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RESUMO

Ficus bonijesulapensis ¢ endémico em florestas estacionais deciduais
sobre afloramentos calcarios que estdo distribuidos em disjun¢des nos dominios
Cerrado e Caatinga. Espécies deste género sdo consideradas recursos-chave em
florestas tropicais, pois fornecem alimento durante o periodo de escassez de
outros recursos ¢, adicionalmente, auxiliam na recomposi¢do de comunidades
vegetais. Portanto, a conservacdo destas espécies em sua area de ocorréncia
natural além de manter a estrutura das comunidades, proporciona a manutengao
da viabilidade das populacdes em longo prazo e de sua diversidade genética.
Assim, com o auxilio de nove primers ISSR foram analisadas a diversidade, a
estrutura genética e os padrdes espaciais de variabilidade e descontinuidade
genética de 15 populagdes de F. bonijesulapensis. Foram obtidos 75 fragmentos
polimérficos, a diversidade genética (H,) foi de 0,37 e a porcentagem de locos
polimoérficos foi de 100%. A AMOVA demonstrou que a maior parte da
diversidade se encontra dentro das populagoes (77%), valor relativamente baixo
para espécies perenes e alogamas. Isto pode ser reflexo do baixo fluxo alélico
(1,10), o qual provavelmente ¢ limitado devido ao isolamento dos afloramentos
onde a espécie ocorre. A estrutura genética bayesiana demonstrou que oS
genotipos dos individuos amostrados podem ser distribuidos em seis grupos.
Porém, ndo ha um padrio espacial de variabilidade genética como confirmado
pelo Teste de Mantel (= 0.06, P=0.68). Foram propostas seis unidades
operacionais (UO’s) visando a capacidade das UO’s em manterem populacdes

minimas viaveis e maior variabilidade genética.

Palavras-chave: Diversidade genética. Genética da paisagem. Unidades

operacionais. Triangulagdo de Delaunay.



ABSTRACT

Ficus bonijesulapensis is endemic to seasonally dry forests on limestone
outcrops and are arranged in disjunction areas at the Cerrado and Caatinga.
Species of this genus are considered key resources in tropical forests providing
food during periods of scarcity of other resources and, additionally, help in
restoration of plant communities. Therefore, conservation of these species in
their natural range while maintaining the structure of communities, contributes
to the maintenance of the long-term population viability and their genetic
diversity. We used 9 ISSR primers to analyze the diversity, structure, spatial
patterns of variability and genetic discontinuities of 15 populations of F.
bonijesulapensis. 75 polymorphic bands were obtained, genetic diversity (He)
was 0,37 and the percentage of polymorphic loci was 100%. AMOVA showed
that most of the diversity is within populations (77,18%) as expected in long
lived and outcrossing plants. This may reflect the low gene flow (1,10), which is
probably limited due to the isolation of the outcrops where the species occurs.
Bayesian genetic structure showed that all individuals genotypes sampled can
be divided into six groups. However, there isn't a spatial pattern of genetic
variability according to the multivariate correlogram and that was confirmed by
Mantel’s test (r= 0.06, P=0.68). Six management units (MU) were proposed
aiming to the MU’s ability to maintain minimum viable populations and greater

genetic variability.

Keywords: Genetic diversity. Landscape genetics. Management units. Delaunay

triangulation.



SUMARIO

PRIMEIRA PARTE ..ottt 10
LINTRODUGAO. ... 11
2 REFERENCIAL TEORICO ..o 14
2.1 Florestas Estacionais DeCIAUAIS..........ocewerrereereerreereeeeeneeeeereeseeeseesesaseeseenne 14
2.2 Florestas estacionais deciduais em afloramentos rochosos................... 17
2.3 Ficus bonijesulapensis (MOFaCAE) ........coverererirrenrenrensssessenssnsessessessensenns 18
2.4 Conservacado Genética de Espécies Arblreas.............eeeerersnennnns 22
2.5 Marcadores ISSR (Inter Simple Sequence Repeats) .........cccoevvrrrrrrennns 25
2.6 GeNEtica da PaiSAgemM ...ttt e eenaens 28
3 CONSIDERAGOES GERAIS ..o 31
REFERENCIAS ...t 32
SEGUNDA PARTE ..ottt 43

ARTIGO: CONSERVACAO GENETICA DE Ficus bonijesulapensis R.M.,
Castro EM FLORESTAS DECIDUAIS SOBRE AFLORAMENTOS
CALCARIOS ... 44



PRIMEIRA PARTE



11

1 INTRODUCAO

As florestas tropicais representam uma fonte direta e indireta de recursos
e, a sua exploracdo, vem alterando os ecossistemas de forma irreversivel. Assim,
o aumento do interesse em conservar estas areas pode ser observado pelo
numero crescente de estudos disponiveis em literatura. Porém, a maioria das
informagdes provém de estudos em florestas tropicais imidas, ao passo que as
florestas tropicais estacionais, mesmo sofrendo com os impactos da destruigdo e
fragmentagdo, sdo menos estudadas (FUCHS; HAMRICK, 2010;
PENNINGTON; PRADO; PENDRY, 2000).

As Florestas Estacionais ocorrem em areas com distribuicdo sazonal de
chuvas e isso influencia no grau de deciduidade da vegetacdo, dividindo estas
florestas em semideciduais e deciduais (MURPHY; LUGO, 1986). No Brasil, as
Florestas Estacionais Deciduais (FED) sdo encontradas nos dominios Caatinga e
Cerrado e, sdo consideradas como remanescentes de extensas vegetagcdes de
semiarido que ocorreram durante o periodo Quaternario (PRADO; GIBBS,
1993).

As FED se desenvolvem sobre diferentes tipos de solo como os
afloramentos rochosos que, por comportarem espécies que sdo capazes de
sobreviverem as condi¢oes climaticas extremas, além de condicdes edaficas
particulares, sdo consideradas como ecossistemas peculiares e centros de
diversidade. Estas caracteristicas ressaltam a importancia de mais estudos serem
realizados nestes afloramentos, j4 que sdo areas que vém sofrendo intensa
degradagdo devida, principalmente, a exploragdo por mineradoras.

A espécie Ficus bonijesulapensis R.M. Castro (Moraceae), endémica de
florestas deciduas sobre afloramentos, foi descrita por Castro ¢ Rapini em 2006,
e ainda sdo escassas as informagdes sobre a biologia desta espécie. Porém, o

género Ficus, ao qual a espécie pertence, é bastante conhecido pela interagido
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mutualistica entre as figueiras e suas vespas polinizadoras. Além disso, outro
papel importante que as figueiras desempenham ¢ ser um recurso-chave, pois ao
florescerem assincronicamente durante o ano todo, fornecem alimento para
frugivoros e, adicionalmente, sua dispersdo auxilia no processo de recomposicao
de comunidades vegetais (SHANAHAN et al., 2001).

Mesmo assim, os estudos que levam em consideragdo a estrutura
genética populacional, o sistema reprodutivo e a diversidade genética ainda sdo
escassos. A conservagdo da diversidade genética ¢ importante para manter a
capacidade evolutiva de uma espécie em responder as mudangas ambientais e
também manter a viabilidade de suas populagdes em longo prazo (TORO;
CABALLERO, 2005).

Os parametros genéticos populacionais podem ser estimados a partir dos
dados obtidos com o uso de marcadores moleculares baseados na amplificagdo
da sequéncia de DNA, possibilitando a andlise da diversidade e estrutura
genéticas (dentro e entre populagdes) e compreender a dindmica dos alelos
nestas populagdes.

A estrutura genética de uma populagdo ¢ moldada pela interagdo dos
fatores evolutivos como mutagdo, selecdo, migracdo e deriva genética, e
influenciada pelo tamanho populacional, ciclo de vida das espécies e o fluxo
alélico. Este ultimo fator é o resultado tanto da eficiéncia dos dispersores e
polinizadores em alcancar outras populacdes como do isolamento entre elas
(LOVELESS; HAMRICK, 1984; NYBOM; BARTISH, 2000).

Este isolamento entre as populagdes pode ocorrer devido as barreiras,
que podem ser elementos da paisagem como estradas, corpos d’agua e
cordilheiras ou mesmo aspectos como umidade, temperatura ou tolerancia
quimica, e a identificag@o destas barreiras ¢ feita com o auxilio da Genética da

Paisagem (MANEL et al., 2003; STORFER et al., 2007).
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Ao identificar o padrdo espacial da estrutura genética, podem ser
propostas as chamadas Unidades Operacionais (UQO). Estas UO’s seriam
populacdes geograficamente distintas e geneticamente divergentes que, uma vez
identificadas poderiam aperfeicoar as estratégias de conservagdo in sSitu e até
mesmo ser um auxilio na coleta de amostras para colegdes de germoplasma
(DINIZ-FILHO; TELLES, 2002; MANEL et al., 2003).

Como as FED sobre afloramentos rochosos apresentam um isolamento
historico, possivelmente F. bonijesulapensis apresenta elevada diversidade
genética entre as populacdes e a existéncia de barreiras naturais entre as
populagdes pode estar ocasionando a descontinuidade genética entre elas. Além
disso, espera-se que as populacdes mais proximas geograficamente sejam
geneticamente mais similares. Assim, o objetivo com este trabalho foi descrever
os niveis de diversidade e estrutura genética intra e interpopulacional e estudar
os padrdes espaciais de variabilidade genética, com a finalidade de verificar a
existéncia de autocorrelagdo espacial das populagdes de Ficus bonijesulapensis,

delineando as possiveis unidades operacionais para sua conservagao.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Florestas Estacionais Deciduais

O numero de estudos ecoldgicos e conservacionistas realizados em
florestas tropicais, em sua maioria, referem-se as informagdes sobre esta
fitofisionomia principalmente em florestas tropicais umidas, enquanto que, as
florestas tropicais estacionais recebem atengdo relativamente menor
(PENNINGTON; PRADO; PENDRY, 2000), apesar de apresentarem um longo
registro de exploragdo humana (RODAL; NASCIMENTO, 2006).

As Florestas Estacionais ocorrem em areas onde a média de temperatura
anual estd acima de 17° C, com uma distribui¢do sazonal das chuvas, sendo que
a pluviosidade média esta entre 600-1800 mm, distribuida entre 4 a 9 meses
(CARVALHO, 2009; MURPHY; LUGO, 1986). Estas florestas quando
comparadas as florestas tropicais umidas, geralmente apresentam dossel mais
baixo e menor complexidade floristica e estrutural. Além disso, as florestas
umidas apresentam trés ou mais estratos de dossel enquanto que a maioria das
florestas estacionais tem um ou dois (MURPHY; LUGO, 1986).

De modo geral, a deciduidade nas Florestas Estacionais Deciduais
(FED) esta relacionada ao aumento do periodo de seca (diminui¢do das chuvas
anuais — pluviosidade menor que 1600 mm/ano), sendo que, a vegetagao perde
mais de 50% de sua cobertura arbdrea durante esse periodo (MURPHY; LUGO,
1986; PENNINGTON et al., 2004).

A temperatura e precipitagdo sazonal que influenciam nos padrdes
floristicos sdo fatores determinantes na distribuicdo da vegetacdo ao redor do
mundo. Assim, as mudancas destes dois fatores durante o Quaternario
influenciaram a historia da vegetacdo e clima ao longo da América do Sul e

Central (OLIVEIRA-FILHO; FONTES, 2000). Estes padrdes de distribuicdo da
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vegetacdo que emergiram devido as flutuagdes climaticas favoreceram o
desenvolvimento de hipoteses que pudessem explicar como estas diferengas
umido-secas no clima poderiam ter influenciado na conformacao disjunta das
florestas estacionais no continente (PRADO, 2000).

As FED sdo encontradas no continente sul-americano formando um
‘arco’ denominado por Prado e Gibbs (1993) como ‘Arco Pleistocénico’, com
uma de suas extremidades posicionadas a partir do nicleo ‘Caatinga’ (nordeste
brasileiro e norte do estado de Minas Gerais), estendendo-se a confluéncia dos
rios Paraguai e Parana com enclaves no Cerrado (Goias, Mato Grosso ¢ Mato
Grosso do Sul) — ntcleo ‘Misiones’ — até alcangar o nucleo florestal ‘Piedmont’,
que compreende o sudoeste boliviano e noroeste argentino. Ainda podem ser
encontradas algumas extensdes de FED nos vales estacionais andinos do Peru e
costa oeste do Equador (PENNINGTON et al, 2004; PRADO, 2000; PRADO;
GIBBS, 1993) (Figura 1).

Prado e Gibbs (1993) e Pennington et al. (2004) propuseram que as FED
atuais sdo remanescentes de extensas vegetagdes de semidrido que, em um
periodo glacial mais seco e frio ocorrido no Pleistoceno, poderiam ter se
expandido pelo Cerrado Central e alcangado partes da Amazdnia, enquanto
ocorria a contragdo das florestas tropicais a areas mais umidas. Assim, o padrdo
de distribuicdo atual das FED seria resultado do aumento da umidade e

reexpansao de areas florestais imidas (PRADO, 2000; PRADO; GIBBS, 1993).
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[ Floresta Estacional Decidual
Chaco

Cerrado 295 0 990 kimi

t

Figura 1 Distribuicdo das Florestas Estacionais Deciduais na América Latina. Os nucleos
estdo localizados em: (1) Caatinga, (2) Misiones, (3) Chiquitano, (4) Piedmont,
(5) vales inter-andinos e (6) costa oeste do Equador (FONTE: modificado de
PENNINGTON; PRADO; GIBBS, 2000)

As FED estdo distribuidas em fragmentos no Brasil Central (Distrito
Federal, Goias, Mato Grosso), Nordeste brasileiro ¢ Minas Gerais (FELFILI et
al., 2007; PEDRALLI, 1997), em areas que possuem solos férteis com niveis de
nutriente e pH variando de moderados a altos e estdo menos sujeitas a incéndios,
ao contrario do Cerrado, que apesar de apresentar mesmo clima sazonal, possui
solo de maior acidez e sua vegetagdo ¢ adaptada as queimadas (PENNINGTON
et al., 2004).

Estas florestas deciduas estdo entre os ecossistemas tropicais mais

ameacados atualmente, pois além de ocorrem em solos férteis altamente
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favoraveis para agricultura, apresentam elevado numero de espécies de
importancia econdmica, que sdo exploradas para retirada de madeira e para
conversao destas areas em paisagens agricolas. Apesar disso, ainda é reduzido o
numero de estudos que tem como foco a conservacdo das florestas deciduais
(OLIVEIRA-FILHO; JARENKOW; RODAL, 2006; SILVA; SCARIOT, 2004;
WERNECK; COLLI, 2006).

2.2 Florestas estacionais deciduais em afloramentos rochosos

As FED geralmente ocorrem em manchas separadas nos neotropicos
(PENNINGTON; PRADO; PENDRY, 2000), em diferentes tipos de solo como
os depositos aluviais ricos no Pantanal Mato-Grossense, solos originados do
basalto e afloramentos rochosos. No Brasil, estes afloramentos sdo formados por
rochas de granito, arenito, gnaisse, quartzito e calcario, sendo que esse ultimo ¢
o mais encontrado no planeta (CARVALHO, 2009; FELFILI, et al., 2007;
OLIVEIRA-FILHO et al. 1998; POREMBSKI, 2007).

A maior parte dos afloramentos calcarios no continente sul-americano
esta situada em regides que possuem clima sazonal e, estes afloramentos sdo
capazes de comportarem o desenvolvimento de uma vegetagdo florestal,
enquanto que em areas de afloramentos com quartzitos e arenitos, geralmente
serdo encontradas vegetacdes herbaceo-arbustivas (CARVALHO, 2009;
FELFILI et al., 2007; PEREIRA, 2008).

Assim, as florestas deciduas sobre afloramentos podem ser consideradas
como ecossistemas peculiares, pois as espécies encontradas neles estdo
condicionadas ao estresse climatico e sdo capazes de se desenvolver sobre
relevos acidentados, ingremes e rochosos, com solos rasos ¢ de baixa drenagem

(CARVALHO; FAGG; FELFILI, 2010; FELFILI et al., 2007; POREMBSKI;
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BARTHLOTT, 2000). Com isso, muitas destas florestas sdo consideradas como
centros de diversidade (POREMBSKI, 2007).

Diversos autores enfatizam que apesar de crescente, os dados especificos
sobre as FED em afloramentos calcarios no Brasil ainda sdo considerados
escassos. A necessidade de adogdo de politicas conservacionistas para que esta
vegetacdo nao seja erradicada por estar localizada em areas de exploragdo por
mineradoras, fabricas de cimento, extrativismo madeireiro e expansdo de areas
agricolas, tem sido enfatizada por varios pesquisadores (LOMBARDI; SALINO;
TEMONI, 2005; POREMBSKI, 2007; PORTO et al., 2008; SILVA; SCARIOT,
2004).

2.3 Ficus bonijesulapensis (Moraceae)

A familia Moraceae compreende 53 géneros e cerca de 1500 espécies
com ocorréncia tanto em regides temperadas como em tropicais (JUDD et al.,
2009). As plantas pertencentes a esta familia geralmente possuem habito
arboreo, sdo lactescentes e podem ser encontradas em florestas de estagio
avangado. Existem registrados e descritos 27 géneros e cerca de 250 espécies no
Brasil (SOUZA; LORENZI, 2005). Um destes géneros ¢ o Ficus Linn. o qual
constitui um dos maiores — com cerca de 800 espécies distribuidas nas regides
tropicais e subtropicais — e mais diverso género, com grande variagdo de habitats
¢ habitos: hemi-epifitas, arbustos até arvores de grande porte (HERRE;
JANDER; MACHADO, 2008). As espécies deste género apresentam varias
finalidades como: ornamentacio, alimentacio e até mesmo extragdo de latex. E
importante ressaltar ainda que o fruto é muito nutritivo, rico em vitaminas,
minerais, gorduras e agua (ROUT; APARAIJITA, 2009).

A principal caracteristica deste género é a inflorescéncia em siconio ou

figo, que possui formato de urna. As centenas de flores estdo inseridas dentro
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deste figo cujo apice possui um ostiolo que é fechado por bracteas (MILTON et
al, 1982). Quanto ao sistema de reproducdo, as espécies sdo geralmente
alogamas e podem ser encontrados individuos monoicos e dioicos
(SHANAHAN et al., 2001). A polinizagdo ocorre por uma interagcdo
mutualistica entre a espécie e as vespas do figo (Hymenoptera: Agaonidae) que €
um dos exemplos mais extremos de mutualismo entre planta e inseto
(NAZARENO; CARVALHO, 2009; PEREIRA, 2006). Quando as flores
femininas estdo receptivas, vespas fémeas atraidas por substancias volateis
penetram no figo por meio do ostiolo e, ao ovopositarem na base das flores,
simultaneamente polinizam algumas. Isto ¢ possivel porque estas vespas
provenientes de outro figo (acasaladas) estdo carregadas de pdlen. Geralmente,
as fémeas morrem no interior do siconio apds ovopositarem (JANZEN, 1979).

Posteriormente, ha o desenvolvimento dos frutos e também das larvas
(naquelas flores onde os ovos foram depositados) as quais formam galhas. Em
seguida, os machos eclodem primeiro e copulam com as fémeas, que ainda estio
dentro das galhas, e abrem cavidades na parede do figo. Imediatamente, as
fémeas eclodem e — devido ao contato com as flores masculinas, agora
amadurecidas — tém seu corpo recoberto por polen e deixam o figo. As fémeas
acasaladas dardo inicio ao ciclo em outro figo (MILTON et al.,, 1982;
NAZARENO; SILVA; PEREIRA, 2007).

Deste modo, conclui-se que além da producdo de sementes nas espécies
de Ficus serem totalmente dependentes desta interagdo, as vespas também
dependem dela para completarem seu ciclo de vida. Além disso, esta sincronia
no desenvolvimento dos figos evita que ocorra a auto-fecundagdo nas espécies
monodicas de Ficus (NAZARENO, 2009; ZAVODNA et al., 2005).

Zavodna et al. (2005) enfatizam que poucos estudos procuram observar
a capacidade de dispersdao do polen por vespas do figo. Em um estudo realizado

no Panama, Nason, Herre e Hamrick (1998) ao investigar a estrutura genética de
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sementes em espécies monoicas de Ficus encontradas na América Central,
mostraram que em um figo, muitos dos aquénios foram fertilizados por pdlen
provenientes de diferentes arvores sendo que, a distancia de dispersdo de polen
foi estimada em distancias de 5,8 a 14,2 km (NASON; HERRE; HAMRICK,
1998; ZAVODNA et al, 2005).

Harrison (2003) enfatiza que o transporte de graos de polen ¢ facilitado
pela dispersdo das vespas polinizadoras mediada por correntes de vento.
Secundariamente, as substancias volateis atraem as vespas a curtas distancias da
arvore com figos receptivos. Estes resultados indicam que as populacdes de
figueiras, mesmo em paisagens fragmentadas, podem permanecer
reprodutivamente viaveis devido a capacidade de voo a longas distancias por
seus agentes polinizadores. Desta forma, conservar os fragmentos florestais se
torna importante ndo sé para a manuten¢do da diversidade genética das espécies
de Ficus, mas também para a conservacdo de outras espécies ecologicamente
relacionadas (NAZARENO, 2009).

Um importante papel que as plantas deste género desempenham ¢é que
devido ao fato de florescerem assincronicamente ao longo do ano, constituem
um recurso-chave para o funcionamento de florestas tropicais, pois provéem
alimento para comunidades de vertebrados e invertebrados frugivoros em
periodos de escassez de frutos de outras espécies (HERRE; JANDER;
MACHADO, 2008; NASON; HAMRICK, 1997; SHANAHAN et al., 2001).

O figo demonstra uma importancia adicional da dieta alimentar destes
animais porque ele ¢ considerado uma fonte potencial de célcio — os figos
possuem nivel elevado desta substancia — e de proteina animal, fornecida pelas
larvas dos insetos dentro do siconio (SHANAHAN et al., 2001).

Shanahan et al. (2001) ao revisarem dados de literatura sobre frugivoria
em espécies de Ficus identificaram quais animais eram especialistas em figo, ou

seja, aqueles que realmente eram capazes de dispersar as sementes de figo do
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qual se alimentavam. Eles encontraram em geral, uma sobreposi¢ao de guildas
de passaros, mamiferos arboricolas e morcegos frugivoros (SHANAHAN et al.,
2001). Portanto, aqueles frugivoros que apresentam ampla area de vida serdo
capazes de dispersar as sementes por longas distancias (ZAVODNA et al.,
2005).

Esta dispersdo torna as figueiras extremamente importantes no processo
de regeneragdo e recomposicdo de comunidades vegetais. Além disso, atraem
dispersores frugivoros de outras espécies vegetais ¢ ainda sdo hospedeiras de
uma diversa comunidade de epifitas (PEREIRA, 2006).

Pereira (2005) realizou um levantamento sobre os estudos que haviam
sido desenvolvidos com o género Ficus no Brasil, e constatou que, apesar da
grande diversidade que ele apresenta no pais, existem poucos grupos de estudo
quando comparados aos ocorrentes em paises temperados. A maior parte das
pesquisas foi desenvolvida nas regides Sudeste e Sul, e abordaram temas como
taxonomia, anatomia, morfologia, eventos fenoldgicos, questdes ecoldgicas
relacionadas a interagdo Ficus - vespas e Ficus e outros organismos, além de
frugivoria, germinagdo e polinizagdo (PEREIRA, 2005). Entretanto, os estudos
que levam em consideragdo a estrutura populacional, o sistema reprodutivo e
diversidade genética ainda sdo escassos (DICK; HARDY; JONES, 2008;
NAZARENO et al., 2009).

A espécie alvo deste estudo ¢ Ficus bonijesulapensis R.M. Castro,
descrita por Castro ¢ Rapini (2006), apresenta habito arbéreo com tronco
acinzentado e brilhante (CASTRO; RAPINI, 2006). E necessario enfatizar que,
além de toda a importancia ja destacada que o género Ficus demonstra, F.
bonijesulapensis ¢ endémica de florestas deciduas que ocorrem sobre
afloramentos rochosos e, por isso, diferem da maioria das espécies da familia
Moraceae que ¢ geralmente associada a habitats de floresta tropical timida

(CASTRO; RAPINI, 2006).
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A espécie F. bonijesulapensis, também conhecida com gameleira,
recebeu este epiteto devido & sua espécie-tipo ter sido coletada na cidade de
Bom Jesus da Lapa, Bahia. A cidade ¢ conhecida por receber a visita de muito
peregrinos a Gruta do Bom Jesus da Lapa, a qual, propriedades milagrosas sao
atribuidas (CASTRO; RAPINI, 2006; VIEIRA et al., 2010).

Foi feito um levantamento dos trabalhos existentes em literatura que
estivessem relacionados a F. bonijesulapensis, e foi encontrado somente o
trabalho realizado por Vieira et al. (2010) sobre a sele¢do de primers de DNA
cloroplastidial e que serdo posteriormente utilizados em estudo filogeografico
com a espécie.

Portanto, ao considerar o endemismo de F. bonijesulapensis ¢ a
antropizagdo crescente em sua area de ocorréncia, demonstra-se a necessidade
de serem realizados estudos que abordem aspectos ecoldgicos e genéticos para
verificar a estruturagdo da diversidade genética dentro e entre as populagdes

visando a conservagdo desta espécie.

2.4 Conservacgdo Genética de Espécies Arbdreas

Atualmente, um dos assuntos mais discutidos ¢ a conservagdo dos
recursos genéticos em biomas tropicais, ja que ¢ urgente que medidas sejam
tomadas para que o impacto causado pela destruicdo de habitat seja reduzido
(BARBOSA et al.,2010; SOUZA; LOVATO, 2010).

Os estudos em genética de populagdes podem ajudar os
conservacionistas no delineamento de estratégias de conservagdo e manejo de
florestas para o uso sustentavel dos seus recursos. A reducdo do tamanho
populacional das espécies encontradas nestas florestas pode resultar em perda de
diversidade genética, endogamia e o aumento do risco de extin¢do local delas

(AGUILAR et al., 2008; SOUZA; LOVATO, 2010).
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Os pardmetros genéticos populacionais podem ser estimados a partir dos
dados obtidos com o uso de marcadores moleculares. Assim, & possivel detectar
os niveis de distribui¢do da diversidade genética dentro e entre populagdes ¢
compreender a dindmica dos alelos nestas populacdes (GE et al, 2005;
ZAGHLOUL et al., 2006).

A diversidade genética ¢ um dos pilares da conservacdo genética, pois
influencia diretamente a capacidade evolutiva de uma espécie em responder as
mudangas ambientais e, a sua redugdo ou perda, poderia até mesmo acarretar em
sua extingdo (MARTINS et al., 2008; TORO; CABALLERO, 2005). Portanto,
uma populagdo terd mais chances de sobreviver por longos periodos se, aliada a
fatores demograficos e ecologicos, apresentar uma variabilidade genética
elevada (REIS et al., 2009).

A manutencao desta variabilidade ¢ garantida por meio da conectividade
genética entre as populagdes. Segundo Sork e Smouse (2006), esta conectividade
dependera do grau de isolamento entre as populagdes, ou seja, as possiveis
barreiras fisicas que as separam ¢ de diversas fontes de propagulos, garantido
ndo s6 uma taxa elevada, mas também maior diversidade de alelos. Portanto, o
fluxo alélico (polinizagdo e dispersdo de sementes) dependera da eficiéncia dos
polinizadores e dispersores de sementes em alcangar outras populagdes
(MARTINS et al., 2008).

Segundo Hamrick (2004), as espécies arboéreas geralmente apresentam
mecanismos de dispersdo génica eficientes, sendo entdo capazes de manter uma
diversidade genética elevada. Apesar dos efeitos da redugdo populacional
geralmente ndo serem percebidos quanto a diversidade genética, Lowe et al.
(2005), observaram que o nivel de endogamia entre as progénies e o seu fitness
foram afetados devido a esta redugdo.

Além do fluxo de alelos, o tamanho populacional e o ciclo de vida das

espécies também influenciam diretamente na diversidade e estrutura genética
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das populagdes (JEONG et al., 2010; NYBOM; BARTISH, 2000). Esta estrutura
— distribui¢do da variabilidade genética (BROWN, 1978) — é moldada e mantida
principalmente pela interacdo dos fatores evolutivos como mutacao, selecdo,
migra¢do e deriva genética (LOVELESS; HAMRICK, 1984).

Espécies que apresentam distribuicdo em areas geograficas restritas
como afloramentos calcarios merecem atengdo em estudos conservacionistas nao
somente por sofrerem forte pressdo antropica, mas por serem capazes de habitar
em locais com condi¢des ambientais mais severas.

Segundo Scarano (2007), ainda sdo poucos os estudos que investigam os
padrdes de diversidade genética e fluxo alélico em espécies que ocorrem em
afloramentos rochosos principalmente porque estes estudos foram realizados
com espécies ndo-arboreas como o deFranceschinelli et al. (2006) que estudaram
a estrutura genética de duas espécies de Vellozia (Velloziaceae) e encontraram
baixa diversidade para a espécie restrita aos afloramentos e o de Barbara et al.
(2007) que investigaram o fluxo génico em espécies de Alcantarea
(Bromeliaceae) ocorrentes em afloramentos graniticos. Os resultados
demonstraram que o fluxo génico foi menor que o encontrado em literatura,
tanto para plantas no geral, como para bromeliaceas.

Portanto, investigar a estrutura genética de espécies que ocorrem nestes
locais pode ajudar na elaboragdo de estratégias efetivas para conservagdo in situ
e manejo nestas areas. As populacdes com niveis de diversidade mais altos
poderiam entdo ser usadas como fonte de propagulos para conservagdo ex situ
(FUCHS; HAMRICK, 2010).

A variabilidade genética em populagdes de plantas é geralmente
estimada pelo nimero médio de alelos por loco, da heterozigosidade média
observada e esperada e, da porcentagem de locos polimdrficos entre outros.

Estes parametros podem ser obtidos por meio de marcadores moleculares que
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estdo sendo amplamente utilizados para monitorar esta variabilidade

(FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998).

2.5 Marcadores ISSR (Inter Simple Sequence Repeats)

Os métodos moleculares baseados na amplificagdo da sequéncia de
DNA possibilitam a determinagdo e a analise da diversidade genética, a estrutura
genética (dentro e entre populacdes) e tém auxiliado no entendimento dos
padrdes de fluxo génico, dispersdo e selecao (CAVERS et al., 2005; ROLDAN-
RUIZ et al., 2000).

Durante as tultimas duas décadas, estes métodos demonstraram um
grande progresso e possibilitaram a geracdo de dados genéticos de um grande
numero amostral de individuos e também populagdes de varias espécies vegetais
(HOLDEREGGER; KAMM; GUGERLLI, 2006).

Geralmente, o tipo de marcador é escolhido de acordo com os principais
aspectos que serdo necessarios para a realizacdo do estudo. Segundo Agostini
(2008), os marcadores moleculares existentes sdo diferenciados pela
simplicidade de uso, custo, tipo de tecnologia aplicada, repetibilidade,
capacidade de diferenciagdo entre os individuos, tipo de dado gerado
(codominante ou dominante) e modo de heranca.

Estes marcadores sdo considerados neutros sob a odtica evolutiva, ou
seja, ndo ¢é possivel inferir sobre a capacidade adaptativa ou evolutiva da espécie
em estudo. Esta neutralidade ¢ um pressuposto basico para detectar a
diferenciag@o ¢ variabilidade entre as populagoes (HOLDEREGGER; KAMM;
GUGERLI, 2006; SHAO et al., 2009; SUNNUCKS, 2000; VIEIRA, 2005).

Os principais tipos de marcadores moleculares s3o os marcadores
codominantes e os dominantes. Os primeiros sdo capazes de identificar os dois

tipos de alelos que um individuo dipléide pode apresentar (heterozigoto e
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homozigoto), ja os marcadores dominantes mostram somente um padrdo de
fragmento para o genotipo heterozigoto ou homozigoto, e quando ha auséncia do
fragmento infere-se que o gendtipo ¢ homozigoto recessivo (WOLFE, 2005).
Exemplos de marcadores codominantes sdo as isoenzimas e os microssatélites
(SSR). Os tipos de dominante sdo RAPDs (random amplified polymorphic
DNAs), AFLPs (amplified fragment length polymorphisms) e ISSRs (inter
simple sequence repeats).

Varios autores relatam que entre os marcadores dominantes, o uso do
ISSR tem recebido grande projecdo em estudos de genética de populagdes de
plantas, além de fungos, insetos e vertebrados (HU et al., 2010; NASCIMENTO
et al., 2010; WOLFE, 2005).

A premissa desta técnica ¢ que os primers ISSR alcangam as sequéncias
simples repetidas (SSR ou microssatélites) que estdo dispersas abundantemente
ao longo de todo o genoma (ZIETKIEWICZ; RAFALSKI; LABUDA, 1994) ¢
podem amplificar as regides onde a enzima Taq polimerase atua, gerando uma
grande quantidade fragmentos polimorficos (GE et al. 2005; NARZARY;
RANA; RANADE, 2010)

Os perfis de ISSR sdo gerados a partir da reagdo de PCR (Polymerase
Chain Reaction). Para isso, ¢ utilizado um tnico primer composto de di-, tri-,
tetra- ou penta-nucleotideos SSR repetidos, ancorado ou nao, por uma sequéncia
5’ou 3’°, de 1 a 3 nucleotideos (GE et al. 2005; NARZARY; RANA; RANADE,
2010; ZIETKIEWICZ; RAFALSKI; LABUDA, 1994). Os fragmentos obtidos
pela amplificacdo destas regides de DNA sdo considerados locos dialélicos,
geralmente apresentam 200 a 2000 pb (ZIETKIEWICZ; RAFALSKI;
LABUDA, 1994) e podem ser detectados em géis de agarose ou acrilamida
(REDDY; SARLA; SIDDIQ, 2002).

Esta técnica além de ndo necessitar de informagao prévia do genoma,

tem custo relativamente menor, é rapida, tecnicamente mais simples e capaz de
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gerar grande niimero de marcadores polimorficos em um experimento e, ainda
pode ser usada com uma grande aplicabilidade taxonomica (HU et al, 2010; SU;
WANG; OUYANG, 2009; YE et al., 2005; ZIETKIEWICZ; RAFALSKI;
LABUDA, 1994).

Os protocolos de amplificacdo e andlise de dados sdo similares para
RAPD ¢ ISSR, porém o ISSR suporta temperaturas de anelamento mais altas, o
que resulta em maior reprodutibilidade dos fragmentos amplificados. Outra
caracteristica importante ¢ que por apresentarem maior superficie de ancoragem,
pois possuem sequéncias mais longas (16-25pb), os resultados obtidos por
marcadores ISSR serdo mais robustos (BRANDAO, 2008; CHEN et al., 2009;
HU et al, 2010; QIAN et al., 2001; WOLFE, 2005).

Apesar dos marcadores ISSR receberem algumas criticas devido ao seu
carater dominante, Holsinger, Lewis e Dey (2002) desenvolveram a abordagem
bayesiana que separa a variagdo genética com dados derivados de marcadores
dominantes. Além disso, Dawson et al. (1995) relatou que os efeitos deste tipo
de marcador, ou seja, os genotipos heterozigotos, nio sio detectados pelo Indice
de Diversidade de Shannon (SU; WANG; OUYANG, 2009). Este indice baseia-
se na frequéncia do fragmento amplificado (auséncia ou presenga) na populagao
(BRANDAO, 2008).

Alguns exemplos de estudos que utilizaram marcadores ISSR para
acessar a diversidade genética em espécies arboreas sdo os de Souza e Lovato
(2010) que compararam as espécies Dimorphandra mollis (amplamente
distribuida) e Dimorphandra wilsonii (incluida na categoria de espécie
criticamente ameacada) com o intuito de obter informagdes para o
estabelecimento de estratégias de conservagdo mais adequadas para D. wilsonni;
Jin e Li (2007) que caracterizaram a diversidade genética entre e dentro de
populagdes da espécie ameacada Heptacodium miconioides (endémica da

China); Zhang, Chen e Li (2005) encontraram baixa diversidade genética para a
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espécie Pinus squamata com o uso de ISSR; Branddo (2008) caracterizou a
variabilidade genética em populagdes de Myrcia splendens presentes em um

sistema corredor-fragmento no sul de Minas Gerais.

2.6 Genética da Paisagem

Uma nova area de pesquisa que surgiu da juncdo da genética de
populagdes, da ecologia da paisagem e da estatistica espacial ¢ a denominada
Genética da Paisagem. A partir dela ¢ possivel inferir o papel que os processos
ecologicos, em conjunto as caracteristicas ambientais, desempenham na
diversidade genética e estrutura das populacdes (MANEL et al., 2003;
STORFER et al., 2007).

Segundo Manel et al. (2003), os dois pontos principais da genética da
paisagem sdo a deteccdo da existéncia ou ndo de descontinuidade genética entre
populagdes ¢ a correlagdo desta descontinuidade com as caracteristicas do
ambiente. Esta abordagem possibilita, por exemplo, identificar quais barreiras,
muitas vezes imperceptiveis, poderiam estar impedindo o fluxo génico entre
populagdes ou mesmo reatando este fluxo (MANEL et al., 2003). O principal
foco da genética da paisagem ¢ a identifica¢do destas barreiras. Segundo Storfer
et al. (2007), estradas, corpos d’agua e cordilheiras sdo as barreiras mais
intransponiveis. Porém, caracteristicas como umidade, temperatura ou tolerancia
quimica também formam um micro habitat que potencialmente servird como
barreira ao fluxo génico.

Assim, entender como a paisagem influencia no movimento dos alelos
propiciaria o delineamento de reservas e corredores naturais que sejam capazes
de manter a conectividade entre as populagdes (SHIRK et al., 2010).

Sork e Waits (2010) identificaram que o rapido avanco da genética da

paisagem ¢ devido a trés fatores principais: (1) com o aumento do impacto
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antropogénico, 0s conservacionistas estdo focando em planos de manejo que
visem a conectividade de populagdes viaveis, no ambito da paisagem e
ecossistema; (2) com o avango tecnoldgico, além de maior acessibilidade as
técnicas moleculares, houve maior possibilidade de coletar dados genéticos em
escalas maiores; (3) melhorias em ferramentas como o sistema de informacgdes
geograficas e sensoriamento remoto possibilitaram a quantificacdo das variaveis
ambientais em escalas compativeis aos dados genéticos.

Manel et al. (2003) descreveram alguns métodos estatisticos que podem
ser utilizados para analisar as varidveis genéticas e ambientais e suas
correlagdes:

- Teste de Mantel (MANTEL, 1967), utilizado para verificar a presenca
de um padrdo de isolamento por distincia, entre os individuos ou as populacdes
e também utilizado para medir a associacdo entre a distdncia genética e as
variaveis ambientais;

- analise de regressdo, realizada entre os pares de individuos ou
populagdes e suas distdncias geograficas, que possibilita estimar o tamanho de
vizinhanga;

- métodos de autocorrelagdo espacial (SOKAL; ODEN, 1978),
relacionam a distancia genética a distancia geografica entre pares de populacdes;

- método bayesiano;

- analise multivariada, como a analise de componente principal (PCA),
cujo resultado ¢ visualizado por meio de um mapa facilitando a interpretagido dos
dados;

- algoritmo de Monmonier (MONMONIER, 1973) e a abordagem
Womble (WOMBLE, 1951), que sdo capazes de identificar barreiras genéticas
existentes na paisagem;

- analise de correspondéncia candnica (CCA);

- sistema de informagdes geograficas.
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Com base no padrio espacial da variabilidade genética, podem-se
identificar as unidades evolutivas significativas (ESU — evolutionary significant
units (MORITZ, 1994) e as unidades operacionais (management units) que
servem para delinear estratégias a serem empregadas em programas de
conservagdo in Situ ou mesmo na amostragem de individuos para cole¢des de
germoplasma.

Diniz-Filho e Telles (2002) defenderam que ¢ possivel aperfeicoar estas
estratégias por meio da identificagdo de Unidades Operacionais (UO’s). De
acordo com esta metodologia, as UO’s seriam as populagdes geograficamente
distintas que apresentariam divergéncia nas frequéncias alélicas assegurando o
manejo e viabilidade das ESU’s (DINIZ-FILHO; TELLES, 2002; MANEL et
al., 2003).
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3 CONSIDERACOES GERAIS

O maior desenvolvimento das técnicas moleculares proporcionou um
avango nos estudos genéticos populacionais. E cada vez mais observado que o
estabelecimento de programas para conservacao genética necessita de propostas
que realmente assegurem a manutencdo de populacdes viaveis, ou seja, que
apresentem maiores niveis de diversidade genética assegurando a capacidade
evolutiva da espécie.

Para isso, é importante entender como os padrdes de variabilidade
genética sdo influenciados pelos elementos da paisagem. Este ¢ o objetivo da
genética da paisagem, uma abordagem recentemente difundida para o estudo da
conservacao genética. Com os dados obtidos € possivel detectar onde existem
descontinuidades genéticas e inferir quais as possiveis barreiras estariam
limitando o fluxo alélico.

A espécie Ficus bonijesulapensis ¢ endémica de florestas estacionais
sobre afloramentos calcarios, os quais se encontram distribuidos em disjun¢des
pelo Brasil Central e, atualmente, estdo sendo degradados principalmente devido
a exploragdo do calcario.

Assim, ao considerar a antropiza¢ao destas areas levando a diminui¢ao
do numero de individuos e o tipo de sistema reprodutivo do género, o alégamo
(apesar de nao ter sido relatado o sistema reprodutivo para a espécie, ¢ bem
provavel que seja o mesmo registrado para o género) ¢ de grande importancia o
delineamento de uma rede de unidades operacionais que possam manter o fluxo
alélico entre as populagdes e, consequentemente, a capacidade evolutiva da

espécie.
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ARTIGO PRELIMINAR: CONSERVACAO GENETICA DE Ficus
bonijesulapensis R.M. Castro EM FLORESTAS DECIDUAIS SOBRE
AFLORAMENTOS CALCARIOS

RESUMO

Ficus bonijesulapensis ¢ endémico em florestas estacionais deciduais
sobre afloramentos calcarios que estdo distribuidos em disjungdes nos dominios
Cerrado e Caatinga. Espécies deste género sdo consideradas recursos-chave em
florestas tropicais, pois fornecem alimento durante o periodo de escassez de
outros recursos e, adicionalmente, auxiliam na recomposi¢do de comunidades
vegetais. Portanto, a conservacdo destas espécies em sua area de ocorréncia
natural além de manter a estrutura das comunidades, proporciona a manutengao
da viabilidade das populagdes em longo prazo e de sua diversidade genética.
Assim, com o auxilio de nove primers ISSR foram analisadas a diversidade, a
estrutura genética e os padrdes espaciais de variabilidade e descontinuidade
genética de 15 populagdes de F. bonijesulapensis. Foram obtidos 75 fragmentos
polimorficos, a diversidade genética (H.) foi de 0,37 e a porcentagem de locos
polimoérficos foi de 100%. A AMOVA demonstrou que a maior parte da
diversidade se encontra dentro das populagdes (77%), valor relativamente baixo
para espécies perenes e alogamas. Isto pode ser reflexo do baixo fluxo alélico
(1,10), o qual provavelmente ¢ limitado devido ao isolamento dos afloramentos
onde a espécie ocorre. A estrutura genética bayesiana demonstrou que os
gendtipos dos individuos amostrados podem ser distribuidos em seis grupos.
Porém, ndo ha um padrdo espacial de variabilidade genética como confirmado
pelo Teste de Mantel (= 0.06, P=0.68). Foram propostas seis unidades
operacionais (UQO’s) visando a capacidade das UO’s em manterem populagdes

minimas vidveis e maior variabilidade genética.
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Palavras-chave: Diversidade genética. Genética da paisagem. Unidades

operacionais. Triangulagdo de Delaunay.

ABSTRACT

Ficus bonijesulapensis is endemic to seasonally dry forests on limestone
outcrops and are arranged in disjunction areas at the Cerrado and Caatinga.
Species of this genus are considered key resources in tropical forests providing
food during periods of scarcity of other resources and, additionally, help in
restoration of plant communities. Therefore, conservation of these species in
their natural range while maintaining the structure of communities, contributes
to the maintenance of the long-term population viability and their genetic
diversity. We used 9 ISSR primers to analyze the diversity, structure, spatial
patterns of variability and genetic discontinuities of 15 populations of F.
bonijesulapensis. 75 polymorphic bands were obtained, genetic diversity (He)
was 0,37 and the percentage of polymorphic loci was 100%. AMOVA showed
that most of the diversity is within populations (77,18%) as expected in long
lived and outcrossing plants. This may reflect the low gene flow (1,10), which is
probably limited due to the isolation of the outcrops where the species occurs.
Bayesian genetic structure showed that all individuals genotypes sampled can
be divided into six groups. However, there isn't a spatial pattern of genetic
variability according to the multivariate correlogram and that was confirmed by
Mantel’s test (r= 0.06, P=0.68). Six management units (MU) were proposed
aiming to the MU’s ability to maintain minimum viable populations and greater

genetic variability.

Keywords: Genetic diversity. Landscape genetics. Management units. Delaunay

triangulation.



46

INTRODUCAO

As florestas tropicais representam uma fonte direta e indireta de recursos
e, a sua exploracdo, vem alterando os ecossistemas de forma irreversivel. Assim,
o aumento de interesse em conservar estas areas pode ser observado pelo
numero crescente de estudos disponiveis em literatura. Porém, a maioria das
informagdes provém de estudos em florestas tropicais imidas, ao passo que as
florestas tropicais estacionais, mesmo sofrendo com os impactos da destruigdo e
fragmentagdo, sdo menos estudadas (FUCHS; HAMRICK, 2010;
PENNINGTON; PRADO; PENDRY, 2000; RODAL; NASCIMENTO, 2006).
As Florestas Estacionais ocorrem em areas com distribuicdo sazonal de chuvas e
isso influencia no grau de deciduidade da vegetagdo, dividindo estas florestas em
semideciduais e deciduais (CARVALHO, 2009; MURPHY; LUGO, 1986).

As mudangas de temperatura e precipitacdo sazonal que ocorreram
durante o periodo Quaternario, influenciaram a historia da vegetacdo e clima ao
longo da América do Sul e Central (OLIVEIRA-FILHO; FONTES, 2000).
Assim, padroes de distribui¢do da vegetagdo que emergiram devido as
flutuagdes climaticas favoreceram o desenvolvimento de hipoteses que
pudessem explicar como estas diferencas imido-secas no clima poderiam ter
influenciado na conformacao disjunta das florestas estacionais (PRADO, 2000).

No Brasil, as Florestas Estacionais Deciduais (FED) sdo encontradas nos
dominios Caatinga e Cerrado, ¢ sdo consideradas como remanescentes de
extensas vegetacoes de semiarido que, segundo Prado e Gibbs (1993) e
Pennington et al. (2004), teriam se expandido, durante um periodo glacial mais
seco e frio ocorrido no Pleistoceno, pelo Brasil Central e alcangado partes da
Amazonia, enquanto ocorria a contragdo das florestas tropicais a areas mais

umidas. Assim, o padrdo de distribuicdo que observamos hoje seria resultado do
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aumento da umidade e reexpansdo de areas florestais imidas (PRADO, 2000;
PRADO; GIBBS, 1993).

As FED se desenvolvem sobre diferentes tipos de solo como os
afloramentos rochosos que, por comportarem espécies que sdo capazes de
sobreviverem as condig¢Oes climaticas extremas, além de condicoes edaficas
particulares, sdo consideradas como ecossistemas peculiares e centros de
diversidade (FELFILI et al., 2007; POREMBSKI; BARTHLOT, 2000). Estas
caracteristicas ressaltam a importancia de mais estudos serem realizados nestes
afloramentos, ja que sdo areas que vém sofrendo intensa degradacdo devida,
principalmente, a explora¢do por mineradoras (PORTO et al., 2008; SILVA;
SCARIOT, 2004).

A espécie Ficus bonijesulapensis R.M. Castro (Moraceae), endémica de
florestas deciduas sobre afloramentos, foi descrita por Castro e Rapini em 2006,
e ainda sdo escassas as informagdes sobre a biologia desta espécie. Porém, o
género Ficus, ao qual a espécie pertence, ¢ bastante conhecido pela interagdo
mutualistica entre as figueiras e suas vespas polinizadoras. Além disso, outro
papel importante que as figueiras desempenham ¢ ser um recurso-chave, pois,
por florescerem assincronicamente durante o ano todo, fornecem alimento para
frugivoros e, adicionalmente, sua dispersdo auxilia no processo de recomposi¢ao
de comunidades vegetais (HERRE et al., 2008; NASON; HAMRICK, 1997,
PEREIRA, 2006; SHANAHAN et al., 2001).

Mesmo assim, os estudos que levam em consideracdo a estrutura
genética populacional, o sistema reprodutivo e diversidade genética ainda sdo
escassos (DICK et al., 2008; NAZARENO et al., 2009). A conservagdo da
diversidade genética ¢ importante para manter a capacidade evolutiva de uma
espécie em responder as mudancas ambientais e também manter a viabilidade de

suas populagdes em longo prazo (TORO; CABALLERO, 2005).
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Desta forma, os pardmetros genéticos populacionais podem ser
estimados a partir dos dados obtidos com o uso de marcadores moleculares
baseados na amplificagdo da sequéncia de DNA. Assim, ¢ possivel analisar a
diversidade e estrutura genéticas (dentro e entre populacdes) e compreender a
dinamica dos alelos nestas populacdes (CAVERS et al., 2005; ROLDAN-RUIZ
et al., 2000; ZAGHLOUL et al., 2006).

A estrutura genética de uma populacdo é moldada pela interacdo dos
fatores evolutivos como mutagdo, selecdo, migracdo e deriva genética, e
influenciada pelo tamanho populacional, ciclo de vida das espécies e o fluxo
alélico. Este ultimo fator ¢ o resultado tanto da eficiéncia dos dispersores e
polinizadores em alcangar outras populacdes como do isolamento entre elas
(LOVELESS; HAMRICK, 1984; NYBOM; BARTISH, 2000). Este isolamento
entre as populagdes pode ocorrer devido as barreiras, que podem ser elementos
da paisagem como estradas, corpos d’agua e cordilheiras ou mesmo aspectos
como umidade, temperatura ou tolerdncia quimica, e a identificagdo destas
barreiras ¢ feita com o auxilio da Genética da Paisagem (MANEL et al., 2003;
STORFER et al., 2007). Ao identificar o padrdo espacial da estrutura genética,
podem ser propostas as chamadas Unidades Operacionais (UO). Estas UO’s
seriam populagdes geograficamente distintas e geneticamente divergentes que,
uma vez identificadas poderiam aperfeigoar as estratégias de conservagio in situ
e até mesmo ser um auxilio na coleta de amostras para colegdes de germoplasma
(DINIZ-FILHO; TELLES, 2002; MANEL et al., 2003).

Como as FED sobre afloramentos rochosos apresentam um isolamento
historico, possivelmente F. bonijesulapensis apresenta elevada diversidade
genética entre as populagdes e a existéncia de barreiras naturais entre as
populagdes pode estar ocasionando a descontinuidade genética entre elas. Além
disso, espera-se que as populacdes mais proximas geograficamente sejam

geneticamente mais similares.
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Assim, o objetivo deste trabalho foi descrever os niveis de diversidade e
estrutura genética intra e interpopulacional e estudar os padrdes espaciais de
variabilidade genética, com a finalidade de wverificar a existéncia de
autocorrelago espacial das populagdes de Ficus bonijesulapensis, delineando as

possiveis unidades operacionais para sua conservacao.

MATERIAL E METODOS

Locais de coleta e amostragem das populagtes

A amostragem foi realizada em areas de Floresta Estacional Decidual
sobre afloramento de calcario onde ha a ocorréncia da espécie Ficus
bonijesulapensis. Estas areas sdo encontradas distribuidas em manchas ao longo
do territorio brasileiro e estdo localizadas no mapa (Figura 2). As amostras
foram coletadas durante uma expedigdo pelo Brasil Central, nos seguintes

estados brasileiros: Bahia, Goias, Minas Gerais e Piaui.
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Figura 2 Localizac¢do geografica das populagdes amostradas de Ficus bonijesulapensis

Foram amostradas arvores de 15 locais de ocorréncia da espécie,
totalizando 189 individuos. E importante ressaltar que cada local de ocorréncia
foi definido como uma populagdo e, o numero de individuos encontrados em
cada local corresponde ao tamanho populacional da espécie em cada uma das
areas, ou seja, foram coletadas amostras de todos os individuos presentes em
cada area. A Tabela 1 relaciona os municipios onde as populacdes de F.
bonijesulapensis foram coletadas e suas respectivas identificagdes, as
coordenadas geograficas e o tamanho amostral.

As amostras foliares coletadas de cada individuo foram acondicionadas
em sacos plasticos contendo silica gel, identificadas e conduzidas ao Laboratorio

de Conservacdo Genética de Espécies Arboreas (DCF) da Universidade Federal
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de Lavras (UFLA). Posteriormente, este material foi armazenado em freezer a -

80° C até o momento da extracdo do DNA.

Tabela 1 Identificagdo, municipio, coordenadas geograficas e tamanho amostral das
populagdes de Ficus bonijesulapensis

. N S Coordenadas geograficas Tamanho
Identificacao Municipio UF amostral
(Lat./Long.)

| (n)

SR Sao Raimundo 1 g0591133175/42°40175411W 14
Nonato
BIL BomL{:’;;‘S da BA 13°020135018/43°1601350W 13
GL Gruta Lapa Doce BA  12°19015301S/41°36123 W 13
BR BR-242 BA  12°27013801S/40°5911521W 5
FBL Mocambo BA 12°470122[1S/42°2911370W 3
MC Morro do Chapéu BA  11°330106[1S/41°14(11400W 18
SD Sdo Desidério BA  12°22[152[1S/44°56158 1W 17
SFC Sao Felixdo g 130961142 118/44°09 1141 W 2
Coribe

NR Nova Roma GO 13°5000450S/46°57196 W 17
VP Vila Propicio GO 15°27015901S/48°53114210W 10
PE Januaria MG 15°10002411S/44°130300W 12
MR Juvenilia MG 14°22[14911S/44°1600510W 14
LA Lassance MG 17°54000001S/44°340510W 11
MA Matozinhos MG 19°33000901S/44°040140W 20
SH Santo Hipolito MG 18°17014101S/44°1301110W 20
Total Total 189

Caracterizacao das areas

A Tabela 2 mostra a caracterizacdo das areas onde foram obtidas as

amostras foliares dos individuos de F. bonijesulapensis.



Tabela 2 Caracterizacao das areas de coleta de amostras foliares de Ficus bonijesulapensis

Localidades Bioma Caracteristicas Area* Interferéncia antropica
S50 Raimundo Caatinga Pastagem; ocorréncia de
hiperxerdfila do FED sobre afloramento 4ha  fogo; criagdo de animais
Nonato o '
Cristalino (caprinos, gado)
Bom Jesus da . Caatn}ga Pastagem; ex.traNan de
hiperxerofila e FED preservada 20 ha calcério; criagdo de
Lapa , o .
arborea do Cristalino caprinos
Gruta Lapa Doce .Caatmga FED so’bre solo calcario; floresta 0.5 ha
hiperxeroéfila secundaria no entorno
BR 242 Caatinga rupicola ~ FED sobre solo calcario 0,5 ha
Mocambo Caa'tlngg do Area pequena e longe de outros 0.5 ha
Cristalino afloramentos circundada por pastagem
Caatinga preservada proéximo a entrada
Morro do Caatinga da caverna; solo raso; a espécie se 4ha
Chapéu hiperxerofila desenvolve proximo a parede de
afloramentos
o . . Limite entre Caatinga e Cerrado;
S&o Desidério Caatinga arbodrea g 200 ha

continuo de vegetagdo bem preservado;
transi¢ao de FED com Cerrado no



Sé&o Félix do
Coribe

Januaria

Juvenilia
Nova Roma

Vila Propicio

Lassance

Santo Hipolito

Matozinhos

Caatinga arborea

Caatinga

Caatinga arbdrea
Cerrado

Cerrado

Cerrado

Mata Atlantica

Mata Atlantica

sudeste da Bahia

FED sobre afloramentos bem preservada

. 500 ha
e com elementos de caatinga

Afloramentos calcarios; limite entre
floresta decidual preservada, floresta 2000 ha
semidecidual e veredas

FED preservad; entorno com presenca

de floresta primaria 500 ha
Floresta decidua; cerradao 70 ha
Localizada dentro da depressao do rio
~ 5 ha
Parana
FED devastada, envolta por floresta
decidual e cerradao
Sha
Localizada dentro da depressao do rio
Parana
Floresta decidua desenvolvida sobre solo
. . 100 ha
profundo; corregos; capoeira
FED em afloramento dentro do dominio
30 ha

de floresta semidecidual

53

Pastagem e retirada de
calcario

Retirada de calcario

Pastagem no entorno

Pastagens

*yalores aproximados



Extracdo do DNA e amplificacdo por meio de marcadores ISSR

Para a extragdo do DNA foi utilizado o método descrito por Mogg e
Bond (2003) de acordo com (VIEIRA et al., 2010). As amostras foliares foram
maceradas utilizando-se areia lavada, PVP e 600 pL. de tampao de extracdo, o
qual constituiu de 100 mM de Tris pH 8,0; 50 mM de EDTA 0,5 M pH 8,0; 500
mM de NaCl 5 M; 0,7% de SDS 7%; 50 pg.mL™" de Proteinase K (10 mg.mL™)
e 50 ug.mL"' de RNAse (10 mg.mL™"). O DNA precipitado, apés ultima lavagem
em etanol 100%, foi deixado em temperatura ambiente para secagem e
posteriormente foi solubilizado em TE.

As reagdes para amplificacio do DNA foram realizadas em
termociclador GeneAmp PCR System 9700. Foram efetuados 37 ciclos de
amplificacdo constituidos de uma etapa de iniciagdo de 2 minutos em 94 °C,
seguido por uma etapa de desnaturacao em 94 °C por 15 segundos, uma etapa de
ligagdo do primer ISSR ao DNA molde (parcamento) em 42 °C por 30
segundos, e uma etapa de extensdo em 72 °C, por 1 minuto. Ao final, ocorreu a
etapa de extensdo aos 72 °C, por 7 minutos.

O volume total de cada amostra amplificada foi 12 ul: 2 ul de DNA
adicionados a 10pl de mix de reagdo [1,2 pl de tampao PCR 10X (constituido de
500 mM de Tris-HCI pH 8,0; 200 mM de KCI; 2,5 mg/mL de BSA; 200 mM de
Tartazine e 1% de Ficol), 1,2 pul de INTP + MgCl, (ANTP a 2,5 mM; MgCl, a
25 mM), 0,15 ul de Taq polimerase (5 u/ul) ¢ 2 pl de primer (2 uM) e
completado o volume final com 4gua ultrapura].

Os produtos da amplificagdo foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose 1,5%, corado com brometo de etideo (5 mg/mL). Posteriormente, os
géis foram fotografados em luz UV e, em cada um deles foi utilizado marcador
de DNA (ladder) de 1 kb para estimar o tamanho molecular dos fragmentos

amplificados. Foram testados 37 primers para identificar quais deles
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apresentaram o melhor perfil de fragmento, para isso foram escolhidas

aleatoriamente quatro amostras de DNA do conjunto total de individuos.

Analise dos dados

A partir das fotografias dos géis, foram registradas a auséncia (0) ou
presenca (1) dos fragmentos ISSR amplificados para a construgdo da matriz

binaria utilizada nas analises estatisticas.

- Anélise do numero 6timo de bandas polimdrficas

O numero 6timo de bandas polimérficas foi analisado no programa
GENES (CRUZ, 2001) pelo método bootstrap, e para ser considerado ideal para
estimar a diversidade genética, o valor de estresse, o qual indica o ajuste entre a
matriz original e a matriz simulada, deve ser menor que 0,05.

- Diversidade e estrutura genética

Os parametros de diversidade genética: porcentagem de locos
polimérficos (P), nimero de alelos efetivos (n.), numero de alelos observados
(n,), diversidade genética de Nei (H.), indice de Shannon (I) e fluxo génico
(Nm), além da identidade e distancia genética de Nei (1978), foram calculados
usando o programa POPGENE (v. 1.32) (YEH et al, 1997).

Para estimar o conteudo de informagao polimoérfica (PIC) foi utilizada a
formula PIC = 2Pi (1-Pi), onde Pi é a frequéncia de fragmentos polimoérficos
amplificados e 1-Pi € a frequéncia do alelo nulo. O PIC indicou a eficiéncia dos
primers ISSR utilizados, em detectar polimorfismo entre dois individuos, ou
seja, a capacidade de cada marcador ser encontrado em dois estados diferentes
(auséncia/presenca) em duas plantas retiradas aleatoriamente da populagdo.

Assim, ele pode variar entre os valores 0, para marcadores considerados
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monomorficos a 0,5, para aqueles presentes em 50% das plantas e ausentes nos
outros 50% (ROLDAN-RUIZ et al., 2000).

A andlise de varidncia molecular (AMOVA) foi estimada por meio do
programa ARLEQUIN v.3.1 (EXCOFFIER; LAVAL; SCHNEIDER, 2005),
para determinar a estruturacdo da variabilidade genética dentro e entre as
populagdes.

A similaridade genética entre as populagdes foi calculada com base no
coeficiente de Jaccard com o auxilio do programa NTSYS v. 2.11X (ROHLF,
2000). A matriz de similaridade obtida foi usada para a constru¢do de um
dendrograma pelo método UPGMA (método de agrupamento de média
aritmética ndo ponderada). O NTSYS também foi utilizado para obter a
correlacdo entre as distancias geograficas e genéticas, entre as populacdes, e sua
significancia foi avaliada pelo teste de Mantel (10.000 permutagdes).

- Andlise bayesiana de divergéncia genética

A divergéncia genética 6° entre os pares de populagdes foi obtida por
meio da estatistica Bayesiana (HOLSINGER; LEWIS; DEY, 2002), com auxilio
do programa HICKORY v. 1.1 (HOLSINGER; LEWIS, 2003). Neste programa,
o valor 0° é calculado por média de quatro modelos diferentes, full model, 6° =
0, free fe f = 0. As simulagdes sdo obtidas pelo método de Cadeias Markovianas
pelo método de Monte Carlo (MCMC) que aproximam a distribuicdo a
posteriori do f e do 6° para qualquer tipo de dado genético (TELLES, 2005).

O modelo full model estima os valores de 6° ¢ f. Os modelos 0° e f
assumem que estes parametros sejam iguais a zero, respectivamente, ¢ o0 modelo
free f, escolhe valores aleatorios de f. Isto ¢ devido aos marcadores dominantes
apresentarem estimativas de f tendenciosas (especialmente quando o ntiimero
amostral ¢ pequeno). Para a escolha do melhor modelo que se ajusta aos dados,
sdo comparados os valores de “deviant information criterion (DIC)” sendo
escolhido o modelo com menor valor de DIC (BATISTINI et al, 2009).
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- Descontinuidade genética e padres espaciais

Para identificar a descontinuidade dos dados genéticos no espaco
geografico foi utilizado o programa BARRIER (MANNI; GUERARD; HEYER,
2004). As 15 populagdes amostradas foram conectadas pelo método de
triangulagdo de Delaunay de acordo com suas coordenadas geograficas. As
barreiras foram identificadas a partir do algoritmo de Monmonier (MANNI;
GUERARD; HEYER, 2004).

Para avaliar o padrdo de estrutura espacial entre as populagdes, com o
auxilio do programa NTSYS, foram -calculados coeficientes a partir da
correlagio entre as distincias genéticas (0®) e matrizes de conectividade
espacial. Para obter cada matriz, classes de distancia geografica foram definidas
de maneira a manter o mesmo numero de combinagdes entre populagdes em
cada uma dessas classes e, quando a distdncia geografica entre os pares de
populacdes se encontra dentro destas classes € atribuido o valor 1,00. Foi
utilizado o teste de Mantel para avaliar a significancia destes coeficientes de
correlagdo matricial, os quais foram relacionados com o aumento das distancias
geograficas, resultando em um correlograma multivariado (TELLES et al.,
2007).

A partir do correlograma de Mantel foram propostas unidades
operacionais (UQO’s) para conservagao da variabilidade genética, de acordo com
a metodologia proposta por Diniz-Filho e Telles (2002). Assim, as populacdes
indicadas como UQO’s, s3o definidas conforme o padrdo espacial encontrado e a
distdncia minima entre estas UO’s é o valor do intercepto no eixo das abscissas.
- Estrutura genética bayesiana

Ainda foi realizada uma analise de estrutura genética populacional
fundamentada no modelo de agrupamento bayesiano com o auxilio do programa
STRUCTURE v. 2.3 (PRITCHARD; STEPHENS; DONNELLY, 2000;
HUBISZ et al., 2009). Os individuos sdo probabilisticamente agrupados de
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acordo com seus gendtipos em K populagdes, assumindo que ndo existem locos
ligados. Além da estruturagdo, o modelo ¢ capaz de identificar a propor¢ao de
genoma proveniente de outros grupos. O conjunto de parametros assumiu o
modelo ‘admixture’ com frequéncias de alelos correlacionadas, e as simulagdes
foram executadas em burn-in de 50.000 ¢ 100.000 repetigdes, com valores de k
variando de 1 a 15 populagdes. O numero de populagdes sera identificado de
acordo com o modelo k que apresentar o maior valor LnP(D) resultante das

simulagdes.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Para a conducdo do estudo de diversidade e conservacdo genética de
Ficus bonijesulapensis, foram testados 37 primers, dos quais nove foram
selecionados por apresentarem melhor perfil de amplificagdo para serem
codificados. Estes primers produziram 75 fragmentos, sendo que o nimero
minimo de fragmentos por primer foi 5 (JOHN e UBC 825) e, o maximo 18
(UBC 857), e a média foi de 8 fragmentos . A Figura 3 apresenta o perfil de
amplificagio do primer UBC 84lem individuos de F. bonijesulapensis. Os
valores de PIC calculados para cada primer utilizado variaram de 0,33 a 0,49. O
PIC define a eficiéncia que uma classe de marcadores possui para a detec¢ao de
polimorfismos entre dois individuos (REZENDE et al., 2009). Assim valores
que sejam maiores que 0 (monomorfismo) ja serdo capazes de detectar o
polimorfismo. Os marcadores utilizados no estudo apresentaram alta

informatividade, pois o valor médio foi de 0,46 (Tabela 3).
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Figura 3 Produtos da amplificagdo de DNA de individuos de F. bonijesulapensis em gel
de agarose a partir do primer UBC 841. Coluna L: ladder 1kb

Tabela 3 Primers ISSR selecionados para amplificagdo com suas sequéncias de bases,
numero de fragmentos amplificados (locos) e Conteudo Informativo de

Polimorfismo (PIC)
. e ey s Numero de
Nome do primer Sequéncia (5°- 3°) PIC
locos
JOHN (AG)7-YC AGA GAG AGA GAG AGYC 5 0,48
UBC 811 (GA)8-T GAG AGA GAG AGA GAG AC 6 0,49
UBC 825 (AC)8T ACA CACACA CACACACT 5 0,49
UBC 827 (AC)8G ACA CAC ACA CACACACG 7 0,49
UBC 835 (AG)8- AGA GAG AGA GAG AGA 3 0.48
YC GYC ’
UBC 841 (GA)8- GAG AGA GAG AGA GAG 11 0.49
YC AYC ’
UBC 842 (GA)8- GAG AGA GAG AGA GAG 7 0.33
YG AYG ’
UBESHEDS creter cre Ter ere TRe 8 0,46
UBC857 (AC)8YG ACA CAC ACA CAC ACA CYG 18 0,47
Média 8 0,46
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- Anélise do numero 6timo de bandas polimdrficas

O namero de locos polimorficos de 63 foi considerado 6timo para
analisar seguramente a diversidade genética obtida pelos primers ISSR. O valor
de estresse observado (0,049) foi menor que 0,05 e a correlagdo foi de 0,97
(Grafico 1). Esta analise realizada por bootstrap é importante porque os
trabalhos realizados para estimar a variabilidade genética variam quanto ao
numero de locos polimoérficos. Tardin et al. (2003), ao estudarem a diversidade
genética de Lactuca sativa L. por meio de marcadores RAPD que ¢ um
marcador dominante, assim como os ISSR, verificaram que o nimero 6timo de
50 fragmentos apresentou boa precisdo para estimar a diversidade e recomendou
este valor para futuros estudos com L. sativa. Brandao (2008) estimou que 55
fragmentos seriam suficientes para estudar a espécie Myrcia splendens por meio

de marcadores ISSR.
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Grafico 1 Correlaggo entre o numero de fragmentos polimorficos e o valor de estresse (r)
obtido por meio de bootstrap
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Os nove primers selecionados geraram 75 fragmentos polimoérficos

(100%). A porcentagem de locos polimorficos observada em cada populacio

variou entre 12% (Sdo Félix do Coribe / BA) a 90% (Lassance / MG). A média

de alelos observados foi de 2,0, sendo que a populagdo SFC apresentou o menor

valor (1,12) e a populagdo LA apresentou o valor maximo de 1,91. O niimero de

alelos efetivos minimo foi de 1,08 (SFC) e o valor maximo foi de 1,63 na

populacao MA (Matozinhos / MG) (Tabela 4).

Tabela 4 Estimativas de diversidade em quinze populagdes de Ficus bonijesulapensis. n:
nimero de individuos; n,: numero de alelos observados; n.: nimero de alelos
efetivos; He: diversidade genética de Nei; P: porcentagem de locos polimoérficos
e Nm: fluxo alélico

Populagbes n N, Ne He | P(%)
SR 14 1,68(0,47) 1,47(0,41) 0,26 (0,21) 0,38 (0,30) 68,00
MC 18 1,71(0,46) 1,44 (0,37) 0,26 (0,20) 0,38 (0,28) 70,67
GL 13 1,68(0,47) 1,44(0,39) 0,25(0,20) 0,37 (0,29) 68,00
BR 5 1,61(0,49) 1,40(0,40) 0,23 (0,21) 0,34(0,29) 61,33
FBL 3 1,21(0,41) 1,13(0,27) 0,08 (0,15) 0,12(0,23) 21,33
BJL 13 1,83(0,38) 1,56(0,37) 0,32(0,19) 0,46 (0,26) 82,67
SFC 2 1,12(0,33) 1,08 (0,23) 0,05(0,14) 0,07 (0,20) 12,00
SD 17 1,73(0,45) 1,51(0,42) 0,28 (0,21) 0,41(0,29) 73,33
MR 14 1,85(0,36) 1,58(0,35) 0,33(0,18) 0,48 (0,24) 85,33
PE 12 1,64(0,48) 1,45(0,41) 0,25(0,21) 0,36 (0,30) 64,00
NR 17 1,81(0,39) 1,48(0,34) 0,28 (0,18) 0,43 (0,25) 81,33
VP 10 1,84(0,37) 1,55(0,38) 0,31(0,19) 0,46 (0,25) 84,00
LA 11 1,91(0,29) 1,58(0,34) 0,33(0,16) 0,49 (0,21) 90,67
SH 20 1,79 (0,41) 1,49 (0,36) 0,28 (0,18) 0,42 (0,26) 78,67
MA 20 1,89(0,31) 1,63(0,34) 0,35(0,16) 0,52 (0,22) 89,33
Total 189  2,0000,0) 1,66(0,29) 0,37(0,12) 0,55(0,15) 100

(' ): desvio padrao
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A diversidade genética de Nei (1978) (H.), assumindo equilibrio de
Hardy-Weinberg, variou de 0,05 (SFC) a 0,35 (MA), com uma média de 0,37 e
o Indice de Shannon (I), apresentou média de 0,55, variando de 0,07 (SFC) a
0,52 (MA). Barbosa et al. (2010), verificou por meio de marcadores RAPD, que
o H, da espécie Palicourea coriacea (Rubiaceae), uma espécie de ocorréncia no
Cerrado, foi de 0,296, P = 100% e um I = 0,565, e consideraram que a espécie
apresentou um nivel alto de diversidade genética. Batista et al. (2008), estudando
a variabilidade genética por meio de marcadores ISSR, de Tibouchina papyrus
(Melastomataceae) — espécie restrita a campos rupestres ocorrentes no Cerrado —
encontraram um H. de 0,23, P de 60% e I de 0,34.

A espécie criticamente ameagada Dimorphandra wilsonii (Fabaceae),
que ocorre em areas restritas no estado de Minas Gerais, e sua congénere D.
mollis de ampla distribui¢do foram estudadas por meio de marcadores ISSR, por
Souza e Lovato (2010), onde obtiveram um H, = 0,124, P =40% 1= 0,190 e H:=
0,190, P = 70,4% e I = 0,297, respectivamente. Estes resultados demonstraram
que a espécie D. wilsonii possui menor diversidade genética quando comparada
a sua congénere, reforcando a necessidade de preservacdo das areas de
ocorréncia natural da espécie. Quando comparados, os valores de P, H. e |
obtidos para F.bonijesulapensis foram altos nas populagdes amostradas.

A variabilidade genética dentro e entre as populagdes ¢ um reflexo da
interagdo de diferentes processos como distribuigdo geografica, fragmentagéo e
isolamento das populagdes, sistema reprodutivo, mutacdo, deriva genética, fluxo
génico entre outros (NYBOM; BARTISH, 2000). Espécies perenes e alogamas
geralmente apresentam maiores valores de diversidade dentro das populagdes
quando comparadas aquelas anuais e autdégamas (HU et al., 2010; NYBOM;
BARTISH, 2000; SHAO et al., 2009).

De acordo com a AMOVA, a maior parte da variabilidade genética

ocorreu dentro das populagoes (77,18%), um valor considerado médio (Tabela
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5). O fluxo génico foi de 1,10, sugerindo que a troca de alelos entre as

populacdes ¢ baixa.

Tabela 5 Analise da variancia molecular (AMOVA) em quinze populagdes de Ficus
bonijesulapensis. GL = graus de liberdade e SQ = soma do quadrado dos

desvios.
Fonte de Componentes  Variacdo
. GL SQ L
Variagao davariancia Total (%)
Entre populacGes 14 530,782 2,39797 22,82
Dentro de
B 174 1411,091 8,10972 77,18
populacdes
Total 188 846,109 4,50803

Em estudo realizado com a espécie mediterranea Juniperus phoenicea,
que apresenta algumas populacdes dispersas em uma ampla area geografica, foi
encontrada maior variabilidade genética dentro das populagdes (76,5%) e o
fluxo génico foi estimado em 1,8. Os autores atribuiram este isolamento
geografico ser a principal barreira ao fluxo gé€nico entre as populacdes
amostradas (MELONI et al., 2006).

Nason, Herre e Hamrick (1998), avaliaram os efeitos da fragmentacdo,
pela andlise de paternidade, em populagdes de espécies de figueiras que ocorrem
em baixa densidade, no Panama. Os resultados demonstraram que as flores sdo
fertilizadas por pélen de um grande ntimero de diferentes polinizadores (18 a 55)
e, devido a baixa densidade em que estas espécies ocorrem, foi estimada uma
distdncia de dispersdo das vespas e pdlen de 6 a 14 km nas populagdes.

Shanahan et al. (2001), encontraram uma distidncia de dispersdo de 55 km e
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Zavodna et al. (2005) estimaram uma distdncia de 40 km de dispersdo das
vespas do figo.

As figueiras geralmente sdo alégamas e sua polinizagdo ¢ conhecida
devido a relacdo mutualistica com as vespas do figo (Agaonidae). Harrison
(2003) sugere que estas vespas sdo carregadas pelo vento a longas distancias, e,
devido a sua capacidade olfativa, conseguem captar o odor exalado pelas
inflorescéncias receptivas das figueiras.

E importante notar que o sucesso reprodutivo das figueiras depende
diretamente da presenca da vespa do figo, assim, a fragmentagcdo pode resultar
em efeitos negativos na reproducdo e genética, tanto para as figueiras como para
suas polinizadoras (NASON; HAMRICK, 1997).

O proprio isolamento dos afloramentos onde F. bonijesulapensis ocorre
j& limita a dispersdo da espécie. Além disso, as areas amostradas encontram-se
circundadas por diferentes paisagens como vegetacdo de Cerrado e Caatinga,
areas agricolas, cadeias de montanhas, bacias hidrograficas diferentes e
aglomerados urbanos, o que pode dificultar o movimento de polinizadores e
dispersores, contribuindo para a diferenciagdo entre as populagdes.

Como pode ser observada na Tabela 6, a distdncia genética entre as
populagdes de F. bonijesulapensis variou entre 0,03 (entre SH ¢ VP) a 0,47
(entre SFC e FBL). A distancia genética foi classificada por Nei (1978) em trés
classes: baixa quando a distancia for menor que < 0,05, média quando estiver
entre 0,05 e 0,15, e alta, quando > 0,15. Assim, a média de distancia genética

entre as populagdes (0,17) foi alta.



Tabela 6 Estimativas de identidade (acima da diagonal) e distancia genética (abaixo da diagonal) calculadas pelo método de Nei

(1978), entre as populagdes de Ficus bonijesulapensis (os valores minimos e maximos estéo representados em negrito)

Populagbes | SR MC GL BR FBL BJL SFC SD MR PE NR VP LA SH MA
SR ** 095 093 088 0,67 079 0,77 083 0,80 0,85 0,8 09 0,81 0,88 0,90
MC 0,05 ** 094 0,88 0,69 0,78 079 0,84 080 084 0,8 087 080 0,87 0,87
GL 0,07 0,06 ** 093 0,71 085 0,77 084 083 0,8 0,87 0,88 0,82 0,89 0,89
BR 0,12 0,13 0,07 ** 0,72 087 0,75 083 08 08 0,89 0,87 0,86 0,87 0,89
FBL 0,39 036 035 032 =** 084 062 0,73 082 081 08 0,74 0,74 0,74 0,69
BJL 0,23 025 0,16 0,13 0,17 ** 071 081 092 087 090 083 085 082 0,84

SFC 0,26 023 025 0,28 047 034 ** 08 0,75 081 0,77 0,73 0,64 0,78 0,79
SD 0,18 0,16 0,17 0,18 031 0,20 0,01 ** 088 091 09 089 085 093 091
MR 0,22 022 0,19 0,16 0,19 0,07 029 0,12 ** 094 094 089 091 089 0,87
PE 0,16 0,16 0,14 0,15 0,20 0,13 0,20 0,09 006 ** 09 0,89 0,8 090 0,88
NR 0,15 0,15 0,14 o,11 0,18 0,10 0,26 0,12 0,06 0,04 ** 093 091 093 0,91
VP o,11 o,14 o,12 0,13 0,29 0,18 032 0,11 0,11 0,11 0,07 ** 094 097 094
LA 0,21 0,22 0,19 0,14 029 0,15 044 0,16 0,09 0,14 0,09 0,06 ** 091 092
SH 0,12 0,13 o,11 0,13 030 0,19 024 0,07 0,11 0,10 0,07 003 0,09 ** 0,96
MA 0,11 o,14 o,12 0,01 030 0,17 023 0,09 0,13 0,12 0,09 0,06 0,08 0,04 **
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O Teste de Mantel revelou que a correlagdo entre a distancia genética
(NEI, 978) e a distancia geografica ndo foi significativa (r = -0,095, p = 0,27),
ou seja, pode-se dizer que a divergéncia genética entre as populagdes nao pode
ser explicada pelo modelo de isolamento por distancia. Isto pode ser observado,
por exemplo, quando comparamos os valores minimos de distdncia genética
entre as populagdes de Santo Hipodlito (SH) e Vila Propicio (VP) (0,03), ¢ a
distancia geografica entre elas de 588 km, com as populagdes de Sdo Félix do
Coribe (SFC) e Mocambo (FBL), que apresentaram a maior distancia genética
(0,47), porém com 194 km de distancia entre elas. Souza, Kageyama e Sebbenn
(2004) ao estudarem o efeito da fragmentagdo sobre a estrutura genética em
populagdes de Charisia speciosa, verificaram por meio do teste de Mantel, que a
distancia genética de Nei e a distancia geografica ndo estariam associadas, sendo
que o coeficiente de correlacdo obtido foi negativo e ndo significativo (r = -
0,443; p = 0,736), e sugeriram que a causa mais provavel da diferenga alélica
entre as populagdes ndo seria explicada pela distdncia geografica e sim por
deriva genética.

A partir dos valores de identidade genética (NEI, 1978) obtidos, foi
construido um dendrograma UPGMA onde podem ser observados os
agrupamentos: (1) SR, MC, GL, BR; (2) SD, LA, VP, SH, MA; (3) BJL, MR,
PE, NR, sendo que estes dois ultimos agrupamentos estdo mais proximos
geneticamente (Figura 4). Ja as populacdes SFC e FBL foram as mais distantes.
Vale ressaltar que estas populagdes apresentaram os menores valores de H.

(Tabela 4) e possuem o menor nimero de amostras (2 e 3, respectivamente).
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Figura 4 Dendrograma, obtido por método UPGMA, baseado na identidade genética de

Nei entre as populagdes de Ficus bonijesulapensis

- Analise bayesiana de divergéncia genética

A andlise bayesiana foi efetuada por quatro diferentes modelos e

estimou-se o valor de 6® em cada modelo (Tabela 7). Ao comparar os valores de

DIC (Deviance Information Criterion) dos modelos, observou-se que o modelo

full model se mostrou mais adequado para estimar a distancia genética entre os

pares de populagdes, devido ao menor valor de DIC (3772) obtido.
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Tabela 7 Modelos testados por meio de analise Bayesiana entre 15 populagdes de Ficus
bonijesulapensis: Estimativas de f, 8%, SD (desvio padrio), IC (intervalo de
confianga) e valores de DIC (deviance information criterion)

Modelo 0" f DIC
média SD  IC(95%) média SD IC(95%)

Full 0,18 0,02 (0,15;0,21) 0,21 0,12 (0,03;0,49) 3772

f=0 0,16 0,01 (0,14;0,18) - - - 3793

=0 - - - 0,49 0,15 (0,21;0,79) 5753

Free f 0,22 0,22 (0,19;0,25) 0,5 0,29 (0,02;0,97) 3952

A Tabela 8 mostra as distdncias genéticas entre pares de populagdes
obtidas a partir de 6. As populagdes SD e SFC apresentaram o menor valor
(0,02) e FBL e SFC, o maior (0,48). Foram definidas 7 classes de distancia
geografica e os limites superiores estdo indicados na Tabela 9. De acordo com o
teste de Mantel nao houve correlagdo significativa entre as distancias genéticas e
as matrizes de distancia geografica (r = 0,0614; p = 0,68), ou seja, ndo existe um
padrdo espacial nas distancias genéticas. Valores de correlagdo ndo
significativos podem significar a existéncia de barreiras geograficas que levam a
auséncia de correlagdo entre distidncias genéticas e geograficas (HAOUARI;

FERCHICHI, 2008).



Tabela 8 Matriz de distincia genética baseada em valores 6° (abaixo) e distdncia geografica (Km) (acima) entre pares de populagdes
de Ficus bonijesulapensis

Populagbes | SR MC GL BR FBL BJL SFC SD MR PE NR VP LA SH MA

SR ** 324 388 426 420 453 518 449 621 704 712 985 1007 1043 1178
MC 0,11 ** 95 104 194 276 381 415 455 515 672 935 789 812 936
GL 0,14 0,12 ** 68 109 198 303 364 368 423 605 861 694 717 842
BR 0,18 0,22 0,11 ** 167 256 360 430 414 460 665 916 714 732 851
FBL 0,39 0,39 0,38 0,26 ** 89 195 271 262 323 498 752 608 637 767
BJL 0,33 035 0,28 0,20 0,12 ** 106 196 184 257 409 663 555 590 725
SFC 0,29 0,26 0,25 0,14 048 029 ** 145 104 191 307 557 495 537 676

SD 0,34 030 0,28 027 039 030 0,02 ** 233 319 272 546 612 659 799
MR 0,31 0,31 0,27 021 0,17 0,08 0,18 0,19 ** 8 296 511 391 433 573
PE 0,28 0,28 0,25 0,24 0,28 020 0,16 0,15 0,08 ** 330 503 304 345 485
NR 0,25 0,26 0,24 0,17 0,18 0,16 0,18 0,19 0,08 0,04 =** 274 516 573 703
VP 0,21 0,24 0,21 0,14 0,26 024 0,18 0,18 0,16 0,14 0,09 ** 533 588 683
LA 0,28 0,30 0,26 0,12 0,17 020 0,20 0,24 0,13 0,19 0,10 0,05 ** 58 191
SH 0,26 0,26 0,20 022 036 031 0,18 0,13 0,19 0,17 0,13 0,04 0,13  ** 140

MA 0,18 0,22 0,17 0,12 030 025 0,04 0,12 0,17 0,14 0,14 0,06 0,12 0,05 **
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Tabela 9 Classes de distancia geografica utilizadas para o delineamento das matrizes de
conectividade espacial. *distancias em quildmetros

Classe Limite superior*
1 192
2 304
3 419
4 515
5 621
6 749
7 1200

O perfil apresentado pelo correlograma multivariado (Grafico 2) indicou
que ndo existe padrdo espacial, confirmando o resultado do teste de Mantel.
Segundo Diniz-Filho e Telles (2002), quando ¢ encontrado esse perfil, o
intercepto pode ser ajustado em zero, ja que, mesmo numa escala espacial mais
fina, ndo ¢é possivel detectar autocorrelagdo. Este intercepto no eixo das
abscissas indicaria a partir de qual distancia geografica seria possivel delinear
grupos geneticamente independentes, os quais seriam considerados como
unidades operacionais. Assim, cada populagdo estudada podera ser utilizada
como uma unidade operacional para conservagdo e acesso da diversidade

genética para F. bonijesulapensis.
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Grafico 2 Correlograma de Mantel baseado na correlagio entre distancias 0® para Ficus
bonijesulapensis e as sete classes de distancia geografica. Valores significativos
p<0,05

- Descontinuidade genética e padres espaciais

Porém, ¢ necessario definir estratégias de conservagdo que possam
realmente ser implantadas e, para isso, deve-se observar também o entorno das
areas e considerar que as caracteristicas da paisagem influenciam nos diferentes
padrdes encontrados para cada espécie. Assim, foi feita a andlise para verificar
onde as barreiras fisicas poderiam limitar a dispersao de alelos.

O mapeamento da distdncia genética 6, por meio da triangulagio de
Delaunay, mostrou uma série de descontinuidades genéticas (barreiras),
separando até mesmo populacdes proximas geograficamente. Assim, formaram-
se os seguintes agrupamentos: (1) SR e MC; (2) BR e GL; (3) FBL e BJL; (4)
SD e SFC; (5) MR, PE e NR; (6) VP e LA ¢ (7) SH e MA como pode ser

observado na Figura 5.



72

As provaveis barreiras ao fluxo alélico identificadas sdo: (1) (2) serras
pertencentes a Chapada Diamantina que dividem estas populacdes; (3)
proximidade ao rio S3o Francisco; (4) rio Parand e éareas agricolas de grandes
extensoes; (5) Chapada dos Veadeiros; areas antropizadas; (6) proximidade ao

rio das Velhas e Serra do Cabral (Cadeia do Espinhaco).

Legenda

¢ Locais de coleta

Estados

[ |BaHIA
[ ]colas
[ ] MINAS GERAIS
[ |praur
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—— Rio 5o Francisco
——— Rio das Velhas
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I scrra do Cabral
Bioma

CAATINGA
I cErRADO

Il MATA ATLANTICA

Figura 5 Mapa com a localizagdo das populagdes de Ficus bonijesulapensis amostradas e
redes de Delaunay. As descontinuidades genéticas entre as populagdes estdo
identificadas de acordo com a numeragdo e representadas pelas linhas em
vermelho

- Estrutura genética bayesiana
Os resultados fornecidos por meio da triangulagdo também foram

comparados aos obtidos pela analise Bayesiana da estrutura genética, onde, o
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melhor modelo obtido para explicar esta foi o k = 6, ou seja, os gendtipos mais
proximos foram agrupados em 6 conjuntos. Este modelo foi escolhido porque
apresentou o maior valor de probabilidade média, Ln P(D), dentro dos valores
simulados para cada k em 15 simula¢des (Grafico 3). A distribuicdo dos
genotipos formou seis agrupamentos, e pode ser visualizada a partir das cores
representadas nas Figura 6 e 7. A Figura 7 esta organizada de acordo com o
valor de Q, ou seja, o coeficiente de participagdao de cada um dos 189 individuos

em cada grupo.
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Grafico 3 Valores de k e suas respectivas probabilidades médias, LnP(D), obtidos por
meio da abordagem Bayesiana, demonstrando k=6 como o valor provéavel de
agrupamentos do niimero total de individuos
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Figura 6 Proporgédo dos gendtipos de Ficus bonijesulapensis em cada populagdo amostrada. As linhas verticais representam os limites
entre cada populagdo e as cores representam o 6 agrupamentos. 1=SR, 2=MC, 3=GL, 4=BR, 5=FBL, 6=BJL, 7=SFC, 8=SD,

9=MR, 10=PE, 11=NR, 12=VP, 13=LA, 14=SH, 15=MA
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Figura 7 Estimativa da estrutura genética de Ficus bonijesulapensis a partir da analise Bayesiana (Programa Structure) determinou
um k 6timo em 6 agrupamentos que estdo representados por cores diferentes. Os individuos estdo representados por linhas
verticais e seus respectivos nimeros. Cada (n) significa a populagdo de origem. (1)=SR, (2)=MC, (3)=GL, (4)=BR,
(5)=FBL, (6)=BJL, (7)=SFC, (8)=SD, (9)=MR, (10)=PE, (11)=NR, (12)=VP, (13)=LA, (14)=SH, (15)=MA
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Para a conservagdo da diversidade genética foram propostas as unidades
operacionais baseando-se nas descontinuidades e nos maiores valores de 6°.
Além disso, cada uma das UO’s deve ser capaz de manter populagdes minimas
vidveis evitando a perda de variabilidade genética por deriva ou endogamia.
Outro aspecto considerado foi que as UO’s estivessem mais isoladas
geograficamente, amostrando conjuntos genéticos mais diferenciados. Assim, as
areas escolhidas como unidades operacionais podem ser observadas na Figura 8.
A primeira unidade seria a area localizada em Sao Raimundo Nonato — PI (SR),
seguida pela area que compreende Gruta Lapa Doce — BA (GL) e BR-242 (BA)
— (BR), a proxima unidade seria Sdo Desidério — BA (SD), Juvenilia — BA
(MR), Vila Propicio — GO (VP) e Matozinhos — MG (MA).

Legenda
@ Unidades Operacionais

Figura 8 Delimitacdo das unidades operacionais para conservacdo da diversidade
genética de Ficus bonijesulapensis
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CONCLUSAO

- As populagdes de Ficus bonijesulapensis apresentaram niveis altos de
diversidade genética intrapopulacional, com exce¢do das populagdes Sdo Félix
do Coribe e Mocambo, o que pode ser resultado do pequeno numero de
individuos, 2 e 3 respectivamente.

- A variabilidade genética dentro das populagdes foi de 77% enquanto que entre
as populagdes foi de 23%. Isto pode ser reflexo do baixo fluxo alélico (1,10), o
qual provavelmente ¢ limitado devido ao isolamento dos afloramentos onde F.
bonijesulapensis ocorre, somado as diferentes paisagens de entorno (vegetagdo
de cerrado e caatinga, areas agricolas, cadeias de montanhas, bacias
hidrograficas diferentes e aglomerados urbanos).

- A estrutura genética inferida por meio de andlise bayesiana, demonstrou que os
genotipos de todos os individuos amostrados podem ser distribuidos em seis
grupos distintos.

- Néo foi encontrado um padrdo espacial de variabilidade genética de acordo
com o teste de Mantel o que foi confirmado pelo perfil do correlograma
multivariado.

- As unidades operacionais foram definidas nas seguintes areas: Sdo Raimundo
Nonato — PI, Gruta Lapa Doce e BR-242 — BA, Sao Desidério — BA, Juvenilia —
MG, Vila Propicio — GO e Matozinhos — MG.
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CONSIDERACOES FINAIS

E cada vez mais observado que o estabelecimento de programas para
conservacdo genética necessita de propostas que realmente assegurem a
manutencdo de populagdes viaveis, ou seja, que estas populagdes apresentem
maiores niveis de diversidade genética, o que pode assegurar a capacidade
evolutiva da espécie. Para isso, ¢ importante entender como os padrdes de
variabilidade genética sdo influenciados pelos elementos da paisagem
detectando as potenciais barreiras que estariam limitando o fluxo alélico.

A identificagdo das descontinuidades genéticas entre as populacdes e sua
relagdo com caracteristicas ambientais é o objetivo da genética da paisagem,
uma abordagem recentemente difundida para o estudo da conservagdo genética.

Aliada a isso, outra proposta para aperfeicoar estratégias de conservacao
in situ e at¢é mesmo de coleta de amostras para compor colegdes de
germoplasma, ¢ através da identificacdo de padrdes espaciais de estrutura
genética. Com o auxilio da andlise de autocorrelagdo espacial é possivel
identificar aquelas populagdes que sejam geneticamente divergentes a uma
determinada distancia geografica que possam ser consideradas unidades
operacionais para conservacao.

Através dos resultados de diversidade e estrutura genética das
populagdes de Ficus bonijesulapensis foram propostos locais que podem ser
considerados como unidades operacionais para a espécie. Um fator importante a
ser considerado é que F. bonijesulapensis ¢ endémico em florestas estacionais
sobre afloramentos calcarios que, atualmente, estdo sendo degradados
principalmente devido a exploragdo do calcario.

A espécie ndo apresentou uma associagdo entre a distancia geografica e

a distdncia genética, ou seja, populagcdes localizadas distantes ndo
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necessariamente foram divergentes geneticamente, e ainda foi observado que
existem descontinuidades genéticas entre popula¢des proximas.

Considerando estes resultados, a definicdo das unidades operacionais
visou a capacidade dessas em manter populagdes minimas viaveis e com
maiores niveis de variabilidade genética. Foram escolhidas as seguintes areas:
Sdo Raimundo Nonato — PI, Gruta Lapa Doce e BR-242 — BA, Séo Desidério —
BA, Juvenilia — MG, Vila Propicio — GO e Matozinhos — MG.

Os resultados obtidos podem ajudar a compreender como espécies que
ocorrem em areas naturalmente isoladas se comportam, ¢ também podem ser
extrapolados para entender como as espécies que se localizavam em areas
anteriormente continuas e sofreram processo de fragmentacdo, estariam
respondendo a este isolamento.

Além disso, a conservacdo in situ de F. bonijesulapensis assegura a
permanéncia de muitas outras espécies, das interacdes ecoldgicas existentes e

principalmente das areas de afloramentos calcarios cada vez mais ameagadas.
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