos, retirados aleatoriamente da amostra
total. Para calculo do PIC utiliza-se a formula: PIC = 2Pi (1-Pi), sendo Pi a
frequéncia de fragmentos polimorficos amplificados, e /-Pi a frequéncia do
alelo nulo. Desta forma, o valor de PIC pode variar entre 0,0, ou seja,
marcadores monomorficos, e 0,5 para marcas presentes em 50% dos individuos
e ausentes nos outros 50% (BOTSTEIN et al, 1980; CHAKRABORTY;
FUERST; FERRELL, 1979; ROLDAN-RUIZ et al., 2000).

2.3.2 Diversidade Genética

A caracterizagdo da variabilidade genética foi realizada no programa
POPGENE v.1.32 (YEH, 1997), utilizando parametros para dados diploides
dominantes, onde a estatistica de variabilidade genética para cada populagdo foi
calculada conforme Nei (1987). Tendo em vista a natureza dominante dos dados,
esse programa pressupde, para os calculos das estimativas das frequéncias
alélicas, que os locos estejam em Equilibrio de Hardy-Weinberg. As frequéncias
alélicas foram estimadas a partir da raiz quadrada da frequéncia do gendtipo
nulo (recessivo). Foi estimada a porcentagem de locos polimorficos totais € em
cada populacdo; Heterozigosidade esperada (H.), calculada pela formula: H, = 1
- Yp?’, onde p; é a frequéncia da banda i; Indice de Shannon () de diversidade
fenotipica, estimado pela formula: I = -> pi Lnpi/n, onde pi ¢ a frequéncia da
banda e n é o nimero de marcadores avaliados; e identidade genética de Nei

(1978), para todos os pares de populagoes.
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As analises de diversidade genética de Ceiba pubiflora foram obtidas
pelo método de Nei (1987). Foram estimadas a heterozigosidade total (Hy), a
diversidade genética média dentro das populagdes (Hs), € o fluxo génico (Nm),
pelo célculo indireto dado pela formula: Nm = 0,25 (I — Gsrp) / Gsrs
(MCDERMOTT; MCDONALD, 1993), onde Gsrp (coeficiente de
diferenciagdo populacional) obtido por célculo Bayesiano, pelo programa
HICKORY v.1.1. O fluxo génico também foi estimado, pelo mesmo célculo
indireto, entre os pares de populagdo, para verificar aquelas que mais
contribuiram para a movimentagao de alelos entre elas, com auxilio do programa
HICKORY v.1.1 (HOLSINGER; LEWIS, 2007). Verificou-se a contribui¢dao
porcentual de cada populacdo para o fluxo génico total entre os pares de
populacdo. Aplicou-se o teste de Mantel, com o programa PC-Ord 4.14
(MCCUNE; MEFFORD, 1997), para verificar se existe correlacdo entre a matriz
dos dados do fluxo génico entre os pares de populagdes e matriz de distidncia

geografica.

2.3.3 Estrutura Genética

A Anidlise de Variancia Molecular — AMOVA (EXCOFFIER;
SMOUSE; QUATTRO, 1992) foi empregada para discriminar da varidncia
genética total, os componentes de covariancia devido as diferengas em nivel
intra e inter individuos e/ou entre subpopulacdes dentro de populagoes (WEIR,
1990). A analise baseia-se nas distdncias genéticas tratadas como desvios da
média de um grupo e utiliza os quadrados dos desvios como variancia,
permitindo a particdo da variagdo genética entre e dentro das populacdes. As
somas de quadrados convencionais (SQ) podem ser escritas na forma de somas
de quadrados de diferencas entre pares de observacdes, construindo uma analise

de variancia molecular hierarquica, partindo diretamente da matriz das distancias
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quadradas de todos os pares de haplotipos (EXCOFFIER; SMOUSE;
QUATTRO, 1992).

A abordagem Bayesiana (HOLSINGER; LEWIS; DEY, 2002) foi
utilizada para obter o indice de divergéncia genética 6 entre os pares de
populagdes, com auxilio do programa HICKORY v1.1 (HOLSINGER; LEWIS,
2007). Esse programa também foi utilizado para obter os wvalores de
heterozigosidade genética total (Hrp) e heterozigosidade média dentro da
populagdo (Hsg), pelo método Bayesiano. O valor de 6® é calculado usando
quatro diferentes modelos para marcadores dominantes: modelo livre, onde se
estima os valores de endogamia; modelo 8° = 0 e modelo f= 0, onde fixam os
valores de 0° e f em zero; e modelo completo, onde se assume todas as
possibilidades anteriores. As simula¢des sdo obtidas pelo método da cadeia de
Markov Monte Carlo (MCMC) (BATISTINI et al., 2009). O modelo escolhido a
partir da observagdo dos valores do DIC (Deviance Information Criterion),
adotando-se aquele com menor valor de DIC (SPIEGELHALTER et al., 2002).
A representagdo simplificada das divergéncias genéticas (6®) foi realizada pela
construgdo de dendrogramas pelo método de agrupamento UPGMA -
Unweighted Pair-Group Method, Arithmetic Average (SNEATH; SOKAL,
1973), adotando a rotina SAHN (Sequential Agglomerative, Hierachical &
Nested Clustering) com auxilio do programa NTSYS v2.11 (ROHLF, 2000).

Com a finalidade de wverificar a ocorréncia de diminuigdes
contemporaneas significativas do tamanho efetivo devido a colonizagdo recente,
foi usado o programa Bottleneck 1.2.02 (CORNUET; LUIKART, 1997). Essa
analise se baseia no principio de que as populacdes que passaram por um recente
e forte gargalo genético mostram uma rapida redugdo do ntimero de alelos (NEI;
ROYCHOUDHURY, 1974). Realizou-se essa analise em todos os locos

assumindo o ajuste no Modelo de Alelo Infinito de Mutagdo (IAM), segundo
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Kimura e Crow (1964). A significancia foi avaliada usando o teste hierarquico
de Wilcoxon (Wilcoxon signed rank test), baseado em 1000 replicacdes.

O teste de Mantel foi aplicado, com auxilio do programa PC-Ord 4.14
(MCCUNE; MEFFORD, 1997), para verificar a existéncia de correlagdo entre a
matriz de distincia genética (0°) e matriz de distincia geografica dos pares de
populacdes. Esse teste também foi empregado para verificar a correlagdo entre
classes de distancias geograficas com as distincias genéticas (6%). Com isso,
buscou verificar o padrdo de estrutura espacial entre as populacdes, sendo as
classes de distidncia geograficas definidas de forma a manter 0 mesmo numero
de conexdes entre populacdes. Assim, obtém um correlograma multivariado,
correlacionando o aumento das classes de distancias com as distancias genéticas
(ver TELLES et al., 2007).

Para inferir o nimero de grupos genéticos (K) que as populacdes
amostradas representam, foi utilizada andlise Bayesiana (Structure v.2.2)
(PRITCHARD; WEN, 2010). O namero de grupos genéticos (K) variou de k=1
a k=10, sendo estimado usando o modelo de ancestralidade ndo misturada (no
admixture) com a frequéncia de alelos correlacionados, sendo realizadas 12
corridas independentes para cada K. Cada corrida constituiu de 100.000
repeticdes em Cadeia de Monte Carlo Markiv (MCMC) e burn-in de 50.000. O
numero de K populagdes ¢ obtido pelo calculo médio de cada K pelo modelo
Log-likelihood, ‘log of probability’ (LnP(D)), onde espera-se que o numero de
grupos genéticos seja o valor K maximo observado, ou com o menor nimero
negativo de Ln (PRITCHARD; STEPHENS; DONNELLY, 2000).

O programa Barrier v.2.2 (MANNI; GUERARD; HEYER, 2004) foi
utilizado para indicagdo de descontinuidades genéticas no espago, pelo método
de triangulagdo de Delaunay, identificadas pelo algoritmo de Monmonier
(MANNI; GUERARD; HEYER, 2004) a partir das coordenadas geograficas

obtidas por Sistema de Posicionamento Global (GPS) e das distancias genéticas
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(6%). Com as coordenadas geograficas de cada populagdo, é construido um
mapa, aplicando o método de triangulacdo de Delaunay para conectd-las em uma
rede, formada por um conjunto de trés pontos (ABC), sendo ligados somente se
um circulo que passe sobre elas nao inclua nenhuma outra populagdo. Seguindo
método proposto por Legendre e Legendre (1998), a descontinuidade dos dados
multivariados foi obtida pela divisdo das distdncias genéticas de cada ligagdo
ABC da rede pela distancia geografica. A descontinuidade ¢ delimitada pelos
valores mais elevados encontrados ao longo da rede de Delaunay (ver:
LEGENDRE; LEGENDRE, 1998; MANEL et al., 2003).

Foram propostas Unidades Operacionais (UO’s) para conservagao
genética da espécie Ceiba pubiflora com base nos dados obtidos de diversidade
e estrutura genética, e correlograma de Mantel, segundo proposto em Diniz-
Filho e Telles (2002). Esses autores sugerem a definicdo de Unidades
Operacionais baseando-se no padrdo espacial da variabilidade genética,
obedecendo a uma distdncia minima entre populacdes, onde podem ser

consideradas independentes geneticamente.
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3 RESULTADOS

3.1 Marcadores ISSR

Os oito primers ISSR utilizados neste estudo geraram 95 locos com
perfil nitido para identificagdo em todos os individuos, sendo que 93 locos foram
polimérficos (97,9%). O nimero de locos variou de 6 a 19 com média de 11
locos (Tabela 2) e tamanho variando de 300 a 2500 bp. O valor de PIC variou de
0,309 a 0,439, com média de 0,369. Em 72 locos o valor de PIC foi superior a
0,3 (Figura 3), demonstrando que os marcadores sdo eficientes para identificar

polimorfismos entre os individuos.

Tabela 2 Primers utilizados para amplificacio do DNA gendmico de Ceiba
pubiflora, suas respectivas sequéncias, nimero de locos amplificados, niimero
de locos polimorficos e valor do Contetido de Informagdo Polimorfica (PIC).

N° de N° de Locos

Primer ISSR Sequéncia (5°-3°) Locos Polimérficos PIC
UBC 825 (AC)8T ACA CACACA CACACACT 14 14 0,337
UBC 835 (AG)8-YC AGA GAG AGA GAG AGA GYC 8 7 0,439
UBC 842 (GA)8-YG GAG AGA GAG AGA GAG AYG 11 10 0,414
UBC 857 (AC)8YG ACA CAC ACA CAC ACA CYG 13 13 0,309
UBC 888 BDB(CA)7  BDB CAC ACA CAC ACA CA 19 19 0,356
OMAR (GAG)4-RC GAG GAG GAG GAGRC 17 17 0,370
CHRIS (CA)7-YG CAC ACA CACACA CAY G 7 7 0,346
UBC 841 (GA)8-YC GAG AGA GAG AGA GAG AYC 6 6 0,379

TOTAL/Média 95 93 0,369
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Onde: R = purina (A ou G) e Y = pirimidina (C ou T); B = (C,G,T i.e. ndo A) D
=(A,G,T i.e. ndo C).
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Figura 3 Classes dos valores de PIC (Conteudo de Informagdo Polimérfica)
para os locos (total 95 locos) obtidos para Ceiba pubiflora, utilizando
primers ISSR, para classes de PIC (Contetido de Informagéo Polimérfica).

A andlise do nimero 6timo de locos, obtida com auxilio do programa
GENES (CRUZ, 2001), mostrou que 87 locos foram suficientes para se estimar
os indices de diversidade genética de C. pubiflora. O valor de estresse observado
para 87 locos (0,041) indica o ajuste entre a matriz original e a matriz simulada,
com correlacdo de 0,986 (Grafico 1), ou seja, a quantidade de locos utilizados
nas analises foram suficiente para encontrar estimativas confiaveis de

diversidade genética.
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Grafico 1 Correlacdo entre o nimero de locos (fragmentos) e o valor de estresse
(r) obtida por meio de bootstrap, para Ceiba pubiflora.

3.2 Diversidade Genética

A heterozigosidade genética total (Ht) de todas as populagoes,
assumindo equilibrio de Hardy-Weinberg, foi de 0,345 (£0,017) e a
heterozigosidade média dentro da populagdo (Hs) foi de 0,253 (£0,007). O
coeficiente de diferenciagdo populacional (Gst) (NEI, 1978) encontrado foi
0,267, com fluxo génico histérico (Nm) entre as populagdes de 1,37 migrantes
por geragdo. A diversidade genética (NEI, 1973) e o indice de Shannon para a
espécie foram, respectivamente, 0,364 ¢ 0,541.

As populagdes localizadas nos municipios de Santo Hipoélito (SAH),
Januaria (JAN), Montalvania (MON) apresentaram os maiores indices de

diversidade genética (Tabela 3, Figura 5). As porcentagens de locos
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polimorficos nessas populagdes foram respectivamente: 90,53%, 86,32%,
84,21%. As populagdes BJL, MIN, ARC e NOR apresentaram baixos indices de
diversidade genética, em comparac¢ao com as demais populagdes, destacando as
populacdes de Bom Jesus da Lapa (BJL) e Minduri (MIN), que apresentaram
baixo He (0,101 e 0,143, respectivamente) e baixa porcentagem de locos
polimoérficos (24,21% e 26,32%, respectivamente). Nestas localidades foram

encontrados poucos individuos de C. pubiflora.

Tabela 3 Estimativas de diversidade genética em 10 populagdes de Ceiba
pubiflora. N: nimero de individuos, He: diversidade genética de Nei (1978), I:

indice de Shannon, % P: porcentagem de locos polimorficos.

Populagio N He 1 poll\glll('())rcfsl)(s:os % PL
BIJL 03 0,101 (0.178) 0,146 (0.260) 23 24,21
MON 11 0,325 (0.177) 0,478 (0.243) 80 84,21
JAN 16 0,338 (0.166) 0,496 (0.227) 82 86,32
NOR 10 0,235 (0.202) 0,349 (0.288) 60 63,16
VIP 19 0,271 (0.184) 0,406 (0.257) 74 77,89
SAH 16 0,348 (0.155) 0,512 (0.207) 86 90,53
MAT 13 0,298 (0.182) 0,444 (0.247) 80 84,21
ARC 03 0,246 (0.217) 0,356 (0.307) 56 58,95
DOR 03 0,257 (0.214) 0,373 (0.303) 59 62,11
MIN 05 0,143 (0.198) 0,210 (0.289) 25 26,32
Total 101 94 97,89

() : desvio padrao. NOR: Nova Roma, ARC: Arcos, DOR: Doresopolis, BJL:
Bom Jesus da Lapa, SAH: Santo Hipoélito, MAT: Matozinhos, JAN: Januaria,
VIP: Vila Propicio, MIN: Minduri, MON: Montalvania.
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Figura 5 Representacdo da diversidade genética de Nei (He, valores entre
parénteses) em 10 populacdes de Ceiba pubiflora. O tamanho do simbolo ¢
proporcional ao valor de He. Ver Tabela 3. Imagem: Ministério da Agricultura.

O fluxo génico histdrico, obtido pelo calculo indireto (MCDERMOTT;
MCDONALD, 1993) Bayesiano entre os pares de populagdes, revelou um maior
fluxo ocorrendo nas populagdes SAH, BJL, DOR, MIN e JAN (Figura 6). As
populagdes SAH e BIL se destacam, pois juntas, participaram com mais de 1/4
do fluxo génico entre todas as populagdes. O teste de Mantel mostrou que nio
existe correlacdo siginificativa entre as matrizes de fluxo génico (Nm) e de

distancia geogréfica, entre os pares de populagdes (r = - 0,08; p = 0,57). As
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populagdes NOR e VIP apresentaram os menores valores de fluxo génico com as

demais populagdes.
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Figura 6 Distribui¢do da porcentagem de contribui¢do do fluxo génico historico
entre populagdes de Ceiba pubiflora. Os circulos sdo proporcionais a
porcentagem de contribui¢do do Nm. Ao lado, matriz dos valores de fluxo

génico entre todos os pares de populagdes. Imagem: Ministério da Agricultura.
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3.3 Estrutura Genética

Pela andlise de variancia molecular (AMOVA) observa-se uma maior
propor¢ao da variabilidade genética ocorrendo entre individuos dentro das
populagdes (91,51%) do que entre as populagdes (Tabela 4). A AMOVA revelou
baixa diferenciagdo genética entre as 10 populagdes de C. pubiflora. Da
diversidade genética total, 8,49% da variagdo ocorreu entre as populacdes
(Ds1=0,084, p<0,0001).

Tabela 4 Analise de varidncia molecular (AMOVA) em populacdes de Ceiba
pubiflora. GL: graus de liberdade ¢ SQ: soma do quadrado dos desvios. Fsr.
valor de diferenciagdo genética.

Fonte de Componentes Variagdo

variagdo GL 5Q da variancia Total (%) P

Entre

~ 9 207,247 1,227 8,49 <0,0001
populacdes
Dentro de 87 978,693 13,225 91,51 <0,0001
populacdes
Total 96 1185,94 14,452 100

Fsr 0,084

Na abordagem Bayesiana, foi utilizado o modelo completo (fill model)
por apresentar o menor valor de DIC (2832,78) (Tabela 5). A heterozigosidade
genética total (Hr.p=0,391) e heterozigosidade média dentro da populagdo (Hg
5=0,357), calculadas pelo método Bayesiano, foram proximas as encontradas
pelo célculo de Nei (0,345 e 0,253 respectivamente), no entanto, o coeficiente de
diferencia¢do populacional foi menor (Gsrp=0,087) que o encontrado pelo

calculo de Nei (0,267).
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Tabela 5 Modelos de estimagdo para a distancia genética O, testados pela
analise Bayesiana entre 10 populacdes de Ceiba pubiflora. Parametros de
diversidade 6° e £, SD: desvio padrio; IC: intervalo de confianga; DIC: Deviance
information criterion.

Modelo 0° F DIC
Média SD  IC(97.5%) Média SD  IC (97.5%)

Full 0,09 0,01 (0,07;0,12) 0,71 0,23 (0,15;0,99) 2832

=0 0,06 0,01  (0,05;0,08) - - - 2874

05=0 - - - 0,75 0,12 (0,49;0,96) 3229

Free f 0,12 0,01 (0,09 0,15) 0,50 0,28  (0,02;097) 2962

A partir do modelo completo, estimaram-se as distancias genéticas 0°
entre os pares de populagdes (Tabela 6) pela analise Bayesiana. As populagdes
de MIN e DOR apresentaram o menor valor de distdncia genética entre elas
(0,026), e as populagdes de ARC e VIP apresentaram o maior valor (0,241). O
valor médio de 6® de todas as combinagdes foi de 0,1, com distancia geografica
média de aproximadamente 490 km. O teste de Mantel revelou a existéncia de
correlacdo positiva e significativa (r=0,428; p=0,008) entre as distancias

genética e geografica entre as populagdes.
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Tabela 6 Distancia genética Og (abaixo da diagonal) e distancia geografica (Km)
entre os pares de populacdes de Ceiba pubiflora (acima da diagonal).

NOR ARC DOR BIL SAH MAT JAN VIP MIN MON
NOR [ 0 73825 732,12 376,87 578,59 712,83 333,97 288,66 908,39 280,63
ARC | 0,194 0 81,0 811,07 262,62 1750 558,38 641,84 178,51 662,71
DOR | 0,172 0,037 0 822,07 283,64 20846 556,93 620,7 20243 669,92
BIL | 0,112 0,08 0,069 0 561,92 701,74 266,06 638,89 938,78 1655
SAH | 0,075 0,049 0,068 0030 0 142,52 309,29 588,49 375,82 428,05
MAT | 0,100 0,139 0,083 0,122 0038 0 451,66 686,32 238,64 570,39
JAN | 0,102 0,114 0,104 0,053 0,040 0072 0 48582 680,18 121,14
VIP | 0,072 0241 0221 0051 0,09 0,138 008 0 817,72 497,92
MIN | 0,149 0034 0,026 0,092 0062 0,140 0,068 0,178 0 80138
MOM | 0,160 0,101 0,086 0,063 0,106 0,145 0068 0,172 0,100 0

O correlograma multivariado (Grafico 2) mostra uma baixa correlagdo

negativa e significativa na primeira classe de distdncia geografica (r=-0,3; p =

0,028). Para as outras classes de distancia, os valores foram maiores, porém nao

significativos. A interceptagdo do eixo X ocorreu na terceira classe de distancia,

entre 401 a 580 km. Esse intercepto indica a distancia geografica onde as

populacdes podem ser consideradas como grupos geneticamente independentes,

sendo considerados como Unidades Operacionais (UO).
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Grafico 2 Correlagdo entre distincia genética 0° e cinco classes de distincia
geografica (Classe 1: 0-250 km; Classe 2: 251-400 km; Classe 3: 401-580 km;
Classe 4: 581-710; Classe 5: 711-) para Ceiba pubiflora.

A andlise Bayesiana realizada no programa STRUCTURE revelou a
existéncia de cinco grupos genéticos distintos (K=5), como mostra o grafico
com os valores de (LnP(D) (Figura 8 — A), ou seja, os gendtipos de C. pubiflora

analisados neste trabalho pertencem a cinco grupos distintos (Figura 8 — B).
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Figura 8 A — grafico dos valores dos agrupamentos genéticos (K) e log da
probabilidade média (LnP(D)), obtidos pela andlise Bayesiana. Os 101
individuos de Ceiba pubiflora das 10 populagdes estao representados no grafico
B, dos diferentes conjuntos genéticos para K = 5. As populagdes estdo
delimitadas pela barra vertical escura.

O valor de K revela o numero real de grupos genéticos, ou seja, 0 maior
valor observado de LnP(D) indica uma estrutura de agrupamento das dez
populagdes em cinco grupos, mostrado pelas cores no grafico (Figura 8 — B).
Apenas as populacdes VIP e MON apresentaram baixa estruturagdo de cores,
que representam os cinco agrupamentos. Adicionalmente, a analise para
verificar efeito de gargalo genético historico (bottleneck) para C. pubiflora,
mostrou excesso de locos heterozigotos, com taxa de deficiéncia de 89/6
(p<0,001), ou seja, 89 locos em excesso e 6 em déficit. O resultado revela que a
heterozigosidade esperada, dentro do Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW), nos
locos polimoérficos ¢ maior do que a esperada sob equilibrio entre mutagao e

deriva.



65

A triangula¢do de Delaunay, para verificar descontinuidades genéticas
geradas por barreiras na paisagem, indicou a existéncia de pelo menos trés
barreiras (Figura 9). A mais intensa (1) separa as populagdes do Estado de Minas
Gerais e Bahia das populagoes de Goias (Figura 9, barreira ‘a’), a segunda (2)
separa as populacdes do sul do Estado de Minas Gerais das demais populag¢des
(Figura 9, barreira ‘b’) e a terceira (3) separa a populagdo VIP das demais

populagdes (Figura 9, barreira ‘c’), com base nos valores de 0°.

Brasil

Figura 9 Mapa de relevo (Imagem: Ministério da Agricultura) das populagdes
amostradas de Ceiba pubiflora e a rede de triangulagdo de Delaunay (linhas



66

azuis). As linhas em vermelho (a, b e ¢) indicam as descontinuidades genéticas
entre os conjuntos de populagdes. Imagem: Ministério da Agricultura.

Além da propria distancia geografica, que separa naturalmente as
populacdes amostradas, outras possiveis barreiras para o fluxo génico entre as
populacdes podem ser apontadas. Estas seriam: (a) Planalto Central ou vale do
Rio Parani e extensas areas de cultivo; (b) proximidades da cadeia do Espinhago
ou vale do rio Sdo Francisco e, mudanga da fisionomia da vegetagdo, regido
ecotonal de formagdes de Florestas Semideciduais do dominio Atlantico (Figura
1); (c) extensas areas com intervencdo antropica e o Planalto Central.

O dendrograma construido pelo método UPGMA (Figura 10), utilizando
a matriz das distdncias genéticas (6°) também mostrou que populagdes

geograficamente proximas tendem a apresentar menor distancia genética.
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Figura 10 Dendrograma UPGMA baseado na distdncia genética (6°) entre
populacdes de Ceiba pubiflora.
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Pelo dendrograma nota-se a formacao de dois grupos, um formado pelas
populacdes localizadas no Estado de Goids (NOR e VIP) e outro formado pelas
demais populagdes. No segundo grupo, observar-se a separagao de um subgrupo
formado pelas populagdes que estdo sob influéncia do dominio Atlantico (ARC,
DOR e MIN) e estdo proximas geograficamente. As populagdes localizadas ao
norte formam outro subgrupo (BJL, SAH, JAN, MAT) que se assemelham
geneticamente com o subgrupo localizado ao sul e com a populacdo de
Montalvania (MON). A populagdo MON se distanciou dos dois subgrupos
formados. Isto corrobora com o resultado do teste de Mantel, onde houve
correlagdo das distancias genética e geografica e, em parte, com o esperado pelo

modelo de isolamento pela distancia, proposto por Wright (1943).
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4 DISCUSSAO

Esse estudo de conservacdo, com uso de marcadores moleculares ISSR,
mostrou a existéncia de alta diversidade genética dentro das populagdes de
Ceiba pubiflora. Os resultados encontrados refor¢am a hipotese de que as
populacdes remanescentes desta espécie conservam variabilidade genética,
importante para sua sobrevivéncia ao longo do tempo. Os indices de diversidade
genética, estimados a partir das frequéncias alélicas, sdo importantes para
subsidiar medidas eficazes de conservacio.

O numero de locos utilizados em estudos de diversidade genética de
espécies arboreas, com marcador molecular ISSR ¢ variavel (BRANDAO;
VIEIRA; CARVALHO, 2011; NYBOM, 2004; SOUZA; LOVATO, 2010). O
calculo do nimero 6timo de bandas (SILVEIRA; RUAS; RUAS, 2003) e o valor
de PIC tém sido utilizados (BHATTACHARYA; BANDOPADHYAY;
GHOSH, 2010; MUTHUSAMY; KANAGARAJAN; PONNUSAMY, 2008;
SALEH, 2011). Os marcadores ISSR deste estudo se mostraram eficientes, para
a quantificagdo da diversidade genética de C. pubiflora, ¢ para identificar o
polimorfismo entre os individuos nas populagdes, evidenciado pelos resultados
do PIC (média de 0,369), ¢ do calculo do nimero 6timo de locos (87). Dados
obtidos pelos marcadores ISSR também podem ser comparados aos obtidos por
RAPD, pela sua natureza dominante e parametros genéticos similares obtidos
por ambos (NYBOM, 2004; NYBOM; BARTISH, 2000).

A espécie C. pubiflora apresenta altos indices de diversidade genética
para a maioria das populagdes analisadas, exceto para as populacdes BJL e MIN.
Os valores médios de diversidade genética encontrados para a espécie

(He=0,364; Gs1=0,267) sdo proximos dos valores estimados para espécies de
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sistema de reprodugdo de cruzamento (Hpop=0,27; Ggs1=0,22) e de dispersdo
anemocorica (Hpop=0,27) (NYBOM, 2004).

A porcentagem de locos polimoérficos ¢ um pardmetro utilizado em
estudos de conservagdo genética de populagdes, obtidos a partir de marcadores
dominantes (ALEXANDER; LISTON; POPOVICH, 2004; BRANDAO et al.,
2011; COTA et al., 2011; GE; SUN, 2001; OLIVEIRA et al., 2012; XIA et al.,
2007). Observou-se que metade das populagdes estudadas apresenta
porcentagem de locos polimdrficos abaixo de 70% (NOR, ARC, DOR, BJL e
MIN), sendo que as populagdes de BJL e MIN apresentaram valores muito
baixos de diversidade genética (H.~0,101 e 0,143; %PL=24,21 e 26,32,
respectivamente). Estes baixos valores podem ser devidos ao baixo nimero de
individuos encontrados nessas areas, pois foram encontrados somente 3 e 5
individuos, respectivamente (baixa tamanho populacional). Outros resultados,
com marcadores dominantes, mostram resultados similares para locos
polimorficos. Lacerda et al. (2001) encontraram 71% de locos polimorficos para
Plathymenia reticulata e, para P. foliolosa, encontraram 64,9% (LACERDA et
al., 2002).

Populagdes com tamanho demografico baixo e que permanecerem
isoladas por muitas geragdes, podem estar sujeitas a duas consequéncias
genéticas importantes: altos niveis de deriva genética e endogamia. Isto
contribui efetivamente para a ocorréncia de baixa diversidade genética dentro
dessas populacdes e, para a deriva, em que alelos de baixa frequéncia tendem a
ser perdidos na populacdo (BARRETT; KOHN, 1991; ELLSTRAND; ELAM,
1993).

Em Florestas Estacionais Deciduais a ocorréncia da espécie Ceiba
pubiflora estd associada a afloramentos de calcario (GIBBS; SEMIR, 2003).
Esses afloramentos, muitas vezes, possuem limites para o estabelecimento da

espécie, levando a uma baixa densidade populacional. Em Florestas Estacionais
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Semideciduais (por exemplo, MIN), a espécie C. pubiflora é de ocorréncia rara,
ou seja, a densidade populacional também ¢ baixa, com individuos separados
por distdncias maiores, em comparacdo com aqueles que ocorrem em
afloramentos de calcario. Portanto, a baixa densidade populacional e isolamento
dos individuos podem ser fatores criticos para os baixos indices de diversidade
nessas populagoes. Dados similares de diversidade genética foram encontrados
para espécies ameacadas de baixa densidade populacional, como a
Dimorphandra wilsonii (PLp=40%; 1=0.190; He=0.124) (SOUZA; LOVATO,
2010), Heptacodium miconioides, espécie ameagada e endémica da China
(PLp=78.3%, 1=0.3760; He=0.246) (JIN; LI, 2007).

Outro fator importante que deve ser considerado ¢ a alta taxa de
fragmentacdo florestal, principalmente nas adjacéncias dos locais estudados. Nos
ultimos dois séculos, a regido central do Brasil teve grande expansdo urbana e
agraria. Grandes areas cultivadas, em destaque no sul do Estado de Minas Gerais
e Estado de Goias, intensificam o efeito de isolamento das populagdes sobre os
afloramentos calcarios, e consequentemente das populacdes de C. pubiflora que
ocorrem em Florestas Semideciduais.

Alguns autores (JUMP; PENUELAS, 2006; LOWE et al., 2005;
ORTEGO; BONAL; MUNOZ, 2010; YOUNG; BOYLE; BROWN, 1996)
argumentam que a fragmentagao, ou mesmo a perda de habitat, pode levar a uma
erosdo da variabilidade genética. Isso ocorre devido a modificagdes nos sistemas
de cruzamentos das plantas, ocasionando endogamia e diminui¢do na taxa de
fluxo génico, que por sua vez leva ao aumento da diferenciacdo das populacdes.
Em ambientes perturbados, pode ocorrer perda da variabilidade genética e do
fitness da espécie, aumentando o risco de extingdes de populacdes locais em
curto prazo e, em longo prazo, limitagdo no potencial evolutivo da espécie frente

as mudancas climaticas/ambientais (BARRETT; KOHN, 1991; HAMRICK,
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2004; HELDRICK; MILLER, 1992; JUMP; PENUELAS, 2006; TANSLEY;
BROWN, 2000; YOUNG; BOYLE; BROWN, 1996).

Esses argumentos citados anteriormente sdo questionados para espécies
arboreas de vida longa (JUMP; PENUELAS, 2006), dependendo muitas vezes
das interagdes com seus agentes dispersores de polen e sementes, e da estratégia
de colonizagdo da espécie. Espécies arboreas podem ser mais resistentes aos
efeitos da fragmentacdo do que se supdem (HAMRICK, 2004; JUMP;
PENUELAS, 2006). No trabalho de Kramer et al. (2008) sdo discutidas
algumas contradi¢cdes quanto aos efeitos genéticos da fragmentacao florestal,
uma vez que sdo escassos suportes empiricos para esta teoria. Os autores
reforcam a ideia de que, na realidade ecoldgica, muitas vezes os limites dos
fragmentos florestais ndo representam efetivamente os limites para populacdes
de espécies arboreas de fecundagdo cruzada. Sendo assim, espécies arboreas em
florestas tropicais evoluiram num contexto de poucos individuos por 4area,
separados por grandes distancias entre eles, onde o sistema de polinizacdo
necessariamente contorna esse fator.

Por outro lado, espécies de ocorréncia rara, como a Ceiba pubiflora,
podem ser mais propensas aos efeitos da fragmentagao florestal, sobretudo pela
perda de individuos, aliada a perda de habitat, ¢ impactos sobre seu agente
polinizador. Como apontando por Souza e Lovato (2010), popula¢des com baixa
densidade populacional estariam mais ameagadas pelo seu proprio status
demografico que pela baixa diversidade genética em sua populagéo.

O tamanho da populacdo (N) também pode explicar os altos indices de
diversidade genética observados nas populacdes SAH, JAN e MON. Nessas
populagdes ¢ encontrada maior densidade de individuos sobre o afloramento, ¢
sdo areas em melhor estado de conservagdo, sendo que a populagdo JAN esta
inserida em uma reserva ecoldgica (Parque Estadual Veredas do Peruagu).

Entretanto, a maioria dessas populacdes esta sob forte pressao antropica, sendo o
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seu entorno destruido aos poucos, principalmente pelo corte ilegal de madeira
para produgdo de carvao vegetal e abertura de areas para pecuaria. Além disso,
existe a possibilidade de exploracdo de calcario nesses remanescentes, devido a
crescente demanda exigida pela expansdo urbana. Impactos que alteram os sitios
de ocorréncia da espécie e/ou o comportamento dos agentes polinizadores de C.
pubiflora podem gerar perda de diversidade genética nas popula¢des, como
discutido anteriormente.

Ceiba pubiflora tem uma efetiva polinizacdo realizada por beija-flores e,
em menor eficiéncia por borboletas e morcegos (GIBBS; SEMIR, 2003) ¢ as
sementes sdo dispersas pelo vento. A abundante produ¢do de sementes, que sdo
leves e pilosas, capazes de percorrer grandes distancias carregadas pelo vento,
somada a capacidade do beija-flor em percorrer a distdncia que separa uma
arvore da outra, durante o forrageamento, possibilita uma maior recombinacao
de alelos dentro da populag@o e entre elas. Os niveis de fluxo génico e baixa
diferenciag@o entre populacdes sdo indicativos de recombinacdo de alelos.

O fluxo génico (Nm) ¢é primordial para a homogeneiza¢do dos alelos
entre as populagdes (HARTL; CLARK, 1997). Os valores de fluxo génico sdo
baseados nos relatados por Mills e Allendorf (1996) e Wang (2004), cujo
numero de 1,0 a 10 migrantes por geragdo, entre as populagdes, contrapde os
efeitos da deriva genética. Ja segundo Wright (1951) e Slatkin (1987), valores de
Nm superiores a 4,0 migrantes por geragdo pode evitar os efeitos do cruzamento
de individuos aparentados, que eventualmente ocorrem dentro das populagdes.
Apesar da distidncia geografica que separa algumas populagdes (média de 490
km), historicamente o fluxo génico ocorreu entre elas, com dois migrantes por
geracdo (Nm=2,62). A dispersdo de sementes anemocoérica de C. pubiflora
possibilita o aporte de alelos de uma populagdo para outra, aliado ao fato que o
agente polinizador (beija-flor e, possivelmente morcego) consegue visitar varias

matrizes, a longas distdncias, em busca de recurso, levando os alelos via pdlen.
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A dindmica do fluxo génico entre as populagdes estudadas mostrou um
maior fluxo na regido Sul amostrada e vale do rio Sao Francisco (ver Figura 6).
Possivelmente as populagdes ao Sul (DOR, ARC, MIN) e as populagdes SAH e
BJL funcionam como fonte de fluxo génico. Nas areas onde se localizam as
populacdes MAT e DOR ocorre uma série de afloramentos calcarios que
provavelmente funcionam como vias para o fluxo génico historico. Essas vias de
colonizagdo também podem explicar o fluxo entre populagdes distantes (como
por exemplo, NOR, SAH, MIN). Portanto, cada afloramento calcario interligou
as populagdes ao longo das geragdes pelo fluxo génico.

A populacdo MIN, localizada em Floresta Estacional Semidecidual e ndo
sobre afloramento de calcario, provavelmente sofre diferentes pressoes de
sele¢do do ambiente, em comparagdo as populagdes sobre afloramento. A
selegdo natural favorece ao padrdo de fluxo de alelos dentro da populagdo que
maximiza o fitness, evitando depressdo endogamica e exogamica (BEGON;
COLIN; HARPER, 2006). Essa ultima ocorre pela dispersdo por longas
distancias, que pode reunir genotipos adaptados a diferentes situagdes pontuais
e, seu cruzamento com a populagdo receptora pode gerar individuos de baixo
fitness (WASER; PRICE, 1994). Em uma visdo geral, as populagdes que estdo
mais préximas apresentaram maior troca de alelos. Provavelmente favorecidas
pela dispersao das sementes pelo vento. As popula¢des de VIP, NOR e MON
podem estar funcionando como populacdes receptodas, uma vez que foram as
que menos contribuiram para a dindmica do fluxo génico entre as populagdes.
Por outro lado, essas populagdes sdo devem ser conservadas, pois sdo
importantes para manutencdo da diversidade genética in situ e homogeneizagao
dos alelos, pelo fuxo génico. Populagdes que funcionam como fontes receptoras
ou escoadouros de fluxo génico sdo discutidas em Howes et al. (2009).

A dinamica do fluxo génico entre as populagdes indica que a Bacia do

Rio Sao Francisco seria uma possivel rota de migragdo da espécie Ceiba
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pubiflora. Esse resultado ¢ um indicio que essa regido seja um local de refugio
da espécie na ultima glaciacao (18.000-12.000 anos atras) e, que a colonizagao
de outras areas foi iniciada a partir deste local. Acredita-se que as Florestas
Estacionais Deciduais (FEDs) sdo remanescentes que no periodo seco e frio do
Pleistoceno se expandiram, enquanto as florestas umidas retrairam para areas
menos secas. Com aumento da umidade, as FEDs se retrairam, dando lugar as
florestas umidas, sendo que as florestas sobre afloramento calcario mantiveram
condigdes edaficas favoraveis para as FEDs (PENNINGTON et al., 2004;
PRADO, 2000; PRADO; GIBBS, 1993; SANTOS et al., 2012).

A andlise de bottleneck mostra que as populagdes de C. pubiflora
sofreram diminui¢cdo do seu tamanho efetivo por algumas gera¢des passadas, o
que leva essas populagdes a apresentarem um excesso temporario de
heterozigosidade (LUIKART et al., 1998). Dados de filogeografia, obtidos por
analise de sequenciamento do cpDNA dessas populacdes, podem confirmar a
hipotese que sdo populacdes refugiadas desse periodo, assim como outros
trabalhos com espécies restritas a afloramento calcério, como por exemplo Ficus
bonijesulapensis (VIEIRA et al.; DUARTE, et al., dados ndo publicados).

Caso as populagdes apresentem fluxo génico superior a pelo menos um
migrante por geragdo, ndo ocorre diferenciagdo genética entre elas. Os resultados
deste estudo mostraram baixa diferenciacdo genética entre populagdes,
confirmada pelas andlises de varidncia molecular (AMOVA, com Fsr de 0.084) e
Bayesiana (6° de 0.096). A maioria das espécies perenes e de fecundagio
cruzadas apresentam maior valor de diversidade dentro das populagdes
(NYBOM; BARTISH, 2000). Esses resultados sdo pertinentes aos observados
em outras espécies de fecundagdo cruzada e de vida longa (APTE et al., 2006;
COTA et al, 2011; LOVELESS; HAMRICK, 1984; NYBOM, 2004;
OLIVEIRA et al., 2012; WHITE et al., 1999). Além disso, espécies que ocorrem

em afloramento de calcario se desenvolvem em condigdes ambientais
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especificas, oriundas de uma selecdo de genétipos adaptados para essas
condi¢des. Isto também explicaria a baixa diferenciagdo populacional
encontrada, uma vez que populagdes submetidas a condi¢cdes ambientais
semelhantes levariam a uma selecdo de gendtipos semelhantes (VIA et al.,
1995).

A homogeneiza¢ao dos alelos, proporcionada pelo fluxo génico, € o
efeito fundador que acentua a estruturagdo dentro da populacdo, poderiam
explicar o padrao de estruturag@o verificado pela analise Bayesiana (Figura 8).
Os genotipos das 10 populagdes foram distribuidos em pelo menos cinco
subgrupos. As populagdes SAH, MAT, JAN, VIP ¢ MON apresentaram uma
menor estruturacao genética comparadas as outras populagdes. Estas populagdes
contem alelos com maior frequéncia, mas nao exclusivos, indicando uma
conexao antiga entre as populagdes, proporcionada pelo fluxo génico.

Para C. pubiflora, o correlograma multivariado (Grafico 2) indicou que a
partir de 400 Km, todas as populagdes que estdo baixo desse valor sao
geneticamente semelhantes, ou seja uma mesma Unidade Operacional (UO).
Esta distancia ¢ importante para estabelecer estratégias de amostragem, visando
a conservagdo genética e manejo da variabilidade genética da espécie C.
pubiflora (DINIZ-FILHO; TELLES, 2002; SOARES et al., 2008; TELLES et
al., 2003). Para maximizar a amostragem da diversidade genética de C.
pubiflora, a indicagdo de UO para o manejo, ou areas para coleta de sementes, as
populagdes devem estar distanciadas a 400 km. Por exemplo, as populagdes
SAH, MON e VIP podem ser apontadas como Unidades Operacionais para
Ceiba pubiflora, bem como uma populagido encontrada no sul de Minas Gerais
(por exemplo, MIN), como proposto em Diniz-Filho e Telles (2002).

Em estudos de genética da paisagem, busca-se avaliar as
descontinuidades genéticas que ocorrem entre as populagdes e as possiveis

barreiras na paisagem (MANEL et al., 2003). Para a genética da conservagao,
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detectar essas barreiras ¢ importante para se estabelecer areas prioritarias para
conservacao in situ ou para coleta de sementes. As possiveis barreiras ao fluxo
génico encontradas para C. pubiflora sdo depressdo da bacia hidrografica do rio
Sdo Francisco, o Planalto Central, vale do Parand e fisionomias distintas para
algumas populacdes, que podem selecionar genoétipos mais semelhantes como
em DON, ARC e MIN, agrupando essas populagdes pelo método de UPGMA
(Figuras 1, 9 e 10). Essas populacdes apresentaram altas taxas de fluxo génico
entre elas. Nas areas de estudo, além das barreiras naturais e da distancia
geografica que separam os remanescentes florestais, sdo observadas extensas
areas cultivadas e aglomerados urbanos. Estes fatores somados aos danos
causados pela exploragdo florestal e extragdo de calcario, colocam em risco as
populacdes naturais de C. pubiflora e as interagdes ecologicas nesses ambientes

peculiares.



77

5 IMPLICACOES PARA CONSERVACAO

Os afloramentos de calcario sdo areas que estdo sobre constante pressao
antropica. A retirada de pedras calcérias para producdo de cimento leva a perda
de um habitat Gnico, que comporta espécies importantes ecologicamente. Areas
como MA, SH e MO devem ser prioritarias para conservacao, em vista dos altos
indices de diversidade encontrados nessas areas, além do fato de estarem sobre
areas de intensa atividade de desmatamento e extragdo de calcario. Por outro
lado, populagdes que estdo em areas ecotonais (por exemplo, ARC, MIN, NOR)
também devem ser conservadas, uma vez que preservam individuos com
caracteristicas adaptativas para essas areas (SMITH et al., 2001), e sofrem
historicamente pela explora¢ao humana.

Objetivando a conservagdo genética da espécie Ceiba pubiflora,
Unidades Operacionais (UO) de conservacdo devem ser criadas. Na regido do
sul do estado de Minas Gerais, UO deve ser criada para preservar individuos
adaptados a transi¢do para florestas mais umidas (por exemplo, MIN), assim
como uma UO na regido noroeste do estado de Goias, na transicdo do Planalto
Central (por exemplo, VIP). Outra unidade na regido central do estado de Minas
Gerais, uma vez que essas populagdes apresentam alta diversidade genética e
intensa atividade de fluxo génico entre as demais (por exemplo, SAH). Uma UO
na regido mais ao norte de Minas Gerais e sul da Bahia (por exemplo, MON),
por ser uma area ecotonal com a Caatinga Arborea, fisionomia em risco pela
degradagdo e que ¢ apontada como uma extensio da Mata Atlantica

(OLIVEIRA-FILHO; JARENKOW; RODAL, 2006; SANTOS et al., 2012).
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ARTIGO 11

SELECAO DE PRIMERS cpDNA E INFERENCIAS
FILOGEOGRAFICAS DE Ceiba pubiflora (MALVACEAE) EM
AFLORAMENTOS DE ROCHAS CARBONATICAS

RESUMO

Os fragmentos de Floresta Estacional Decidual (FED) sobre afloramento de
calcario estdo constantemente ameagados pela retirada de madeira, para
produgdo de carvao e exploragdo de calcério, para indistria de cimento. Esses
fragmentos de FEDs podem representar remanescentes de um continuo de
floresta, no periodo seco do Pleistoceno, abrigando hoje espécies endémicas e
importante diversidade genética, que devem ser preservadas. A espécie arborea
Ceiba pubiflora (Malvaceae) apresenta distribuicdo descontinua, ocorrendo
principalmente em afloramentos calcarios no Brasil central, em FEDs. A
polinizagdo € realizada principalmente por beija-flores. As sementes sdo leves de
dispersdo anemocorica. Com este trabalho objetivou-se a sele¢do de primers
cpDNA, para realizagdo de inferéncias histdricas filogeograficas de C. pubiflora,
e indicar areas que possam ser centros de diversidade da espécie, prioritarias
para conservagdo. Treze primers cpDNA foram testados em 13 populacdes de C.
pubiflora (83 individuos). Os primers EF, CD, HA, CY6, CS3, BF, QS2 e 20-12
apresentaram melhor desempenho na amplificagdo. As regides amplificadas dos
primers EF e CS3 foram sequenciadas, gerando quatro e nove haplotipos,
respectivamente. A rede median-joinig revelou maior diversidade de haplotipos
na bacia do rio Parana (Goias) e rio Sao Francisco na Caatinga Arboérea (norte de
Minas Gerais ¢ Bahia). Essas areas devem ser priorizadas para conservagdo. Os
resultados ap6iam a hipotese do Arco Pleistocénico.

Palavras-chave: Floresta Estacional Decidual, DNA de cloroplasto,
Sequenciamento, Conservagdo Genética.
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ABSTRACT

The fragments of limestone outcrop on Seasonal Dry Tropical Forests (SDTFs)
are constantly threatened by the removal of timber for charcoal production and
exploitation of limestone for cement industry. These fragments of SDTFs may
represent remnants of a continuous forest, the dry period of the Pleistocene, now
harboring endemic species and important genetic diversity to be preserved. The
tree species Ceiba pubiflora (Malvaceae) has discontinuous distribution,
occurring mainly on SDTFs limestone outcrops in central Brazil. Pollination is
done mainly by hummingbirds. The seeds are anemochoric dispersal. This paper
aims at the selection of cpDNA primers for historical phylogeographic
inferences C. pubiflora, and indicate areas that may be centers of specie
diversity, conservation priority. Thirteen cpDNA primers were tested on 13
populations C. pubiflora (87 trees). The primers EF, CD, HA, CY6, CS3, BF,
QS2 and 20-12 performed better amplification. The primers amplified regions of
EF and CS3 were sequenced, generating four and nine haplotypes, respectively.
The median-joining network revealed greater diversity of haplotypes in the
Parand river basin (Goias) and the Sdo Francisco river in Arboreal Caatinga
(north of Minas Gerais and Bahia). These areas should be prioritized for
conservation. The results support the hypothesis of Pleistocene Arch.

Keywords: Seasonal Dry Tropical Forests, Chloroplastidial DNA, DNA
Sequencing, Conservation Genetic.
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1 INTRODUCAO

As Florestas Estacionais Deciduais (FEDs) sobre afloramento de calcario
estdo constantemente ameagadas pela retirada de madeira, para produgdo de
carvao, e pela degradacdo do ambiente em virtude da exploracdo de calcario,
para industria de cimento PENNINGTON; LEWIS; RATTER, 2006;
WERNECK; FRANCESCHINELLI; TAMEIRAO-NETO, 2000). As espécies
desses locais suportam condi¢des de stress hidrico, solos rochosos rasos ¢ forte
periodo de seca, podendo chegar a seis meses de estiagem (FELFILI et al.,
2007).

As FEDs sobre afloramento de calcério, presentes em pequenas manchas
no Brasil central, podem ser formagdes remanescentes de uma floresta continua
num periodo seco do Pleistoceno. A hipdtese do Arco Pleistocénico prediz que
durante a ultima glaciagdo (18.000 a 12.000 anos), uma faixa que interligava
dois principais grandes centros de FEDs, a Caatinga no Norderte Brasileiro e os
Chacos na Argentina e sul da Bolivia, era coberta por extensas formacgdes
arboreas sazonais (PRADO; GIBBS, 1993). Acredita-se que as Florestas
Estacionais Deciduais podem ter expandido amplamente durante o ultimo
periodo glacial (PENNINGTON; PRADO; PENDRY, 2000; PRADO, 2000;
PRADO; GIBBS, 1993). No periodo atual, os afloramentos calcarios
possibilitam condigdes edafoclimaticas favoraveis para ocorréncia de FED.
Esses ambientes, muitas vezes, oferecem condi¢des para o desenvolvimento de
vegetagdo arborea (FELFILI, 2003; SCARIOT; SERVILHA, 2000), sendo uma
delas a Ceiba pubiflora.

A espécie arborea Ceiba pubiflora (A.St.-Hil.) K. Schum. (Malvaceae)
conhecida popularmente como barrigudinha ou paineira, apresenta distribuicdo

descontinua, ocorrendo principalmente em afloramentos calcarios no Brasil
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central, em Florestas Estacionais Deciduais (FEDs). E classificada por Oliveira-
Filho (2006) como sendo de ocorréncia rara, com distribuicdo desde o Mato
Grosso do Sul até a Caatinga do Norte de Minas Gerais e Bahia. Grande parte do
género Ceiba ocorre restritamente em florestas sazonais secas (FEDs), sendo a
C. pubiflora de ocorréncia preferencial, mas ndo exclusiva, em FEDs sobre
afloramentos de calcario (GIBBS; SEMIR, 2003). Essa espécie apresenta tronco
com intumescéncia e presenga de actleos também nos ramos. A polinizagdo ¢
realizada por beija-flores e, com menos eficiéncia por borboletas e morcegos
(Gibbs e Semir, 2003). Os frutos sdo capsulas oblongas e deiscentes, com
sementes leves envolvidas por arilos pilosos (paina) para auxiliar na dispersao
anemocorica.

Os principais locais de ocorréncia de C. pubiflora apresentam
caracteristicas historicas e ambientais peculiares. As FEDs sobre afloramento de
calcario podem ser consideradas como relicarios de diversidade genética, e
carecem de informagdes ecologicas para subsidiar sua conservagdo. E
importante a indicacdo, para conservagdo, populagdes que apresentem alta
diversidade genética, e atributos genéticos que visam a manutencdo da
capacidade evolutiva da espécie, as chamadas ESU's (Evolutionary Significant
Unif) (MANEL et al., 2003; MORITZ; FAITH, 1998). Neste sentido, a espécie
C. pubiflora foi escolhida para este trabalho, em virtude da sua ocorréncia nos
afloramentos calcarios visitados para este estudo, funcionando como espécie-
modelo para os estudos de diversidade genética e inferéncias historicas
filogeograficas, pela analise de sequéncias do genoma cloroplastidial.

Estudos genéticos utilizando DNA cloroplastidial (cpDNA) séo
importantes para inferéncias filogeograficas e sobre dispersdo historica de
sementes, que refletem no padrdo de distribui¢ao da espécie. Por ser, em geral,
de heranga uniparental (frequentemente maternal, nas angiospermas), o

polimorfismo observado na molécula de cpDNA pode ser relacionado
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diretamente com caracteristicas de histéria de vida da espécie, em relagdo a
dispersdao de sementes (heranga maternal) e colonizagao de areas, uma vez que o
fluxo génico, via dispersdo de sementes, determina a estrutura genética, revelada
pela analise do cpDNA (PETIT; KREMER; WAGNER, 1993). Além disso, o
DNA do cloroplasto ndo sofre recombinacdo, sendo copias transmitidas via
sementes, ¢ apresentam baixa taxa de mutagdo (NEWTON et al., 1999),
caracteristicas importantes na reconstru¢do dos eventos historicos, como as
expansdes ou contracdes das populagdes, rotas de migragdo, colonizagdo de
areas e testar as hipdteses da historia biogeografica (BEHEREGARAY, 2008;
ENNOS et al., 1999; MCCAULEY, 1995). Em Floresta Estacional Decidual,
estudos de filogeografia foram realizados por Caetano et al. (2008) com a
espécie Astronium urundeuva e Vieira et al. (no prelo) com a espécie Ficus
bonijesulapensis.

Com a modernizacdo das técnicas de sequenciamento automatico de
fragmentos de DNA, as andlises de filogeografia tornaram-se mais acessiveis e
precisas. Entretanto, além de obter um DNA extraido de boa qualidade do tecido
vegetal, ¢ imprescindivel ajustar corretamente os procedimentos de PCR
(Reagdo em Cadeia da Polimerase) e protocolos de purificagdo dos produtos da
reacdo, evitando falhas durante a leitura dos fragmentos de DNA nos
sequenciadores. Desta forma, evitam-se gastos desnecessarios e desoneram os
custos finais da técnica de sequenciamento, obtendo leituras confidveis dos
polimorfismos nos fragmentos de cpDNA (SHAW et al., 2007; VIEIRA et al.,
2010).

Assim, o objetivo com este trabalho foi selecionar primers universais de
cpDNA, definindo ajustes nos protocolos de PCR e purificacdo da PCR para
sequenciamento, buscando a otimizagdo do processo. Este trabalho também
buscou fazer inferéncias filogeograficas para espécie Ceiba pubiflora, tentando

responder a seguinte questdo: o padrao de distribui¢ao dos haplétipos de cpDNA
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corroboram com a hipdtese do Arco Pleistocénico, proposto por Prado e Gibbs
(1993)? Além disso, buscou-se elucidar a distribui¢do da variabilidade genética
de C. pubiflora e indicar populagdes que possam funcionar como centros de

diversidade genética da espécie, tendo em vista sua conservagdo em longo prazo.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Amostragem e Coleta de Material

Para estudos de selecdo de primers cpDNA e filogeografia de Ceiba
pubiflora, amostras foliares ou de caule de individuos foram coletadas, em 13
populagdes, localizadas nos Estados de Minas Gerais na regido sul, central e
norte do Estado; Bahia, na regido centro-sul do Estado e Goids, no vale do rio
Parana (Tabela 1, Figura 1). As coletas foram feitas em Florestas Estacionais
Deciduais sobre afloramento de calcario, com exce¢do da coleta realizada no
Minduri  (MGQG) Estacional Semidecidual

municipio de em Floresta

Baixomontana.

Tabela 1 Locais e tamanho amostral utilizado para o estudo de selecdo de
primers cpDNA e filogeografia de Ceiba publifiora.

Locais Codigo  Estado Tamanho Coordenadas Dominios
amostral
gruta da Lapa GLD BA 02 12°19°53”S 41°3623"W Caatinga
oce
Séo Desidérico SAD BA 07 12°22°52”S 44°56°58"W Caatinga
Eom Jesus da BJL BA 02 13°03°13”S 43°17°28"W Caatinga
apa
Montalvania MON MG 08 14°28°218 44°22°14”W Caatinga
Manga (P. Est.  MAN MG 07 14°50°00”S 43°55°12”W  Caatinga
Mata Seca)
Januaria JAN MG 10 15°08°03”S 44°14°58"W Caatinga
Nova Roma NOR GO 07 13°42°25”S 46°51°14"W Cerrado
Vila Propicio VIP GO 12 15°29°14”S 48°51°52"W Cerrado
Santo Hipolito SAH MG 11 18°17°23”S 44°11°13"W Cerrado
Matozinhos MAT MG 11 19°33°08”S 44°04°14"W Atlantico
Doresopolis DOR MG 01 20°18°25”S 45°55°08"W Atlantico
Arcos ARC MG 01 20°19°52”S 45°34°43"W Atlantico
Minduri MIN MG 04 21°39°53”S 44°37°50"W Atlantico
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Figura 1 Localizagdo das populagdes amostradas de Ceiba pubiflora, nos
Estados de Minas Gerais, Bahia e Goias.

As amostras foliares foram acondicionadas em sacos plasticos
devidamente identificados, contendo silica gel para desidratacdo e preservagao
do tecido foliar. Quando ndo foi possivel a coleta de folhas dos individuos,
retirou-se cuidadosamente pequena parte do tecido caulinar vivo, acondicionado
em tubos contendo tampao CTAB 5% para conservagdo do material. As
amostras foram encaminhadas para o Laboratério de Conservacdo Genética de
Espécies Arbodreas, localizado na Universidade Federal de Lavras, no
Departamento de Ciéncias Florestais da instituigdo, para acondicionamento a -20

°C até o momento da extragdo do DNA.
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2.2 Extragdo do DNA e Reag¢do PCR-cpDNA

O DNA dos 83 individuos de Ceiba pubiflora coletados foi extraido
seguindo o protocolo descrito em Doyle e Doyle (1990), com alguns ajustes.
Amostras dos tecidos foliares ou caulinares, aproximadamente 200mg, foram
macerados com solugdo extratora, pré aquecida a 65 °C, contendo: 100 mM de
Tris pH 8,0; 1,4 M de NaCl; 20 mM de EDTA pH 8,0; 2% (p/v) CTAB; 1%
(p/v) PVP-40 e 0,2% (v/v) de B-mercaptoetanol. O DNA foi ressuspendido em
solucdo TE (10 mM Tris-HCI, pH 8,0; 1 mM de EDTA, pH 8,0). Para verificar a
qualidade e concentracdo do DNA total extraido, aliquotas foram aplicadas e
comparadas com DNA de concentragdo padrdo, em gel de agarose 1% e
submetidas a eletroforese. Em seguida o DNA concentrado foi diluido em
aliquota para solucdo de trabalho, entre 3 a 5 ng/uL, e armazenado a -20 °C até o
momento da reacdo de PCR-cpDNA.

Foram testados 13 pares de primers (forward e reverse) universais de
cpDNA (DEMESURE; SODZI; PETIT, 1995; DUMOLIN-LAPEGUE;
PEMONGE; PETIT, 1997; SHAW et al., 2007, TABERLET et al., 1991) para a
espécie C. pubiflora, (Figura 2; Tabela 2). A reacdo de amplificacdo PCR-
cpDNA seguiu-se em volume final de 15 pL, constituido de 1,5 puL tampéo de
reacdo 10x IB (Phoneutria — 500 mM KCI; 100 mM Tris-HCI pH 8,4; 1%
Triton X-100; 15 mM MgCl); 1,5 uLL de BSA (2,5 ng/mL); 1,5 uL. de DNTps a
2,5 mM, 1 pL de cada primer a 1 uM; 3,4U/uL de Taq polimerase (Phoneutria);
4,0 pL de DNA a aproximadamente 5 ng/pL.

A programag¢dao da PCR em termociclador ABI GeneAmp Thermal

Cycler 9700 foi desnaturagdo inicial a 94 °C por 5 minutos, seguida de 35 ciclos



97

com desnatura¢do a 94 °C por 1 minuto, anelamento a 53 °C por 1 minuto e
extensdao a 72 °C por 1 minuto e 30 segundos, e extensdo final a 72° por 10
minutos. Para verificar o sucesso da reacdo de PCR, o produto da amplificagdo
foi submetido a eletroforese em gel de agarose 1% em solucdo de TBE a 0,5x,
corado com brometo de etidio, e fotografado sobre luz ultravioleta pelo sistema

de fotodocumentagdo UVP Doc-It-LS (Figura 2).

2.3 Purificagdo da Reag¢do cpDNA com Enzimas de Restri¢do

Os produtos da reacdo PCR-cpDNA foram purificados utilizando
enzimas Shimp Alkaline Phosphatase (SAP) a 1 U/uL e Exonuclease I (EXO) a
20U/uL (mix de restricdo), seguindo o protocolo recomendado pelo fabricante
(Fermentas). As enzimas eliminam fragmentos de DNA amplificados de forma
incorreta e residuos de primers e ANTPs. Para 5 pl de reagdo de PCR-cpDNA,
utilizou 2 pL do mix de restri¢do. Em seguida, as amostras foram levadas para o
termociclador, onde as enzimas foram ativadas a 37 °C por 30 minutos e, em
seguida, desnaturadas a 80 °C por 20 minutos. Apds esse processo, o produto
purificado foi armazenado em gelo até o momento da reagdo de preparo para o

sequenciamento automatico.

2.4 Reagdo de Preparo e Purificagdo para Sequenciamento

Apos a reagdo de purificacdo da PCR-cpDNA, os produtos dessa etapa
foram submetidos a reagdo de preparo para o sequenciamento. Nesta etapa, os
fragmentos amplificados s3o novamente submetidos a PCR, com a presenga de

somente um dos primer (forward ou reverse) e bases nucleotidicas marcadas
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com fluorescéncia, para leitura automatizada do sequenciador, modelo ABI
3500. Foi selecionado de trés a quatro individuos de cada populacdo para
sequenciamento prévio, para observar aquelas regides que apresentam
polimorfismo.

O protocolo seguido foi o recomendado pelo fabricante do kit de
sequenciamento (Life Technologies), sendo realizados alguns ajustes para
otimizacdo do processo. A reagdo seguiu-se a um volume final de 10 pL, sendo
3 pL de produto purificado da PCR-cpDNA, que deve conter entre 15 a 30 ng
do produto purificado, 1 pL de primer (forward ou reverse) a 1 uM, 1,5 uL
BigDye Terminator Cycle Sequencing Standart v3.1 e 1 pL do tampao de
dilui¢do fornecido com o kit de sequenciamento.

O mix de reacdo foi colocado no termociclador, submetido a
desnaturagao inicial a 96 °C por 1 minuto, 25 ciclos de desnaturacao a 96 °C por
10 segundos, anelamento do primer a 50 °C por 5 segundos, com rampa de
decaimento de temperatura no termociclador de 1 °C/segundo, extensdo a 60 °C
por 4 minutos e finalizagdo a 4 °C (até retirada do mix do aparelho).

Para a purificagdo dos produtos da PCR de sequenciamento foram
adicionandos EDTA a 125 mM e alcool etilico absoluto em cada amostra,
deixado a temperatura ambiente por 15 minutos protegido da luz. Apds
processo de centrifugagdo a 4 °C a 3000 rpm por 30 minutos, foi retirado o
sobrenadando e adicionou-se etanol 70%. Apds nova centrifugacdo, agora a
1650 rpm por 15 minutos, foi retirado o sobrenadante e prosseguiu 0 processo
de secagem a 75 °C por 15 minutos, protegido da luz. Em cada amostra foi
adicionado 9 pL de formamida Hi-Dy, seguida de desnaturacdo em
termociclador por 5 minutos a 95 °C, e levadas para sequenciamento automatico

no ABI 3500.
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2.5 Selegdo de Primers cpDNA e Numero de Haplotipos

Apds reacdo de PCR-cpDNA e eletroforese em gel de agarose 1%, os
primers e os individuos que apresentaram o padrdo de amplificacdo com a
observacgdo de unica banda consistente no gel (Figura 2), foram selecionados
para o processo de purificagdo e sequenciamento da regido de cpDNA (n=83).

Com as regides do cpDNA sequenciadas, os resultados foram
importados para o programa BioEdit (HALL, 1999) para corre¢do manual das
sequéncias, segundo os resultados dos eletroferogramas, gerados pelas leituras
das bases nucleotidicas marcadas. Foram selecionados duas regides do cpDNA
para os estudos de filogeografia de C. pubiflora, de acordo com a observagao de
polimorfismo nas sequéncias.

A detecgdo das diferentes sequéncias (hapldtipos) foi verificada a partir
do alinhamento dessas regides de cada individuo analisado. Para isso, foi
utilizado o método Clustal-W (THOMPSON; HIGGINS; GILSON, 1994)
implementado pelo programa Mega v.4.0 (TAMURA et al., 2007). O programa
DNASP 4.1 (ROZAS et al., 2003) foi utilizado para determinar o numero de
haplétipos e sua frequéncia na amostra, bem como a diversidade nucleotidica ()
e a diversidade haplotipica (Hp). Os resultados foram empregados na geragao de
grafico de distribui¢do esperada dos haplotipos, com auxilio do programa
Network (BANDELT; FORSTER; ROHL, 1999), onde redes sdo construidas
baseadas no algoritimo de median-joinig. Arvores de filogenias sdo construidas
com o menor nimero de mudangas entre hapldtipos, ou rede de ‘minimum

spanning’ gerada a partir da sequéncia do cpDNA.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Selecdo dos Primers cpDNA

Os primers de melhor desempenho na amplificagdo da PCR-cpDNA
para Ceiba pubiflora foram EF, CD, HA, CY6, CS3, BF, QS2 ¢ 20-12 (Tabela 2,
Figura 2). As regides inter-génicas do cloroplasto sdo valiosas fontes de
informagdes para estudos em genética de populagdes, biogeografia e biologia da
conservagio. E fator importante selecionar, dentre os primers universais de
cpDNA, aqueles que possam revelar as informagdes necessarias para quantificar
a diversidade genética e estabelecer centros de refugio ou de diversidade da

espécie, desonerando, assim, os custos finais da técnica.

P1=1ITS75 + ITS 92 PS5 =3'trnG + trnS
P2 = trnLF + trnLE P6 = YCF6 + trnC
P3 = trnLC + trnLD P7 = psbC + trnS3
P4= psbA + trnH P8 = trnS + trnR

Figura 2 Fragmentos de cpDNA amplificados em quatro individuos de Ceiba
pubiflora em gel de agarose 1%, para pares de primers cpDNA (P1 a P8).
Marcador de peso molecular M1=100pb e M2=1Kb.
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Tabela 2 Nome e sequéncia dos primers universais de cpDNA, status de amplificagdo, tamanho (pb) sequenciado e
polimorfismo observado nas amostras de Ceiba pubiflora. NS=Nao Sequenciado.

Primer Nome Sequéncia 5°-3’ Amplif.  Pares de Base (pb) Polim.
ITS 92 « AAGGTT TCC GTA GGT GAA P B B
ITS 75 ITS 9275 TAT GCT TAA ACT CAG CGG G NAO
trnLE GG TTC AAG TCC CTC TAT CCC
trnLF EF ATT TGA ACT GGT GAC ACG AG SIM 470 SIM
trnC CCA GTT CAA ATC TGG GTG TC
trnD €D GGG ATT GTA GTT CAA TTG GT SIM 600 SIM
trnH HA GTT ATG CAT GAA CGT AAT GCT C SIM NS B
psbA CGC GCA TGG TGG ATT CAC AAA TC
trnS SG GCC GCT TTA GTC CAC TCA GC NAO B B
trnG GAA CGA ATC ACACTTTTA CCA C
ycf6 GCC CAA GCR AGA CTT ACT ATA TCC AT
tmC cve CCA GTT CRA ATC YGG GTG SIM 610 SIM
psbC GGT CGT GAC CAA GAA ACC AC
trnS3 €83 GGT TCG AAT CCC TCT CTC TC SIM 940 SIM
trnS SR CGC CGC TTT AGT CCA CTC A NAO B B
trnR ATT GCG TCC AAT AGG ATT TGA A
psbB GTT TAC TTT TGG GCA TGC TTC G X
psbF BF CGC AGT TCG TCT TGG ACC AG SIM 800 NAO
trnQ GGG ACG GAA GGA TTC GAA CC
trnS2 Qs2 ATT GCG TCC AAT AGG ATT TGA A SIM NS -
rpl 20 20-12 CGY YAY CGA GCT ATA TAT CC SIM NS B
rps 12 ATT AGA AAN RCA AGA CAG CCA AT
trnV VL CGA ACC GTA GAC CTT CTC GG NAO B B
rbcL GCT TTA GTC TCT GTT TGT GG
trnF FV CTC GTG TCA CCA GTT CAA AT NAO B _

trnV

CCG AGA AGG TCT ACG GTT CG

* Fragmento de regido de DNA nuclear.
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Para acessar a variagdo que ocorre na cadeia do DNA do cloroplasto,
algumas técnicas podem ser empregadas, como a digestdo por enzimas de
restricdo (LAVIN; MATTHEWS; HUGHES, 1991; LUMARET et al., 2002), ou
a digestdo de regides especificas amplificadas pela PCR, delimitadas pelos
primers de cpDNA (CARON et al., 2002; NOVAES et al., 2010; RENDELL,;
ENNOS, 2003). O desenvolvimento de iniciadores (primers) universais de
regides especificas do cpDNA foi um importante avango para a aprimorar as
técnicas de estudos em filogeografia, baseados nas variagdes na sequéncia
dessas moléculas. As principais contribui¢des para o desenvolvimento desses
primers foram as de Demesure, Sodzi e Petit (1995), Dumolin-Lapégue,
Pemonge e Petit (1997), Shaw et al. (2007) e Taberlet et al. (1991).

A facilidade de se utilizar primers universais, na reacdo em cadeia da
polimerase, estd associada ao fato dos pares iniciadores estarem localizados em
regides conservadas do cpDNA, sendo uma molécula que apresenta baixa taxa
de evolugdo molecular e estrutura geralmente bem conservada (EBERT;
PEAKAL, 2009). Por outro lado, altera¢cdes como dele¢do, inser¢do ou inversdo
de bases nucleotidicas, nos sitios de anelamento desses primers, podem interferir
na amplificagdo do fragmento, esses eventos podem explicar a ndo amplificagdo
de algumas regides por eles delimitada (Tabela 2). Por outro lado, essas
alteracdes, ao longo da molécula do cpDNA, sdo importantes para os estudos
filogeograficos.

A evolugdo das técnicas automatizadas de sequenciamento e
genotipagem de DNA possibilitou um grande avango em estudos
filogeograficos. E crescente os estudos em filogeografia utilizando a variagio
observada em microssatélites presentes no cpDNA ((FAY et al, 2009;
HEUERT?Z et al., 2004; MAGRI et al., 2007; POWELL et al., 1995; PROVAN
et al., 1999)) e sequenciamento de segmentos intergénicos desta molécula

(BREEN; MURRAY; OLSON, 2012; COLLEVATTI; RABELO; VIEIRA,
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2009; IWASAKI et al., 2012; NOVAES et al., 2010; RAMOS; LEMOS-FILHO;
LOVATO, 2009; RANA; NARZARY; OHRI, 2012). Neste trabalho, das oito
regides de cpDNA amplificadas, cinco foram bem sucedidas no sequenciamento
automatico desses fragmentos: EF, com tamanho aproximado de 470 pb; CD,
com 600 pb; CY6, com 610 pb, CS3 com 940 bp ¢ BF com 800 pb. As regides
EF, CD, HA, CY6 e CS3 apresentaram polimorfismos, dentre os individuos e
populagdes avaliadas, sendo potencialmente informativas para estudos de

filogeografia e diversidade genética de Ceiba pubifiora.

3.2 Inferéncias Filogeogrdficas de Ceiba pubiflora

Para o estudo de filogeografia, foram selecionadas as regides EF e CS3.
A regido EF revelou a existéncia de quatro haplotipos (Tabela 3) em um
fragmento analisado de 253 pares de base (pb), ¢ a regido CS3, com nove

haplétipos (Tabela 4) em fragmento analisado de 607 pb.
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Tabela 3 Frequéncia, localiza¢do e distribuicdo dos hapldtipos (Hapl.) em cada populagdo de Ceiba pubiflora para a
regido EF do cpDNA, n=83. GLD: Gruta da Lapa Doce; SAD: Sdo Desidérico; BJL: Bom Jesus da Lapa; MON:
Montalvania; MAN: Manga; JAN: Januaria; NOR: Nova Roma; VIP: Vila Propicio; SAH: Santo Hipoélito; MAT:
Matozinhos; DOR: Doresopolis; ARC: Arcos; MIN: Minduri.

Polimorfismo (pb)

1 2 2

6 3 4
Hapl. 6 3 5 GLD SAD BJL MON MAN JAN NOR VIP SAH MAT DOR ARC MIN Freq.
HI - C T 1 2 4 2 2 5 4 1 1 3 25
H2 T G T 2 1 4 3 10 1 10 6 7 1 45
H3 T C T 2 2
H4 T C G 5 6 11

Tabela 4 Frequéncia, localiza¢do e distribuicdo dos hapldtipos (Hapl.) em cada populagdo de Ceiba pubiflora para a
regido CS3 do cpDNA, n=49. GLD: Gruta da Lapa Doce; SAD: Sao Desidérico; BJL: Bom Jesus da Lapa; MON:
Montalvania, MAN: Manga; JAN: Januaria, NOR: Nova Roma; VIP: Vila Propicio; SAH: Santo Hipolito; MAT:
Matozinhos; DOR: Doresopolis; ARC: Arcos; MIN: Minduri.

Polimorfismo (pb)

33 5 5 5 5 6

1 7 0 2 4 9 0
Hapl. 5 2 0 7 7 5 2 GLD SAD BJL MON MAN JAN NOR VIP SAH MAT DOR ARC MIN Freq.
H5 T A - - - - - 2 2 3 8 4 4 5 3 8 1 1 2 37
Heé T A A - - - G 1 1
H7 T G - - - - - 1 1
H8 T A - C - - - 1 1 1
H9 c A - - - - - 1 1 2
HO T A - - - T - 1 1 3
H11 T A - - A T - 1
HI2 T A A - - - - 2 2
HI3 T A - - - T G 1 1 1
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A diversidade nucleotidica (m) foi de 0,0002 e 0,0019 para as regioes
CS3 e EF, respectivamente. A diversidade haplotipica foi maior para a regido
EF, com Hp = 0,610, e a regido CS3 apresentou Hp = 0,429. A rede median-
joining de hapldtipos mostra que os haplotipos mais comuns sdo HS5-CS
(37,1%), H2-EF (37,1%) e HI1-EF (23,1%); os dois primeiros hapldtipos

compartilham o maior nimero de ligagdes entre os demais haplotipos (Figura 3).

Brazil

w
"“H12-cs

Figura 3 Distribui¢do dos haplétipos amostrados (EF e CS3 do cpDNA) de

populagdes de Ceiba pubiflora, em regides carsticas nos Estados de Minas

Gerais, Bahia e¢ Goias. As areas dos circulos da rede sdo proporcionais as

frequéncias dos haplotipos.
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Os haplotipos encontrados na periferia da rede median-joining, em
grande parte, foram exclusivos para algumas populagées (Figura 3). Os
haplétipo H3-EF (cor verde) e H11-CS (cor roxa) foram encontrados somente na
populacdo do Parque Estadual da Mata Seca (MS), no municipio de Manga —
MG. A populagido de Matozinhos (MA), pertencente ao grupo centro-sul da area
amostrada no Estado de Minas Gerais, apresentou como sendo exclusivo da sua
populagdo o haplétipo H8-CS (cor branca). Essa populacdo foi a tinica deste
grupo a apresentar um haplotipo exclusivo. As popula¢des de Bom Jesus da
Lapa (BJL; H6-CS, cor preta), Gruta Lapa Doce (LD; H7-CS, cor azul claro),
Parque Estadual do Peruacu (PE; H12-CS, cor marrom) e Vila Propicio (VP;
H13-CS, cor rosa) apresentaram haplotipos exclusivos na regido mais ao norte.

Na regido centro-sul do Estado de Minas Gerais concentra trés
haplétipos com maior frequéncia de ocorréncia (H5-CS; H2-EF e H1-EF). Isso
pode ser um indicio de uma reducdo demografica seguida de uma expansio
recente nas florestas secas, demonstrada pelo baixo polimorfismo com o
cloroplasto dessa regido. A regido mais ao norte de Minas Gerais, o Estado de
Goias e Bahia apresentam uma maior diversidade de haplotipos (Figura 3).
Como sugerido por Caetano et al. (2008) e Posada e Crandall (2001): haplotipos
com alta frequéncia nas diferentes populagdes apresentam alta probabilidade de
serem os mais antigos, sendo estes compartilhando conexdes mutacionais com
outros haplétipos antigos, ¢ os haplotipos mais recentes sdo detectados mais na
periferia da rede.

Observa-se um padrio de maior diversidade de haplétipos nas regides
das bacias do Rio Parana (Estado de Goids) ¢ Rio S@o Francisco (norte de Minas
Gerais e Bahia), situados em latitude aproximadamente igual. Isso pode ser um
indicio de isolamento dessa regido, uma vez que nio se observam a presenca

desses haplotipos no grupo centro-sul de Minas Gerais. A maior diversidade de



104

haploétipos encontrados indica que as bacias do Rio Sdo Francisco e Parana,
podem ser consideradas como fonte ou centros de diversidade. Esses centros,
entretanto, ndo podem ser apontados, a priori, como centros de origem ou
refugio da espécie. Por outro lado, a regido do S@o Francisco ¢ apontada como
centro de dispersdo de varias espécies ((SPICHIGER; CALENGE; BISE, 2004).
Santos et al. (2012) apontam a Caatinga Arborea, Unidade de FED ecotonal
entre o Cerrado e a Caatinga tipica, que ocorre no norte de Minas Gerais e sul da
Bahia, como um centro de alta diversidade de espécies, sugerindo que essa area
possa ser um local de refigio do Quaternario tardio. Sendo assim, o padrdo de
ramificacdo dos haplotipos observado na rede (Figura 3) pode sugerir uma
expansdo demografica para a espécie C. pubiflora a partir da regido norte de
Minas Gerais, Bahia e Goids em direcdo ao Sul. Essa informacdo podera ser
confirmada com mais dados, como por exemplo, o estudo de filogeografia de
Ficus bonijesulapensis (VIEIRA et al., dados ndo publicados) que também
ocorrem nessas regides amostradas, e apresentam biologia reprodutiva
diferentes.

E importante mencionar também que os limites da Caatinga, no norte de
Minas Gerais, pode ter delimitado a dispersdo historica de sementes, mantendo o
grupo centro-sul do Estado separado do grupo mais ao norte, como também
sugerido em Caetano et al. (2008). A area mais continua de Floresta Estacional
Decidual na regido norte, possivelmente propiciou maior fluxo de sementes e
estabelecimento de individuos, revelado pela presenga dos haplotipos nas
diferentes populacdes. Além disso, as sequéncias de expansdo e retracdo das
florestas secas, nos periodos glaciais e interglaciais, respectivamente, podem ter
causado ciclos de propagacdo e extingdo de populagoes de Ceiba pubiflora,
sendo perdidos os haplotipos de baixa frequéncia, como sugerido em Collevatti,

Rabelo e Vieira (2009),, acentuando o efeito fundador nessas populagdes.
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A distribuicdo disjunta das Florestas Estacionais Deciduais (FEDs) ¢
discutida por duas principais linhas: a da dispersdo limita, que busca explicar a
ampla distribui¢do continental de espécies neotropicais de FEDs (LINARES-
PALOMITO; OLIVEIRA-FILHO; PENNINGTON, 2011; MAYLE et al.,
2004), com eventos de dispersdo de longas distancias como stepping-stone de
migracdo; e a hipotese do Arco Pleistocénico (PRADO; GIBBS, 1993). Segundo
essa ultima hipotese, as FEDs resultam, provavelmente, de origem vicariante,
apos isolamento provocado pelo recuo das Florestas Secas e avango do Cerrado
no Brasil Central (PENNINGTON; PRADO; PENDRY, 2000; PRADO;
GIBBS, 1993; WERNECK, 2011). O compartilhamento de haplétipos entre a
regido Norte e Sul fundamenta essa hipdtese.

Os enclaves de FEDs no Cerrado no Brasil central, como por exemplo,
no Vale do Rio Paran3, sdo locais de endemismo (OLIVEIRA-FILHO;
RATTER, 1995), com espécies relacionadas com a Caatinga, distante
geograficamente dessa formagdo. Essa ligagdo pode ser associada com o
deslocamento de outros nucleos de FEDs, como proposto na hipotese do Arco
Pleistocénico (PRADO; GIBBS, 1993). Os dados de cpDNA, mostrados neste
trabalho, vdo de encontro a possibilidade que essas areas formavam um continuo
de FED no passado, como apontando por Caetano et al. (2008). Por outro lado, o
padrdo observado para as populagdes centro-sul de Minas Gerais pode sugerir
uma dispers@o em trampolim (stepping-stone) mais recente da espécie nessa
regido, provavelmente facilitada pela dispersdo anemocorica da espécie. Neste
caso, notam-se sinais do efeito fundador nessas populagdes, ou seja, poucos
individuos deram inicio & colonizag@o dessas areas, que podera ser comprovado
com estudos com DNA nuclear nessas populagdes (BRANDAO et al., dados ndo
publicados). Entretanto, a hipotese da dispersdo limitada (LINARES-
PALOMITO; OLIVEIRA-FILHO; PENNINGTON, 2011; MAYLE et al.,

2004), para explicar o padrdo aqui observado, deve ser levantada com ressalvas,
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pois mesmo o vento sendo capaz de dispersar sementes a longas distancias
(HORN; NATHAN; KAPLAN, 2001), o habitat fora das FEDs sobre
afloramento de calcario pode ser uma barreira para o estabelecimento da espécie,
impedindo a sua migracdo para outras areas.

Por fim, os resultados de filogeografia obtidos do cpDNA de Ceiba
pubiflora parecem corroborar com os observados por Caetano et al. (2008) e
Collevatti, Rabelo e Vieira (2009),, que apdiam a hipotese do Arco
Pleistocénico, proposto por Prado e Gibbs (1993) de formagdo continua de
FEDs, uma vez que a disponibilidade de um habitat continuo favoravel para a
ocorréncia de C. pubiflora (FED) pode explicar a expansdo da distribuicio
geografica da espécie. Entretanto, outros dados de filogeografia e
paleobotanicos, abrangendo mais espécies e maior area de ocorréncia das FEDs,
possibilitardo melhor entendimento da histéria das Florestas Estacionais
Deciduais na América do Sul. Com tudo, segundo os resultados aqui
apresentados sobre a diversidade haplotipica do cpDNA para a espécie C.
pubiflora, as popula¢des encontradas no vale do rio Parana, no Estado de Goias,
o norte de Minas Gerais ¢ sul da Bahia devem conter areas de preservagdo dessa

diversidade, para garantir a manutencao da capacidade evolutiva da espécie.
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4 IMPLICACOES PARA CONSERVACAO

As Florestas Estacionais Deciduais sobre afloramento de rochas
carbonaticas sdo considerados hoje, na maioria, como remanescentes de um
continuo de FED. Areas como as localizadas no norte de Minas Gerais e vale do
rio Parand apresentavam, em um passado recente, grandes areas de FEDs, que
deram lugar, principalmente nessas ultimas quatro décadas, a grandes areas
destinadas a agricultura e pastagem, para criagdo de gado (ESPIRITO-SANTO
et al., 2009; SCARIOT; SEVILHA, 2005). Nesses ultimos anos, as FEDs foram
negligenciadas, sendo destruidas, muitas vezes de forma ilegal, com extensas
areas florestais desmatadas para producdo de carvdo vegetal. Além disso, a
exploracdo de calcario para producdo de cimento ¢ uma constante ameaga para
essas formagoes, frente ao crescimento urbano. Sendo assim, sua conservagao
torna-se primordial para garantir a sobrevivéncia de espécies endémicas de
plantas, aves, mamiferos, dentre outras (SANTOS et al., 2012; SILVA; BATES,
2002; WERNECK; COLLI, 2006).

Estudos no Brasil abordando a diversidade genética em populacdes
naturais de plantas crescem a cada ano. A modernizacdo das técnicas
moleculares e maior acesso a essas tecnologias, propiciam um grande avango
para o entendimento da dindmica em genética de populagdes. Com tudo, €
importante a disponibilizagdo de informacdes que sejam uteis para desonerar os
custos destes estudos. Neste sentido, este trabalho subsidia outros futuros
utilizando marcadores cpDNA, a fim de evitar gastos desnecessarios e
aperfeicoar o processo de sequenciamento de fragmentos de DNA, dessa espécie
e de outras proximas filogeneticamente.

Os trabalhos de filogeografia com espécies de Florestas Estacionais

Deciduais sdo importantes, principalmente para elucidar os processos historicos
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que levaram a atual distribuicdo dessas formagdes, e indicar locais prioritarios
para conservagdo da diversidade genética da espécie. Neste estudo, ficou
evidente que as populacdes encontradas na area ecotonal entre Caatinga e
Cerrado, no Vale do rio Parana e regido norte de Minas Gerais e sul da Bahia,
sdo centros de diversidade genética, portanto, prioritdrios para conservagao.
Além disso, os resultados de filogeografia de C. pubiflora, parecem corroborar
com a hipdtese de Arco Pleistocénico, proposto por Prado e Gibbs (1993),
suportados por estudos genéticos como os de Caetano et al. (2008), Collevatti,

Rabelo e Vieira (2009) e Vieira et al. (no prelo).
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