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EXTRATO

A perda de cobertura florestal € um dos grandes problemas enfrentados pela
Floresta Ombrofila Densa ado Sul da Bahia. Por diminuir substancialmente as areas dos
remanescentes ainda existentes, esse processo desencadeia uma série de complicagdes a
qualidade ambiental da paisagem, como aumento do efeito de borda, da luminosidade
na mata, estresse hidrico do solo e consequentemente das raizes, perda de habitat para
muitas espécies dos diversos grupos taxonémicos e problemas no fluxo génico e na
dispersdo de sementes no ambiente. Como consequéncia, ha substituicdo de
especialistas por generalistas e comprometimento da cadeia trofica, por exemplo. Para
espécies climéxicas ou secundérias tardias, a perda de cobertura florestal poderé afetar o
seu recrutamento, por tornar o ambiente ndo habitavel. Assim, observa-se influéncia na
diversidade e estrutura genética das diferentes populagdes assim formadas apds
processos de isolamento dos fragmentos florestais. Para diagnosticar, entender e tentar
propor formas para diminuir os problemas gerados por essa situacéo, o desenvolvimento
de marcadores moleculares microssatélites especificos € indicado, pois sdo capazes de
desvendar inter-relagdes entre individuos e entre populagdes, proporcionando grande
conhecimento sobre a espécie para o qual foi construido e possivelmente para outras,
em que a sua transferéncia seja possivel. Nesta investigacdo, objetivou-se conhecer a
estrutura genética em quatro populacdes de Virola officinalis existentes em
remanescentes florestais inseridos em paisagens com diferentes porcentagens de
cobertura florestal, nos Municipios de Una e Belmonte, no Sul da Bahia. Para isso,
foram desenvolvidos 21 microssatélites especificos para a espécie, através de tecnologia
NGS (Next Generation Sequence). A caracterizacdo dos locos apresentou 0s marcadores
como eficientes para estudos evolutivos e ecoldgicos, assim como em investigacoes
sobre paternidade. Nenhum dos locos apresentou desequilibrio de ligacdo quando
aplicado a correcdo de Bonferroni (p < 0.000417). Apdés o desenvolvimento e
caracterizacdo dos locos, os 15 considerados polimorficos foram utilizados para
investigar a estrutura genética das populaces. A busca por locos outliers apresentou a
existéncia de 3 possiveis locos sob selecdo e as analises que os continham diferiram
daquelas sem os mesmos. Observamos que a retirada desses locos diminuiu o intervalo
de confianca das andlises realizadas e, portanto, 12 foram os ocos utilizados para
diagnédstico das populacGes da V. officinalis. Quanto a diversidade genética entre
populacdes ndo observou-se valor significativos, porém ao analisar as populagdes por
pares, observou-se que a da porcentagem de cobertura florestal poderia estar
contribuindo para a reducdo da diversidade génica, assim como para 0 aumento da
endogamia. Duas possiveis explicacbes foram sugeridas, (1) a dispersdo poderia estar
ocorrendo frente ao modelo de alpondras ou (2) a pouca diferenca encontrada da
diversidade entre as populagdes seria devido a longevidade, associado com a alta
diversidade genética naturalmente apresentadas por arbodreas e histérico de substituicdo
das florestas por areas de utilidade antropoldgicas. Acredita-se que a segunda hipotese
esclarece melhor os resultados, pois ao analisar o isolamento por distancia (teste de
mantel Parcial) o mesmo ndo apresentou-se significativo. Ao final desta investigacao
sugere-se que esforgos para conservacao da biodiversidade sejam voltados as areas com
maior porcentagem de cobertura florestal, favorecendo a continuidade da diversidade
ainda preservada. Para fragmentos com menor porcentagem € necessario estimular o
aumento da qualidade do entorno dos remanescentes. A¢des como o estimulo ao sistema
de plantio agroflorestale a manutencdo da biodiversidade ainda existente s&o
fundamentais para a continuidade da Floresta Ombrofila Densa do Sul da Bahia,
considerada como hotspot da biodiversidade.



ABSTRACT

The regional-scale decline in forest cover is one of the major problems faced by
the Rain Forest of Southern Bahia. Reducing substantially the remaining areas, this
process triggers a series of complication to the environmental quality of the landscape,
such as increased edge effect, the hight light in the forest, roots and soil water stress,
habitat loss for many species of different taxonomic groups and problems with gene
flow and seed dispersal in the environment. As a consequence, replacement specialists
by generalists and compromised food chain, for example. To climax or late secondary
species, the cover forest decline can affect your recruitment making the environment
uninhabitable. Thus, there is an influence on genetic diversity and the different
populations structure thus formed after isolation processes of forest fragments. To
diagnose, understand and try to propose ways to reduce the problems created by this
situation, the development microsatellite markers for specific is able to unravel the
interrelationships between individuals and populations, providing great knowledge of
the target species and others, that the transfer is possible. This research aimed to
understand the genetic structure of four populations of Virola officinalis in forest
remnants embedded in landscapes with different percentages of forest cover, on
municipalities of Una and Belmonte in southern Bahia. For this, were developed 21
microsatellite using NGS (Next Generation Sequence). The loci characterization
presented as efficient markers for evolutionary and ecological studies, as well as
research on fatherhood. None of the loci showed linkage disequilibrium when applied
Bonferroni correction (p < 0.000417). After the development and characterization , the
15 polymorphic loci were used to investigate the genetic structure of populations. The
search for outlier loci showed the existence of three possible loci under selection and
analysis that contained that differ from those without them. We observed that the
removal of these loci decreased the confidence interval of the analyzes and therefore 12
loci were used for diagnosis of hollow populations of V. officinalis. The genetic
diversity between populations doesn’t showed significant value, but when analyzing
peer-to-peer population, we observed that the decline of forest cover percentage may be
contributing to the reduction of genetic diversity, as well as the increase of inbreeding.
Two possible explanations have been suggested, (1) the dispersion could be follow the
stepping stones or (2) the little difference in diversity between populations can be
explain due the longevity, coupled with high genetic diversity naturally presented on
tree and history replacement of forests to anthropological utility areas. The author
believes that the second hypothesis is the best for explains the results, because when
analyzing the isolation by distance (partial Mantel test) it was not significant.
Biodiversity conservation efforts should be directed to areas with the highest percentage
of forest cover, promoting continuity of diversity still preserved. For fragments with
lower percentage is necessary to increase in the quality of theforest remaining.
Encouraging the planting agroforestry systemand support of biodiversity that still exists
are critical to the continuity of Rain Forest of Southern Bahia, considered as hotspot
biodiversity.
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INTRODUCAO GERAL

Descrita e admirada desde o descobrimento do Brasil, a Mata Atlantica esta
presente por todo o litoral brasileiro, assumindo as classificacfes de Floresta Ombrofila
Densa, Floresta Ombroéfila Mista, Floresta Ombrofila Aberta, Floresta Estacional
Semidecidual, Floresta Estacional Decidual, manguezais, restingas, campos de altitude e
brejos interioranos de acordo com o relevo, clima e altitude (RIZZINI, 1963). Sua
extensdo, através de 27 graus de latitude no Brasil, € responsavel pela diversidade em
relevo, fitogeografia, pluviometria e consequentemente em espécies (SILVA,
TABARELLI, 2000; LEITAO-FILHO, 1982).

Na Floresta Ombrdfila Densa do Sul da Bahia, observa-se clima do tipo Af
quente e Umido sem estacdo seca e com precipitacdo anual superior a 1.300 mm
(KOEPPEN, 1948). E caracterizada como &area de grande biodiversidade, podendo
conter cerca de 450 espécies vegetais por hectare (MARTINI, 2002), além de espécies
animais, fungos etc. Neste montante estima-se grande numero de endemismos,
responsaveis pela classificacdo de hotspot desta regido (LAURENCE, 2009).

Faria et al. (2009) afirmam que uma variedade de distarbios causados por
atividades humanas resultam na formagdo da paisagem variegada que observamos
atualmente na regido de Una e de Belmonte, no sul da Bahia. Investiga¢des acerca do
comportamento da comunidade existente nessas areas tornam-se importantes para o
desenvolvimento de metodologias agropecuarias menos agressivas a biodiversidade
local (SILVA; TABARELLLI, 2000).

Figura 1. Fisionomia de paisagem de remanescente florestal em Una (A) e em Belmonte (B), com 70% e

15% de cobertura florestal, respectivamente. Fotos: Flora Bittencourt. 2012.
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Muitos autores defendem que a recuperacdo das areas degradadas esteja
intrinsecamente  relacionada com a protecdo dos remanescentes florestais,
principalmente os nucleos dos fragmentos onde ainda encontram-se matas maduras ou
secundarias tardias (SILVA; TABARELLI, 2000; MARTINI et al. 2007; AYRES et al.
2005; OLIVEIRA et al. 2004). Dessa forma, a continuidade das espécies caracteristicas
destes ambientes dependera da criacdo de reservas legais de protecdo a natureza, da
expansdo das areas protegidas, mesmo que divididas em categorias de uso privado,
publico ou proibido de atividades. O reflorestamento, a manutencdo de corredores
ecologicos entre fragmentos e sistemas agroflorestais de uso da terra também s&o
estratégias de conservagdo consideradas (AYRES et al. 2005).

A utilizagdo de espécies nativas em sistemas agroflorestais, como arvores para o
sombreamento do plantio de cacau (conhecido na regido pelo termo "cabruca™), €
apontada por alguns autores como a responsavel pela manutencao de espécies arbéreas e
da fauna capaz de utilizar os recursos disponiveis por essa atividade (GOUVEIA, 2009;
SAMBUICHI, 2003; MARTINI, 2002). O género Virola, por exemplo, é descrito como
uatil para sombreamento nesse tipo de cultivo, além de favorecer a fauna local com a
disponibilidade de recurso nutricional (OLIVEIRA JUNIOR; CABREIRA, 2011).

Por tratar-se de uma espécie pioneira, capaz de recrutar em local com muita
luminosidade (RODRIGUES, 1980),a bicuiba (Virola officinalis) podera ser empregada
em Sistemas Agricolas Florestais (SAF), na producdo de muitos derivados de madeira,
em programas de reflorestamento e recuperacdo de areas degradadasnos locais onde ela
naturalmente ocorre (CARVALHO, 2003). Rodrigues (1980) descreve a espéciecomo
semidecidua, heliofita, lenhosa. Alcanca rapidamente tamanho suficiente para
ultrapassar o dossel de arvores mais antigas. Devido a essas caracteristicas, estudos
sobre a espécie podem contribuir para a compreensdo das relagdes existentes entre a
fauna e a flora local e sobre a situacéo sucessional das paisagens investigadas.

Acredita-se que populacbes da espécie poderdoapresentar alteracbes nas
estimativas dos indices de diversidade genética relacionados a perda de cobertura
florestal, sendo avaliada nesta investigacdo a relacdo entre esse fator e a
situacdogenética das populacbes em diferentes manchas florestais distribuidas na
paisagem.Investigagcbes sobre a estrutura genéticapodem ser correlacionados com a
fragmentacéo, a perda de habitat e subdivisdo populacional, a fim de encontrar possiveis

interpretacdes para os resultados estimados (FARIAS, 2010).
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Figura 2.Individuo jovem deVirola officinalis.Foto: Flora Bittencourt, 2012

Processos como fragmentagdo ereducdo de habitat podem estar relacionados,
porém a perda do habitat acontece quando o local de sobrevivéncia de determinada
espécie sofre danos ou é modificado de tal forma quendo apresenta mais determinadas
caracteristicas relevantes a sobrevivéncia da espécie em questdo.Isso poderd acontecer
ap6s fragmentacdo ou outro evento condicionante (ANDREN, 1994).Até o momento,
todas as investigacGes apontam o efeito da perda de habitat maior do que o efeito da
fragmentacéo para a existéncia de um limiar de extin¢do (FAHRIG, 2002)

O limiar para um processo ecoldgico devera ser compreendido como um ponto
de mudanca dréastica na populacdo ou comunidade em estudo, em um rapido intervalo
de alteracdo na porcentagem de habitat para a espécie alvo (ZUCKERBERG; PORTER,
2010; FAHRIG, 2003). A capacidade de movimentacao dos organismos, o fluxo génico,
a dispersdo e a viabilidade da populacdo sdo caracterizadas principalmente pela
qualidade do entorno, ou seja, da heterogeneidade espacial (OLIVEIRA et al. 2004;
CROUZEILLES et al. 2010; FARIA et al. 2009; SOLORZANO et al. 2009). Portanto,
processos relacionados a reducdo ou perda de habitat poderdo conduzir parauma
situacdo extrema, um limiar de extin¢do, por decrescer a ocupacao das areas vizinhas
aos fragmentos de habitat isolados, diminuindo interagdo, processos e

consequentemente a funcionalidade do sistema (BENDER et al, 1998).
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Farigh (2002) e Zuckerberg e Porter (2010) sugerem que o estudo sobre limiares
podera direcionar esforcos para gestdo e monitoramento da paisagem, porém deve-se ter
cautela ao utilizar limiares ecoldgicos para atividades de gestdo, manejo e restauracdo
ambiental, pois apesar da existéncia de investigacdes sobre o tema, € necessario que seja
sob o principio da precaucdo. A negligéncia de variaveis ambientais nas atividades
praticas de cuidados com o meio ambiente podera desencadear outros limiares
ecoldgicos prejudiciais ao ecossistema e, consequentemente, inutilizar esforcos de
preservacoes e econdmicos (DODDS et al. 2010).

Mirando-se a genética de populacgdes, observamos que a perda de habitat poderia
afetar o fluxo génico, sistemas de acasalamento e processos evolutivos, assim como
induzir efeitos gargalo imediatamente apds a sua ocorréncia (BITTENCOURT;
SEBBENN, 2009). Porém, a perda de diversidade genética nem sempre é bem
percebida em populacdes arboreas, pois os individuos adultos poderdo estar no
ambiente ha muitos anos, refletindo uma caracteristica ambiental antepassada,
dificultando a avaliacdo da deriva genética (LOVELESS; HAMRICK, 1984).

Para conservacdo das espécies arbdreas existentes nos remanescentes florestais
resultante da fragmentacdo e perda de habitat, investigar a estrutura genética torna-se
um importante instrumento de avaliacdo de viabilidade e aptiddo, afinal o processo de
desmatamento e consequente perda da cobertura florestal podera resultar em diferentes
e complexas consequéncias para a habilidade evolutiva das popula¢fes remanescentes
(APARICIO et al. 2011).

A Estrutura genética pode ser compreendida a partir dos resultados dos
fendmenos de migracdo, mutacdo, selecdo e deriva genética, influenciados por
processos ecoldgicos, reproducdo e dispersdo dos genes através dos individuos de uma
populacdo (JAIN, 1976). Em populacGes estruturadas, existe uma distribuicdo nao
aleatoria dos aelos e gendtipos no espaco e no tempo, que pode levar ao aumento da
endogamia e ao comprometimento da diversidade genética.

A existéncia de estruturagdo genética nas populagdes de espécies que se
reproduzem preferencialemente através de cruzamentos pode revelarum déficit de fluxo
génico. Assim, um possivel aumento dos acasalamentos entre individuos aparentados e
de cruzamentos biparentais pode culminar nas combinacbes de alelos deletérios
recessivos provocando uma situacdo antagbnica entre a diminuicdo do valor adaptativo

e 0 aumento do comprometimento da populagdo investigada (ZUCCHI, 2002).
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Dentre 0os marcadores moleculares existentes, destaca-se 0s codominantes e
polimérficos microssatélites como indicados para investigacdes sobre variabilidade
genética, calculos de frequéncia alélica, aderéncia ao modelo de equilibrio de Hardy-
Weinberg, mapeamento genético e fisico de genomas, identificacdo e discriminacdo de
gendtipos e testes de paternidade (RISTERUCCI et al, 2005). Assim, esses marcadores
moleculares sdo capazes de fornecer muitas informacgdes sobre a genética de uma
populacdo, contribuindo para medidas de conservacdo, relacdes filogenéticas entre
taxons e no melhoramento, por exemplo (AVISE, 2010). Entretanto, apesar de
extremamente eficaz para estudos genéticos, este marcador deve ser desenvolvido
individualmente para cada espécie, através de sequenciamento gendmico de regibes
ricas em DNA repetitivo. Para a maioria das espécies arboreas tropicais, como é 0 caso
de V. officinalis esta ferramenta ainda era inexistente.

Com esta investigacdo objetivou-se desenvolver marcadores microssatélites
especificos e utiliza-los como ferramentas para inferir sobre a estrutura genética para V.
officinalis, permitindo testar a influéncia da porcentagem de de cobertura vegetal
existente para a manutencao dos recursos genéticos da espécie, além de contribuir com
sugestdes que podem diminuir as consequéncias genético-demograficas da

fragmentacéo.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. LIMIAR DE PERDA DE HABITAT

O limiar para um processo ecoldgico devera ser compreendido como um ponto
de mudanca dréastica na populacdo ou comunidade em estudo, em um rapido intervalo
de alteracdo na porcentagem de habitat para a espécie alvo (ZUCKERBERG; PORTER,
2010; FAHRIG, 2003). Neste caso, observa-se a ndo linearidade entre a variavel testada
e a porcentagem de perda de habitat, havendo um limite determinante para manutencéo
do equilibrio da populagdo, processo ou funcionalidade do ecossistema (ANDREN,
1994).

Segundo Fahrig (2002) o estudo acerca do limiar de extingdo em ambientes
fragmentados requer paisagens com diferentes porcentagens de habitat a fim de realizar
uma comparacgdo entre as populacdes nos diversos ambientes estudados. Pensando no
poder de inferéncia estatistica, quanto maior for a diversidade B, ou seja, a
heterogeneidade ambiental, maior a necessidade do nimero de réplicas na paisagem
(PIVELLO; METZGER, 2007).Torna-se relevante conceituar dois processos diferentes,
porém interconectados: fragmentacdo e perda de habitat. A fragmentacdo ocorre quando
se subdivide areas originalmente continuas, gerando isolados de habitat uns dos outros,
imersos numa matriz, conceituada como por¢do de paisagem ndo habitat no entorno do
fragmento, que poderd ser uma plantacdo, estradas, pomares ou pasto, por exemplo
(EWERS; DIDHAM, 2006; BENDER et al. 1998; ANDREN, 1994). Perda de habitat,
isolamento e aumento da borda serdo efeitos cumulativos desse processo
(DIGIOVINAZZO et al. 2010; BENDER et al. 1998).

A perda de habitat acontece quando o local de sobrevivéncia de determinada
espécie sofre danos ou é modificado de forma a ndo apresentar mais determinadas
caracteristicas relevantes a condi¢do de habitat, isso podera acontecer apos
fragmentacio ou ndo. (ANDREN, 1994).Investigacdes indicam que a diminuicdo de
diversidade é um efeito da perda de habitat e a fragmentacdo pode ou n&o ser a razdo
para esta situacdo (FAHRIG, 2002). Fischer e Lindenmayer (2007) explicam que habitat
€ um conceito relacionado a espécie e ndo deve ser considerado como sendo a vegetagédo

nativa, por exemplo.
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Os estagios iniciais de perda de habitat poderdo levar ao declinio de uma
populacdo e um limiar de reducéo podera ser determinante para o tamanho populacional
original. (ANDREN, 1994). A perda de habitat tem um efeito maior na extingio de aves
do que a fragmentacdo, por exemplo (FARIGH, 2002). Ao simular processos de
fragmentacdo, as anélises realizadas por Andrén (1994) indicaram haver um limiar entre
10 e 30% de conservacdo do habitat para manutencdo da riqueza de espécies ou
tamanho da populagdo para aves e mamiferos. Outros autores também encontraram o
limiar expresso nesta de porcentagem, como Radford et al. (2005), Fahrig (2003), Betts
e tal. (2007), Pardini et al. (2010).

Para compreensdo dos processos decorrentes da perda de habitat como
consequéncia da fragmentacdo, é necessario atentar para as propriedades de um
fragmento (BENDER et al. 1998). Este é caracterizado principalmente pelo isolamento.
Possui maior area de borda do que o continuo original e sua distancia a mancha vizinha
aumentam exponencialmente com o passar do tempo (DIGIOVINAZZO et al. 2010).

Assim, para metapopulagdes, o processo de colonizagéo e recolonizagédo estarao
comprometidos, pois a distancias entre manchas dentro da paisagem poderdo ser
inalcancéaveis a determinadas espécies. (ANDREN, 1994). Em escala de paisagem a
persisténcia da populacéo é delimitada pelas taxas globais de nascimentos e mortes nas
manchas componentes do sistema (FAHRIG, 2002).

Portanto, processos relacionados a reducdo ou perda de habitat poderdo alcancar
um limiar de extin¢do por decrescer a ocupacdo das areas vizinhas aos fragmentos de
habitat isolados (BENDER et al. 1998). Se houverem muitas manchas préximas o
suficiente para manutencdo das visitas dos dispersores (ou a manutencao da dispersédo
em geral), entdo a persisténcia da populacdo ou a colonizacdo podera acontecer
(FAHRIG, 2002; DRINNAN, 2005).

Qian e Cuffney (2012) publicaram artigo em que discutem o desafio em detectar
limiares ecoldgicos, visto que esses serdo influenciados por uma conjuntura de
dindmicas complicadas ndo-lineares de multiplos fatores relacionados ao ecossistema.
Segundo os autores, a investigacdo deverd relacionar teorias ecoldgicas, evidéncias
empiricas, analises de dados ou ainda modelagem para que ndo aponte um limite onde
ndo existe.

A caracterizacdo matematica dos limiares ecologicos ainda € pouco
desenvolvida, apesar de sua importancia (LINTZ et al. 2011). Para analises de dados em

busca de limiares ecoldgicos, muitos autores realizam muitas analises, sendo elas:

19



analises de regressdo linear, de regressdo nao-linear, de regressdo madltipla, regresséo
quantilica (KING; BAKER, 2010) o teste de correlagio de Spearman
(DIGIOVINAZZO et al. 2010) e o coeficiente r de Pearson (BENDER et al. 1998).

Assim como ocorre com outros modelos complexos, a analise de dados
relacionados a limiares ecoldgicos podera reunir interacdes ecologicas, relacbes
hierarquicas e outras formas de ndo-linearidade. Assim a avaliacdo quantitativa dos
limiares em espaco n-dimensional ndo é tdo simples de ser elaborada. Lintz et al. (2011)
afirmam que uma analise de regressao nao-paramétrica deverd ser considerada para
analise dos dados complexos, n-dimensionais relacionados aos limiares ecoldgicos.

E claro que processos como esse poderdo ser mensurados em longo prazo,
observando o comportamento das espécies com o passar do tempo. Investigacoes
pontuais tenderdo a amostrar uma situacdo imediata, que podera nao ser representativa
das consequéncias da perda do habitat a ndo ser em ambientes que sofreram perdas de
habitat ha algum tempo e ja apresentem as mais variadas consequéncias (ANDREN,
1994; DRINNAN, 2005).

Na medida em que a porcentagem de habitat se torna menor, os modelos
elaborados por Fahrig (2002) preveem o aumento da taxa de mortalidade em relacéo a
taxa de nascimentos, diagnosticando diminuicdo populacional com possibilidade de
extingdo caso o processo continue. Além disso, com o aumento populacional, maior
quantidade de habitat é necessario para a persisténcia da populacdo. Os mesmos
resultados foram descritos por Zuckerberg e Porter (2010) para aves na América do
Norte. Além disso, Drinnan (2005) e Tabarelli et al. (2005) afirmam que fragmentos
com 50 m? ou menores, sio dominados pelo efeito de borda.

Bender et al. (1998) discutem o efeito do tamanho da mancha de habitat em
relacdo as espécies da borda, do interior e de generalistas. Os autores afirmam que o
efeito do tamanho da mancha (tamanho X densidade populacional), a perda de habitat e
a fragmentacdo irdo afetar a abundancia das espécies de borda e do interior. Os
generalistas sofrerdo menor impacto no aumento do tamanho de borda, causado pela
formagéo de um fragmento, por exemplo.Por outo lado, se a taxa de reproducdo de uma
espécie € extremamente alta, em uma pequena porcentagem de habitat a populacdo
podera persistir (FAHRIG, 2002).

Drinnan (2005) o limiar poderd ndo estar representando o ponto critico para
riqgueza de espécies, mas serd representativo para composi¢cdo da comunidade,

influenciando nos processos e na funcionalidade do ecossistema. E importante salientar
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que a perda de espécies em um ecossistema podera desestabiliza-lo, provocando outras
perdas graves ou aumentando o nimero de espécies exoticas invasoras e/ou altamente
competitivas (METZGER, 2010; BENDER et al. 2008; FORMAN, 1995).

Para plantas, o limiar para diminuicdo de diversidade genética pode ser discutido
frente ao tempo de vida de um individuo arboreo, por exemplo (LINDENMAYER;
LUCK, 2005). Por sobreviver durante muitos anos, o histérico de perda de habitat
poderd influenciar nos processos relacionados a polinizagdo e dispersdo de sementes,
mas a presenca dos individuos adultos é anterior a esse acontecimento (DRINNAN,
2005). Assim, apesar de poder refletir uma diversidade genética alta, a manutencao
desta para geracdes seguintes estara comprometida.

Mirando-se a genética de populacbes, observamos que a perda de habitat podera
afetar processos evolutivos, fluxo génico e sistemas de acasalamento, assim como
induzir efeitos gargalo imediatamente ap6s a sua ocorréncia. (BITTENCOURT,;
SEBBENN, 2009). Endogamia e deriva genética também poderdo ser assistidos,
afetando a diversidade genética para espécies investigadas. Numa paisagem
fragmentada, a auséncia de fluxo génico podera permitir a estruturacao das populagdes
em manchas de habitat isoladas (BALKENHOL et al. 2009). Os individuos, entdo,
serdo proximos geneticamente uns dos outros, caracterizando a diminuicdo da
diversidade genética e possivel perda de alelos (VEKEMANS; HARDY, 2004).

A investigacdo sobre o limiar de perda de habitat para estruturacdo genética de
uma populacdo de plantas permitiu apresentar dados relevantes sobre a situacdo
genética da populacdo estudada, prevendo fenémenos graves, como a perda alélica e
consequentemente aumento dos riscos de extin¢ao para a espécie.

A movimentacdo da fauna podera sofrer influéncia do isolamento de manchas de
habitat, dificultando polinizacdo e dispersdo de sementes (FARIA et al. 2009). Assim,
relagces exclusivas entre a fauna e a flora poderdo gerar graves consequéncias para a
permanéncia dessas populacfes, uma vez que a existéncia de fauna dispersora podera
estar comprometida e, dessa forma, interromper interagdes ecoldgicas fundamentais
para as espécies correlacionadas.

E importante salientar que a diminuicdo da porcentagem de cobertura florestal
também podera acarretar situaces perigosas para a populagdo humana, ja que a fauna
presente tentard encontrar novos lugares para viver, podendo aumentar a transmissao de
doencas, utilizar animais domesticados para alimentagdo além de outras situacdes
indesejaveis (PARDINI et al. 2010).
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2. ECOLOGIA DE PAISAGEM

A ecologia de paisagem € conceituada como o estudo dos processos ecoldgicos
gerados por uma situacdo espacial de estruturacdo e interatividade do ecossistema
(PICKETT,; CADENASSO, 1995). A partir de uma escala considerada, os estudos sao
baseados na heterogeneidade espago-ambiental, na ocorréncia e manutencdo de
populacdes, comunidades e processos (KOBLITZ et al. 2011). Os mesmos autores
afirmam que heterogeneidade ambiental € a principal causadora de descontinuidades de
processos evolutivos. Assim, a capacidade de movimentacdo dos organismos, o fluxo
génico, a dispersdo e a viabilidade da populacdo séo caracterizadas principalmente pela
qualidade do entorno, ou seja, pela heterogeneidade espacial (SOLORZANO et al.
2009; OLIVEIRA; MONTEZUMA, 2010; CROUZEILLES et al. 2010; FARIA et al.
2009).

Ritter e Moro (2012) conceituaram paisagem como mosaico heterogéneo,
interativo, caracterizado por um observador que identifica pelo menos um fator
determinante da heterogeneidade e uma escala a ser considerada na investigacdo. De
acordo com essa definicdo, os autores defendem a integracdo entre diferentes
abordagens relacionadas a analise ambiental, ja que a possibilidade de estudar diferentes
escalas de paisagem permite a reunido de dados de organismos diversos, contribuindo
para a compreensdo de processos ecoldgicos no ecossistema. E claro que os habitats s3o
diversos e espécie-especificos, portanto torna-se importante a determinacdo de escalas
adequadas e metodologias bem delineadas para estudos sobre a ecologia de paisagens
(PIVELLO; METZGER, 2007; BENDER et al. 1998).

Considerando a abordagem ecoldgica proposta por Metzger (2010), entende-se
que o contexto da paisagem ira influenciar os processos ecolégicos e genéticos das
populagdes existentes e, dessa forma, a conservacdo da biodiversidade. Para estabelecer
a comunicagédo entre manchas de habitat na paisagem, a conectividade estrutural e/ou
funcional deveré existir (KOBLITZ et al. 2011; DRINNAN, 2005).

InvestigacBes na genética de paisagens agregam conhecimentos da genética de
populacdo, ecologia de paisagens e estatistica espacial (MANEL; SEGELBACHER,
2009). Os desafios para desenvolvimento desse tipo de pesquisa vdo desde a
delimitacdo de uma escala fisica e temporal até a interdisciplinaridade das discussdes

acerca dos resultados, atentando as limitacGes analiticas da relacdo entre paisagem e
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dados geneticos das espécies estudadas (BALKENHOL et al. 2009) O foco da maioria
das investigacOGes nesta area esta no fluxo génico entre manchas isoladas, de forma a
compreender a distribuicio da variacdo genética na paisagem estudada
(BITTENCOURT;SEBBENN, 2009)

A situacdo binaria considerada dentro da paisagem (habitat e ndo-habitat) €
delimitada pela existéncia de uma matriz indspita ao organismo considerado e neste
contexto, a matriz possuird a maior conectividade e a maior area de extensdo dentro da
paisagem (FORMAN, 1995: ANDREN, 1994). Entendendo que a permeabilidade da
matriz é seletiva de acordo com a espécie considerada, a conectividade entre manchas
de habitat serd uma varidvel chave na estruturacdo espacial de processos ecoldgicos.
(CROUZEILLES et al. 2010; FARIA et al. 2009).

Pivello e Metzger (2007) discutiram sobre a importancia da abordagem
quantitativa em investigacdes sobre ecologia de paisagens, afirmando que a maioria dos
estudos apresenta carater qualitativo. Uma das dificuldades para estudos quantitativos é
a caréncia de registros dos processos histéricos de utilizacdo do ambiente por
populacdes humanas antigas. Ao longo do tempo o ambiente podera ter sofrido diversas
interferéncias diferentes, dificultando a avaliacdo do grau de impacto destas na
paisagem atual. Porém, a ultima intervencdo provavelmente serd a mais pronunciada,
mesmo que ndo tenha sido a mais impactante e a investigacdo da area pode revelar
resultantes ecoldgicas dubias, consequéncia de perturbacbes em cascata
(SOLORZANO; OLIVEIRA, 2009).

3. FLORESTA OMBROFILA DENSA DO SUL DA BAHIA

A Mata Atlantica estende por todo o litoral brasileiro até chegar a Argentina,
classificada como ponto quente (hotspot) para a conservacdo da biodiversidade, possui
cerca 1,361 espécies endémicas e atualmente 35,9% de sua area total protegida
(MYERS et al. 2000). De acordo com o Decreto 750, de 10 de fevereiro de 1993, a

composi¢do da mata é heterogénea, sendo classificada como o0 mapa de vegetacdo do
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Brasil, elaborado por Rizzini (1971): Floresta Ombrdéfila Densa Atlantica, Floresta
Ombrofila Mista, Floresta Ombroéfila Aberta, Floresta Estacional Semidecidual, Floresta
Estacional Decidual, manguezais, restingas, campos de altitude, brejos interioranos e
encraves florestais do Nordeste.

No Sul da Bahia, de acordo com o relevo, clima e altitude a Mata Atlantica
assume as classificacfes de Floresta Ombréfila Densa, manguezal ou restinga (DA
FONSECA, 1985). Em Una, municipio do Sul da Bahia, a vegetagdo investigada esta
classificada como Floresta Ombrofila Densa, pois apresenta indices termo-
pluviométricos elevados, com distribuicdo de chuvas bem distribuida durante o ano,
sem um periodo de seca definido (ELLEMBERG; MUELLER-DOMBOIS, 1956/66). E
perenefolia, apresenta dossel até 50m, além de arvoretas, arbustos, samambaias, epifitas
e bromélias (GOUVEA, 1969). O relevo de topos concordantes, pouco elevados, clima
tipo Af de acordo com a classificacdo de Koppen, caracterizado por apresentar
precipitacdo anual superior a 1300 mm, concentradas nos meses de janeiro a abril,
outubro a dezembro e no més de agosto, ndo ocorrendo um periodo seco definido
(KOEPPEN, 1948; IBAMA/MMA, 1998). As temperaturas anuais apresentam variacao
entre 24°C e 26°C no verdo e 18 °C no inverno (MORI et al. 1983).

3.1 Perda de habitat e fragmentacéo da Floresta Ombrofila Densa do Sul da Bahia

A floresta costeira denominada Floresta Ombréfila Densa por Azevedo (1950)
esta bastante desmatada e, onde existia floresta, atualmente abriga cerca de 40% da
populacdo brasileira e gera até 70% do PIB nacional (CI-BRASIL et al. 2000).
Inicialmente, o litoral da Floresta Ombréfila Densa foi utilizado por populacbes de
habitantes sambaquis cujas datacGes sdo estimadas em cerca de 6.000 anos.
Posteriormente, 0s tupis, que praticavam agricultura de corte e queima, também
ocuparam extensas areas do litoral brasileiro (SOLORZANO et al. 2009).

Apbs o descobrimento do Brasil a area da Floresta Ombréfila Densa sofreu uma
intensificacdo dos impactos ambientais, causados por uma grande invasdo em busca das
suas riquezas bioldgicas, como corte seletivo de arvores, principalmente o pau-brasil, e
a caca, por exemplo (MAGNANINI; MAGNANINI, 2002). Dessa forma, o legado das
diversas utilizacbes de terra por diferentes povos, gerou uma paisagem modificada,

deixando marcas na paisagem anteriormente de floresta (SOLORZANO et al. 2009). O
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seu tamanho vem sendo reduzido desde entéo, estando atualmente restrito a fragmentos
de floresta pelo litoral brasileiro (AYRES et al. 2005).

Devido a essa realidade, cerca de 60% das espécies descritas como ameacadas
de extingdo na lista oficial da fauna brasileira habitam esse bioma (SILVA;
TABARELLI, 2000; PARDINI, 2004). Em relacdo aos mamiferos, uma em cada quatro
espécies endémicas registradas na Floresta Atlantica estd ameacada (PARDINI, 2004).

Ao longo dos anos de exploracédo para utilizacdo madeireira foram selecionadas
arvores grandes e saudaveis, retirando assim parte preciosa do material genético da
regido. As arvores que restaram, muitas susceptiveis a doencas, incapazes de atingir
altura daquelas derrubadas, sdo as novas matrizes da floresta ombréfila densa.
Cronistas, viajantes, estudiosos e 0s proprios colonizadores do Brasil, deixaram
registros de existéncia de arvores gigantescas, para as quais seriam necessarios muitos
homens lado a lado para circunda-las, porém ndo ha registros numéricos, quantitativos
OuU muito precisos sobre essas observagbes da flora brasileira. (MAGNANINI;
MAGNANINI, 2002)

Iniciado pela extracdo do pau-brasil, grandes areas de florestas foram
desmatadas para promocdo de atividades de agricultura e pecuéria, principalmente pelos
ciclos econdmicos brasileiros (BIELSCHOWSKY, 1989). A cana de aglcar foi
introduzida principalmente nas &reas costeiras e deu inicio a criagdo dos latifundios. O
café, borracha, algodao, o ciclo do minério e o consumo de carvdo vegetal também sdo
consideradas importantes monoculturas da histéria brasileira e responsaveis pelo uso de
grande extensdo de terra, onde estava a Floresta Atlantica (MAGNANINI;
MAGNANINI, 2002 ).

Até o século XVI, através da subdivisao da area costeira brasileira em capitanias
hereditarias, os grandes latifundiarios proprietarios de enormes extensdes de terra,
fizeram uso desenfreado da floresta e dos recursos oferecidos por ela, seja retirando
madeira ou animais para diversos usos (DI PIETRO, 2006).

Em 1746 foram plantados os primeiros cacaueiros (Theobroma cacao), na regido
da floresta ombrofila densa, na Fazenda Cubiculo, as margens do Rio Pardo, atual
municipio de Canavieiras (SAMBUICHI, 2003). O proprietario e responsavel pela
introdugdo foi o colonizador Anténio Dias Ribeiro que trouxe as sementes do Para.
Devido a necessidade de sombreamento dos cacaueiros, as plantagdes eram feitas em
areas de floresta preservada, raleando o sub-bosque e, dessa forma, preservando as

grandes arvores. Essa forma de plantio ficou conhecida como ‘“cabruca”, palavra
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derivada da expressao “vem cd brocar a mata” (MARTINI, 2002). Além da preservagao
das grandes arvores matrizes da floresta, a cabruca proporcionava a conectividade entre
areas de plantio e areas de floresta, preservando o fluxo génico de muitas espécies
vegetais e animais (SAMBUICHI, 2006).

O sucesso da introducdo cacaueira na regido atraiu muitos e promoveu um
crescimento econdmico local. Cidades como Ilhéus, Itabuna, Canavieiras e Belmonte
produziam uma enorme quantidade de cacau de boa qualidade e exportava a
mercadoria. Foram construidas estradas e vias e acesso entre fazendas, o porto de
IIhéus, o maior exportador de cacau do Brasil na época (ALENCAR, 1970)

O sul da Bahia ficou entdo conhecido como a regido cacaueira e atingiu o auge
entre o final do século XIX e inicio do século XX. Os grandes produtores de cacau,
conhecidos como coronéis do cacau, compravam suas patentes, ndo serviam carreira
militar (SAMBUICHI, 2003).

Nessa época ndo se imaginavam haver algo capaz de atingir a producédo
cacaueira da regido. Porém em 1989 surgiu na regido um fungo
(Moniliophthora perniciosa) causador da doenca conhecida como vassoura-de-bruxa,
que gerou um grande impacto nas plantacbes da regido. Com o declinio do cacau, a
economia foi profundamente afetada, resultando numa produgdo anual quatro vezes
menor. Assim, a sociedade profundamente dependente do cacau também sofreu com a
crise e ocorreu migracdo das grandes fazendas para as cidades da regido (ALVES,
2006).

A partir desse momento os produtores de cacau comegaram a invadir suas
cabrucas em busca de grandes arvores madeireiras e o que foi sombreamento das
plantacdes passou a ser uma reserva de renda. Dessa forma a floresta ombrofila densa
volta ao ciclo do desmatamento, perdendo arvores matrizes milenares, afetando todo o
ecossistema da regido (MAGNANINI; MAGNANINI, 2002). Além disso, a criacdo de
areas de pastagem favorece o processo de fragmentacdo das paisagens, subdividindo a
floresta em fragmentos muitas vezes isolados uns dos outros. Os pastos também
contribuem com a deficiéncia na qualidade do solo, com o stress hidrico da regido, com
0 empobrecimento de espécies, com a descaracterizacdo das areas originais e com gases
relacionados ao efeito estufa (ALMEIDA et al. 2011).

A década de 1970 marcou o inicio de um novo capitulo no uso da terra do sul da
Bahia. A construgdo da rodovia BR 101, assim como outras demais rodovias, seguiu o

Plano Nacional de Aviagdo, o PNV, desenvolvido pelo governo militar em 1964
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(AMORIM; OLIVEIRA, 2007). O asfaltamento da BR 101 conectou com maior
facilidade o sul da Bahia com o Sudeste do pais, o escoamento da producdo
agropecuaria progrediu, assim como a exploragdo madeireira. Neste mesma epoca,
ocorre a supervalorizacdo do eucalipto como matéria prima para celulose e grande
extensdo de floresta ombroéfila densa do sul da Bahia da lugar a monoculturas,
impulsionado pelo Governo Federal (PEREIRA; LESSA, 2011). Dessa forma, a
agricultura e pecuaria tornam-se menos importantes do que a celulose e rapidamente o0s
pomares e cabrucas sdo substituidos por eucalipto (GONCALVES, 2012; Figura 3).

Figura 3. Fisionomia de paisagem em Belmonte. Plantac&o de eucalipto (Eucalyptussp).
Foto: Flora Bittencourt, 2012

Torna-se impossivel distinguir o processo de viagdo brasileira com o historico
de producdo e escoamento agropecuario (PEREIRA; LESSA, 2011). Empresas de
celulose estabeleceram-se no estado, proporcionando discusséo entre o desenvolvimento
econémico da regido e o impacto ambiental causado por extensas monoculturas de
eucalipto nos quais estdo inseridos fragmentos da floresta original (GONCALVES,
2012).

Um dos grandes problemas decorrentes das extensas monoculturas esta na
fragmentacdo das florestas, o que leva ao aumento de area de borda e consequente
mudanca na estrutura e composic¢éo da comunidade original (ALVES JR et al. 2007). A
borda da floresta é compreendida como a area de transi¢do entre o habitat e 0 nédo-
habitat e esta sujeita aos efeitos da matriz do entorno do fragmento (METZGER et al.
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2009). Aumento da luminosidade e da ventilagio podem levar a um aumento na
temperatura do ar e do solo, proporcionando maior evapotranspiragdo e, como
consequéncia, diminui¢do da umidade relativa do ar e do solo, caracterizando estado de
stress hidrico (PACIENCIA; PRADO, 2004). Dessa forma, espécies pioneiras
geralmente apresentam maior dominancia, pois suportam tais condi¢cbes ambientais. A
perda de diversidade de arboreas nestes locais também podera ser explicada pela
auséncia de espécies dispersoras de sementes, incapazes de sobreviver em areas sem
habitats especificos (SILVA; TABARELLI, 2003).

Martini em 2002, registrou diferencas marcantes entre as familias de vegetais
existentes entre clareiras, areas queimadas, sub-bosque e areas de floresta. Segundo a
autora, as familias com maior limite de tolerncia ao stress hidrico existente em
clareiras e areas queimadas sdo Myrtaceae, Rubiaceae e Fabaceae.

Um fragmento de floresta muito pequeno podera ser, na verdade, uma grande
borda, capaz de agregar uma comunidade primaria de espécies vegetais. A
reestruturacdo desse ambiente dependera da matriz que o circunda e, muitas vezes,
atenderd aos preceitos do modelo de biogeografia de ilhas, proposto por McArthur;
Wilson (1967).

A Teoria do equilibrio da biogeografia de ilhas estabelece que o tamanho da
ilha, assim como o grau de isolamento sdo fatores preponderantes no processo de
colonizacdo, extincdo e recolonizacdo por espécies. Em ilhas mais distantes, ou mais
isoladas, a dispersdo de muitas espécies € prejudicada, estando a sua ocorréncia restrita
a area ilhada. Da mesma forma, poder& ndo haver coloniza¢do por outros organismos
(MACARTHUR; WILSON, 2001; OLIVEIRA; GOULART, 2008).

Faria et al. (2009) afirmam que uma variedade de distarbios causados por
atividades humanas resultaram na formacdo da paisagem variegada que observamos
atualmente na regido de Una, no sul da Bahia. Visitando alguns dos remanescentes
florestais desta mesma regido, percebe-se que sao “ilhas” de floresta imersas em
extensas areas de pasto ou monoculturas. Outros fragmentos florestais, entretanto,
encontram-se imersos em outros sistemas de cultivo menos homogéneos como sistemas
agroflorestais (cabruca), seringais, coqueirais, entre outros (observagédo pessoal). Assim,
investigacOes acerca do comportamento da comunidade existente nessas areas tornam-
se importantes para a compreensdo da influéncia e da implantacdo de metodologias
agropecudrias desenvolvidas de forma mais permeaveis a biodiversidade local
(NASCIMENTO et al. 2012; SILVA; TABARELLI, 2000; VIANA; PINHEIRO, 1998).
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Muitos autores defendem que a recuperacdo das areas degradadas esteja
intrinsecamente  relacionada com a protecdo dos remanescentes florestais,
principalmente os ndcleos dos fragmentos onde ainda encontram-se florestas maduras
ou secundarias tardias (SILVA; TABARELLI, 2000; MARTINI et al. 2007; AYRES et
al. 2005; OLIVEIRA et al. 2004). Dessa forma, a continuidade das espécies
caracteristicas dependerd da criacdo de reservas legais de protecdo a natureza e da
expansao das areas protegidas, mesmo que divididas em categorias de uso privadoou
proibido e de corredores ecoldgicos entre fragmentos (AYRES et al. 2005).

A construcdo de corredores ecoldgicos pode ser uma saida estratégica para
reestruturacdo da area de floresta original, interligando remanescentes florestais e
proporcionando migracdo e fluxo génico (SEOANE et al. 2010). A lei Federal n°
9.985/2000 estabelece o Sistema Nacional de Unidades de Conservacdo da Natureza
(SNUC) o qual conceitua corredores ecologicos como “por¢des de ecossistemas naturais
ou seminaturais, ligando unidades de conservacdo, que possibilitam entre elas o fluxo
de genes e 0 movimento da biota, facilitando a dispersdo de espécies e a recoloniza¢do
de areas degradadas, bem como a manutencao de populacdes que demandam, para sua
sobrevivéncia, areas com extensao maior do que aquelas das unidades individuais™.

Porém esse tipo de corredor podera facilitar a movimentacdo de espécies
invasoras, a deriva de comunidades, impactos demogréaficos e genéticos (HERRERA,
2011). O mesmo autor discute que ao facilitar a movimentacdo de determinada espécie,
podera prejudicar a permanéncia de outra, como numa situacdo de predador-presa.

A publicacgéo de levantamento de dados coletados, a ampliagdo das discussdes e
o real interesse na preservacdo das espécies sao trés fatores que precisam estar unidos
nas iniciativas de conservacdo da floresta Atlantica. Existem muitos trabalhos
cientificos relevantes, que apontam estratégias para restauracdo e/ou conservacdo que
precisam ser extrapolados do papel das dissertacdes para a aplicabilidade préatica. Seja
frente a organizacbes de apoio, a grupos politicos interessados ou as proprias
comunidades existentes proximas a Floresta Atlantica, o conhecimento gerado por todo
0 pais nas institui¢cbes de pesquisa precisa ser aplicado, para que o ideal de conservagédo
seja alcancado.

De acordo com o Decreto n° 750, de 10 de fevereiro de 1993, que dispGe sobre 0
corte, a exploracdo e a supressao de vegetacdo primaria ou nos estagios avancado e
médio de regeneracdo da Floresta Atlantica, e outras providéncias, a exploracdo da

Floresta Atléntica sera autorizada se obedecer aos requisitos de protecdo da
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biodiversidade. Designacdo de area de retirada maxima anual, parcelamento de solos
respeitando as determinacGes do decreto, a preservacdo de areas com abrigo para
espécies em extingdo e controle da eroséo sdo algumas medidas previstas que devem ser
respeitadas e fiscalizadas.

Em 22 de dezembro de 2006, houve incisos vetados pelo entdo presidente da
repUblica, justificados pelas decisdes tomadas na Decisdo V1/9 da COP-6 da Convencéo
da Diversidade Bioldgica, a qual estabeleceu estratégias para a conservagdo da flora,
dentre elas, a conservacdo de pelo menos 10% das regides ecologicas do mundo,
delimitacdo limitrofe para a situacdo atual da Floresta Atlantica. Posteriormente, na 72
Conferéncia Mundial sobre Diversidade Bioldgica (COP-7), o comprometimento dos
paises signatarios como o Brasil frente a reducéo de extingdes de espécies levou a novos
vetos no Decreto n° 750 (1993), devido a contradicdes entre o texto e as novas metas
federais (LEl 11.428/2006 (LEI ORDINARIA) 22/12/2006). Os encarregados da
fiscalizacdo sdo o IBAMA e o Conselho Estadual do Meio Ambiente.

4. FAMILIA MYRISTICACEAE

Myristicaceae esta classificada como uma das familias mais primitivas das
Angiospermas vivas, devido as caracteristicas gerais das espécies (RODRIGUES,
1980). Segundo Takhtajan (1980) as familias Canellaceae, Annonaceae e Myristicaceae
foram especializagdes de um mesmo ancestral comum. As mesmas conclusdes foram
descritas por Armostrong e Wilson, (1980).

Acredita-se que a conquista de habitats geograficamente distantes deve ter
acontecido antes da divisdo continental, provavelmente depois do periodo cretaceo
(ARMSTRONG; WILSON, 1978). Portanto, no passado havia uma distribuicdo
continua dos representantes da familia, propagados nas regides neotropicais do globo
(SAUQUET, 2003). Assim, os géneros evoluiram a partir de um ancestral comum e
sofreram mutagOes capazes de gerar grupos fitogeogréaficos distintos devido as barreiras
geograficas e ecoldgicas. (ARMSTRONG; TUCKER, 1986; SAUQUET, 2003).

Warb foi o Unico monografista que emitiu conceitos basicos e até hoje aceitos

sobre o trabalho taxon6mico da familia inteira, esclarecendo e restaurando
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definitivamente o género virola, reduzido a simples se¢do do Unico género adotado por
eles na época, Myristica (RODRIGUES, 1980).

A familia Myristicaceae agrega cerca de 20 géneros e 500 espécies: nove
géneros ocorrem nas Ameéricas (Guatemala e Antilhas até Bolivia e Brasil e Costa
ocidental da Colémbia e Equador até a costa do Atlantico, no Brasil), quatro géneros na
Asia (Asia tropical da india & Polinésia), sete géneros na Africa e em Madagascar
(SAUQUET, 2003). A mesma autora sugere que a monodelfia dos estames ocorre
independentemente na familia, assim como a unissexualidade da maioria dos géneros.
Essa Gltima caracteristica confere um caréater evolutivo mais derivado na familia.

A familia Myristicaceae geralmente apresenta infrutescéncia pedunculada, na
axila da folha, desenvolvendo pedicelo herbacio, amarelo esverdeado, opaco, com
tricomas simples (CARA, 2006). Os frutos podem ser subglobosos ou oblongos,
essencialmente carenados ou lisos, com pericarpo variante de fino a espesso e lenhoso,
com arilo ou sarcotesta coloridos e brilhantes e mesocarpo relativamente carnoso e rico
em lipidios (CARDOSO, 1994; GURGEL et al. 2006). Tem mesocarpo coriaceo,
castanho, com 2,52mm de espessura (GURGEL et al. 2006). Sua placentacdo € basal,
livre, monospérmico (RODRIGUES, 1980). A dispersdo de sementes € zoocorica
(LENZA; OLIVEIRA, 2006; GALETT et al. 2000; HOWE, 1981; RUSSO;
AUGSPURGER, 2004; HOWE; KERCKHOVE, 1981).

As sementes dos géneros em geral apresentam restrices para dispersdo a longa
distancia, pois o tamanho impede seu transporte pelas aves, por exemplo. O peso da
semente impede a flutuacdo, assim como a testa ndo protege contra a acdo da agua
salgada, além do embrido ser perecivel (ARMSTRONG; TUCKER, 1986).

Ha liberacdo de forte odor pelas flores independentemente do género,
provavelmente como atracdo de agentes polinizadores. Essa caracteristica € comum na
familia Myristicaceae, contribuindo para conclusGes acerca do mimetismo realizado
pelas flores produzidas pelas espécies da familia (LENZA; OLIVEIRA, 2006).

Rochelle et al. (2011) desenvolveram estudo floristico e estrutural de Floresta
Atlantica localizada no Parque Estadual da Serra do Mar, Sdo Paulo, e afirmam
encontrar entre as arvores mais altas do dossel, as Myristicaceae Virolabicuhyba e
Virola gardneri. Neste estudo, a familia Myristicaceae esta entre as familias mais
abundantes, com 43 representantes.

Silva e Silva (2008) em investigagdo floristica do municipio de Presidente

Figueiredo (Amazonas), afirmam que a familia Myristicaceae apresentou maior

31



diversidade de géneros e espécies, totalizando no estudo23 espécies e duas variedades,
sendo o género Virola correspondente a 10 espécies e as duas variedades. Das coletas
realizadas, 53 corresponderam a espécies de Virola.

4.1 GENERO VIROLA

O género possui nomenclatura popular diferenciada a depender da regido, sendo
chamada de ucuuba na Amazonia, bicuiba no Nordeste e virola no Sul do Brasil e no
comércio madeireiro. Possui cerca de 35 espécies descritas no mundo (RODRIGUES,
1980). O mesmo autor afirma que a sua ocorréncia é registrada em &areas com alta
luminosidade como clareiras, capoeiras ou areas de trilhas abertas e matas de galeria.
Consegue alcancar rapidamente tamanho suficiente para ultrapassar o dossel de arvores
mais antigas.

E observado nas trés maiores zonas floristicas do Brasil: hileia amazonica,
florestas costeiras e cerrados. Interessante perceber que as espécies existentes na bacia
amazonica ndo sdo as mesmas registradas na Floresta Ombrdéfila Densa da Floresta
Atlantica (PAULA; SOARES, 2011; LORENZI, 1949; RODRIGUES, 2002;
ROCHELLE et al. 2011). Provavelmente essa distribuicdo se d& devido a diferengas
climaticas entre as regibes brasileiras e algumas espécies sdo classificadas como raras
ou endémicas (RODRIGUES, 1980). Porém a maior parte das espécies conhecidas esta
na bacia amazénica. No sul do Brasil, em Santa Catarina, observa-se apenas uma
espécie de Virola, a V. oleifera Smith (LORENZI, 1949).Diversos estudos realizados
afirmam a ocorréncia de 2 a 19 individuos por hectare de diferentes espécies de Virola
(PRATA et al. 2011; ROCHELLE et al. 2011; PAULA; SOARES, 2011).

Cardoso (1994) e Mariano (2004) classifica as espécies do género Virola como
pioneiras, por recrutar em local com muita luminosidade. Contradizendo este autor
Rodrigues (1980) e Jahnel (2008) afirmam que Virola oleifera ocorre no estagio climax
de sucessdo. Paula e Soares (2011) e Pessoa et al. (2011) classificam as Virolas como
secundarias tardias. Dessa forma, observa-se uma contradi¢do entre a classificacdo do
género como secundaria inicial, intermediaria ou tardia.

De forma geral, as espécies de virolas sdo plantas heliofitas, lenhosas e dioicas
(RODRIGUES, 1980; GURGEL et al. 2006; LENZA; OLIVEIRA, 2006) Sao
perenefolias, com ramificagdo verticilada e plagiotropica, podendo apresentar

sapopemas ou raizes-escoras (JARDIM; MOTA, 2007). Algumas espécies sdo
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arbustivas, outras crescem atingindo rapidamente o dossel com suas longas folhas,
chegando a apresentar 40 metros de altura e 120 cm de DAP (LORENZI, 1949).

O tronco da bicuiba é monopodial ortotropico, com camadas de crescimento
pouco definidas. Apresenta grande valor comercial para suas toras brutas, pois ndo sofre
deformacgdes quando cortadas em ripas (CARVALHO, 2003). Quando ndo sdo
devidamente tratadas, ndo resistem a pragas (principalmente insetos xiléfagos) e ao
apodrecimento dentro da agua. Apresenta densidade 0,61g/cm® sendo considerada
como moderadamente pesada, com superficies lisa ao tato (RIZZINI, 1971).

Sua casca é fina e ao descascar ou perfurar libera exsudato travoso, de cor
castanho-avermelhado ja que sofre oxidacdo em contato com o ar. Os vasos podem ser
solitarios, geminados (maioria das espécies), multiplos e agrupados, de forma circular,
oval ou ovoide, de parede espessa, muito pequenos a médios, pouco ou muito
numerosos (até 15-18 por mm?) (RICHTER et al. 2006).

A madeira é utilizada para construcdo naval, pode ser utilizada na fabricacdo de
compensados e para papel tipo Kraft de boa qualidade (CARVALHO, 2003). O mesmo
autor complementa seu uso também na construcdo civil, carpintaria e marcenaria,
confeccdo de esteios, contraplacados, miolo de portas, molduras e rodapés.

A arvore poderd ser utilizada no paisagismo de parque e jardins, pois se
desenvolve bem em ambientes de muita luminosidade. Seus frutos s&o procurados por
aves e outros animais (GALLET et al. 2000), podendo entdo ser implantadas em areas
de recuperacdo florestal (LORENZI, 1949).

Virola officinalis apresenta tricomas por toda a planta, em todos os estagios do
desenvolvimento, com diferentes caracteristicas e durabilidade quando comparada com
outras espécies do género (RODRIGUES, 1980). As folhas sdo disticas, simples,
alternas de margem inteira, de forma oblonga ou eliptica Sdo pecioladas, com &pice
frequentemente acuminado ou cuspidado. Podem alcangcar 50 cm de comprimento.
(RODRIGUES, 1980; MORAES; DOMINGOS, 1997). As nervuras secundarias séo
abundantes no género, assim como as nervuras terciarias reticuladas paralelas,
impressas na face axial. A disposi¢do das nervuras e o tipo de tricoma sdo capazes de
diferenciar as espécies. A pubescéncia ocorre na face abaxial das folhas de virola
(RODRIGUES, 2002).
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Figura 4. Virola officinalis. A — ramo foliar, detalhe dos tricomas. Foto: Flora Bittencourt, 2012.
B — corte do caule. Foto: Flora Bittencourt, 2012. C — fruto. Foto: Leticia Ferrago, 2012. D —
inflorescéncia. Foto: Herbéario Digital de Golfito.

A maioria das espécies € perenefolia ou semidecidua, sendo verificada a
mudanca foliar antes do inicio da floracdo. Algumas espécies como V. gardneri ndo
possui fitofases muito bem definidas e sua frutificacdo é observada em quase todo o ano
(COUTO-SANTOS, 2007).

Para espécies amazonicas, verifica-se a coincidéncia da floracdo com a estacao
estival e a frutificagdo com o periodo de chuvas. Para espécies extra-amazonicas, a
florag&o parece coincidir com o verdo e a frutificagdo com o inverno (RODRIGUES,
1980). Os fasciculos florais masculinos estdo dispostos distalmente na inflorescéncia
sdo muito variaveis em nimero de flores, podendo ocorrer até 100 flores em cada um
deles, como registrado em V. multiflora (LORENZI, 1949; PRATA et al. 2011). As
bracteas sdo sempre deciduas e as bractéolas serdo sempre ausentes (JARDIM; MOTA,
2007).
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Nas especies do género Virola, apesar de gerar inflorescéncias femininas
menores, subterminais ou axilares, as flores femininas serdo maiores do que a do sexo
oposto (PRATA et al. 2001). Essa semelhanca favorece a polinizacdo, j& que mesmo as
flores masculinas sdo visitadas pelos agentes polinizadores, um caso tipico de
automimetismo floral (LENZA; OLIVEIRA, 2006; CARDOSO et al. 1994). Essa
poderd ser uma estratégia para atrair polinizadores a certa distancia da planta, por um
periodo maior.

O pdlen seria como recompensa para polinizadores, porém nao ha recursos para
agentes visitantes nas flores femininas. Nao foi observada a disponibilidade de néctar ou
exsudados nas flores da V. sebifera (LENZA; OLIVEIRA, 2006). Os mesmos autores
afirmam que mesmo parcialmente abertas as flores femininas e masculinas
apresentavam-se funcionais, ou seja, ovarios receptivos e liberacdo de pdlen. O ovério €
séssil, monocarpelar, densamente tomentoso e com um dnico 6vulo basal. Tem estilete
muito curto ou nulo e o estigma é geralmente bifido. A polinizacdo €é realizada
principalmente por besouros (CARDOSO et al. 1994; LENZA; OLIVEIRA, 2006),
sindrome classificada como cantarofilia por Faegri e Van Der Pijl (1966).

Diferente dos autores supracitados, Jardim e Mota (2007) observaram um grau
de especificidade entre representantes de Myristicaceae e os polinizadores Copestylum
sp e Erystalys sp Segundo esses autores, a floragdo masculina é exclusivamente doadora
de pdlen, apresentando abundéancia e curta longevidade em relacdo a feminina. Nestas, o
investimento é voltado para fertilizacdo, existindo menor quantidade, porém maior
longevidade das flores. Estes autores sugerem que o género Virola é efetivamente
polinizado por dipteros, existindo possivel co-evolugdo entre dipteros e Myristicaceae.
Thien et al. (2009) explicam que os dipteros podem ter sido os primeiros polinizadores
para as angiospermas, com alcance de voo variando entre 50 a 800 metros de distancia a
depender da espécie (ACHEE et al. 2007). Lenza e Oliveira (2006) também observaram
dipteros como visitantes das flores de Virola sebifera e discutem que apenas pequenos
insetos poderiam entrar no calice das flores, independente do sexo.

Rodrigues (1980) descreveu a inflorescéncia da Virola officinalis do tipo
panicula, ferruginea, levemente zigomorfa, com flores infundibuliformes (com
estruturas reprodutivas inclusas), apétalas, com 3 ou 4 sépalas, pilosas e soldadas entre
si, coloracdo amarela. As masculinas apresentam aproximadamente 3 mm de
comprimento, com 6 a 8 estames, concrescidos em uma coluna central no interior da

flor. As anteras sdo alongadas, com deiscéncia longitudinal. As flores femininas tem
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aproximadamente 4 mm e possuem ovario unilocular, stpero, globoso e piloso. Tem
estigma bilobado, com coloracdo esverdeada quando esté receptivo (JARDIM; MOTA,
2007).

As flores permanecem abertas durante todo o tempo de floracéo (antese diurna e
noturna), favorecendo a visita de agentes polinizadores repetidas vezes (GURGEL et al.
2006; SAUQUET, 2003).

As sementes de Virola surinamensis possuem alto valor econémico, pois contém
0s seguintes acidos graxos saturados: caprico, laurico, miristico, palmitico e estearico e
insaturados: oleico, linoleico (AGURELL et al. 1969). Os mesmos autores afirmam que
as sementes também possuem um triglicérico chamado trimiristina utilizado no preparo
de cremes e outros produtos farmacéuticos. Esses componentes conferem maciez e
suavidade nas formulas de perfumaria e cosméticos (MORAES; DOMINGOS, 1997;
HOLMSTED et al. 1980). Sdo empregados também na confeccdo de velas e na
saboaria.

Depois de processadas, as sementes do género geram um residuo gorduroso que
pode ser empregado na alimentacdo do gado, pois contém alto valor nutritivo e do
componente quimico nitrogénio (GURGEL et al. 2006). Agurrel et al. (1969)
investigaram a utilizagdo das améndoas de V. gardneri no tratamento contra germes gra-
positivos e germes &cido-resistentes, observando sucesso no procedimento testado.
Barata e Baker (1973), assim como Lopes et al. (1998) afirmam acdo protetora do
extrato hexanico das folhas de Virola surinamensis contra a infeccdo de Schistosoma
mansoni. Além disso, a espécie apresenta outros compostos anti-mitéticos. Lopes et al.
(1999) investigaram o poder inibidor do vapor do 6leo extraido de folhas adultas de
Virola surinamensis contra o desenvolvimento do protozoario da malaria se iniciado o
tratamento em até 48 horas apds a contaminacdo. Barata et al. (2000) mostraram o
sucesso de duas espécies de Virola (V. surinamensis e V. pavonis) na agdo contra
leishmaniose.

Quando estudadas quimicamente a resina, as folhas, as cascas e as raizes de
Virola surinamensis apresentaram derivados triptaminicos (N-metiltriptaminas,
triptamina, N-dimetiltriptamina, 5-metoxi-N) empregados no preparo de rapé
alucindégeno (HOLMSTEDT et al. 1980).

Em investigacdo realizada com espécies da Floresta Ombrofila Densa, Moraes e
Domingos (1997) afirmam encontrar altas concentracfes de nitrogénio em todas as

amostras foliares, incluindo em amostras de Virola oleifera. No mesmo estudo, quando
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comparadas com amostras coletadas em areas de restinga, verificou-se maior
concentracdo de Al, Mn, K e N nas folhas da Floresta Ombrofila Densa. Os resultados
observados para o valor de Ca, Mg e K, sugerem que o solo da Floresta Ombrdfila
Densa onde as amostras foram coletadas € moderadamente fértil, ja que florestas
produtivas sdo ricas em P, K e Ca, por ciclar grandes quantidades de nutrientes.

A semente de Virola officinalis possui testa lisa, fina e quebradica e um
endosperma ruminado. O embrido é perecivel, constituido por endosperma subereto
livre (RODRIGUES, 1980). Considerando o género, a germinacdo € criptocotilar,
epigea, dicotiledonar, com os cotilédones peciolados bem acima do solo, envolvidos
pelo endosperma até o seu desprendimento, os quais separam o hipocoétilo do epicétilo,
folhas primérias (edfilas), pecioladas, supracotiledonadas, simples, alternas,
conduplicadas, exestipuladas, peninérveas, inteiras, ferrugineo-tomentosas ou
glabescentes (GURGEL et al. 2006).

A semente esta totalmente, ou pelo menos metade, envolvida por arilo vermelho
e laciniado. E formada por duas camadas de tegumento na Virola officinalis
(RODRIGUES, 1980), a testa fina, mais externa, opaca, glabra e castanha. Apresenta
regido hilar basal, hilo orbicular, homocrémo, rafe linear, castanho. Internamente,
apresenta cotilédones e eixo embrionarios reduzidos, com plimula imperceptivel. O
fruto € simples, unicarpelar, monospermo e carnoso, abrindo-se como um foliculo, em
duas valvas (GURGEL et al. 2006; CARDOSO et al. 1994). O pdlen tem formato
triangular, com arestas arredondadas. Pode variar entre 22 e 27,5 um de comprimento
ou didametro e sdo muito semelhantes interespecificamente (FLORIANO, 2004;
JAHNEL, 2008).

Gallet et al. (2000) afirmam que entre os frutos consumidos por tucanos estdo 0s
frutos das espécies do género Virola, sendo que na investigacao pelo autor apresentada,
observou-se que 38,5% de todo o recurso alimentar dos tucanos foi representado pela
espécie Virola oleifera. Barreto (2007) descreve o uso da V. gardneri como fonte
nutricional pela preguica-de-coleira (Bradypus torquatus), sendo uma das arvores mais
utilizadas pelo mamifero estudado. Russo (2003) discute a dispersdo de sementes de
Virola calophylla e encontra dezessete aves dispersoras no Parque Nacional Manffl,
Peru. O mesmo autor registra o macaco-aranha (Ateles paniscus) como principal

dispersor da espécie no local estudado.
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Segundo Floriano (2004), pode-se quebrar a dorméncia de sementes de V.
gardneri escarificando-a em meio Umido (190g de vermiculita/500mL de agua/25
sementes) a 10°C, por 60 dias, porém esse procedimento ndo é sempre necessario.

Para o plantio deve-se colher os frutos quando iniciar a abertura espontanea.
Coloca-los ao sol para completar a abertura e a liberacdo das sementes (CARDOSO et
al. 1994). Néo h& necessidade de remover o arilo existente, apenas semear as sementes
em recipientes individualmente, em substrato organo-argiloso e mantido em ambiente
semi-sombreado. A emergéncia ocorre entre 30 e 50 dias, com baixa germinagédo
(FLORIANO, 2004). Nao ha registro de formacdo de banco de sementes ou banco de
plantulas no género. Um quilograma de semente contém aproximadamente 450
unidades (LORENZI, 1949).

O individuo depois de recrutado alcanca o estado plantula aos 60 dias apos a
germinacdo, apresentando raiz primaria longa, glabra, parda, com apice amarelado e
muitas raizes secundarias. O primeiro par de folhas é alterno, com tricomas
(CARDOSO et al. 1994). Sua germinacdo foi classificada pelos autores como epigea,
com emergeéncia reta e ocorre na faixa de temperatura 20-30°C (GURGEL et al. 2006;
CARDOSO et al. 1994).

Sdo classificadas como espécies multiusos aquelas que possibilitam utilidades
diferenciadas, seja na producdo de matéria prima para manufaturados ou no emprego da
espéecie em diferentes situacdes de interesse econdmico/ecoldgico/social. (OLIVEIRA-
JUNIOR; CABREIRA, 2011). Os autores classificam a Virola gardneri como sendo util
para construcdes, energia, medicamentos e alimenticia, segundo conhecimento popular.

Foram encontradas apenas duas referéncias sobre investigagdes realizadas com a
espécie Virola officinalis: Rodrigues (1980) e Barreto (2007). Por ser espécie endémica
da Floresta Ombrofila Densa, com ocorréncia restrita do sul da Bahia pode ter sido
apenas identificada e descrita, porém nunca antes estudada (RODRIGUES, 2002).
Diante disso, a relevancia desse e de outros estudos sobre a espécie tornam-se de
extrema importancia, contribuindo com dados para o conhecimento essa Myristicaceae

e suas interagoes.
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5. MICROSSATELITES E ESTRUTURA GENETICA

A genética da conservacdo pode ser entendida como o estudo de padrdes
genéticos ou processos que indiquem a necessidade de esforgos para conservagdo
(AVISE, 2010). Os desafios para desenvolvimento desse tipo de pesquisa vao desde a
delimitacdo de uma escala fisica e temporal até a interdisciplinaridade das discussdes
acerca dos resultados, atentando as limitagdes analiticas da relacdo entre paisagem e
dados genéticos das espécies estudadas. (BALKENHOL et al. 2009).

Estudos acerca do fluxo génico poderdo elucidar as condicionantes genéticas
para manutencdo, colonizacdo de manchas e comunicacdo em geral das populagdes nos
remanescentes que compdem uma paisagem (BIZOUX et al. 2009; ENGLAND et al.
2002).

Em isolados florestais a combinacdo do contexto de paisagem com as
caracteristicas fisiologicas e historicas da populacdo podera contribuir para perda de
diversidade genética, pois quando a comunicacdo entre fragmentos esta comprometida,
a movimentacdo da fauna de médio e grande porte estara limitada, dificultando o fluxo
génico entre arvores distantes (MARTINS et al. 2008). Dessa forma, a falta de
conectividade entre fragmentos poderd colaborar para a diminuicdo da diversidade
genética em espécies arboreas (BIZOUX et al. 2009).

Os alelos existentes nas arvores adultas serdo herdados pelos propagulos da nova
geracgdo, dessa forma, uma maior diversidade alélica dos individuos adultos resultara na
manutenc¢do da diversidade alélica dos individuos jovens, favorecendo a recuperacao da
espécie em areas impactadas (MARTINS et al. 2008).

Logo ap6s eventos de fragmentacdo e perda de habitat, populacbes inteiras
poderéo deixar de existir ou diminuir muito, prejudicando o pool génico de determinada
espécie na paisagem (ENGLAND et al. 2002). A populacdo podera sofrer efeito gargalo
considerando o isolamento das manchas de habitat e da prépria reducéo dos individuos
na paisagem, influenciando processos reprodutivos, evolutivos, sistemas de
acasalamento e de fluxo génico, além de potencialmente provocar deriva genética nas
geracOes subsequentes (BITTENCOURT; SEBBENN, 2009).

A perda de diversidade genética nem sempre é bem percebida em populacdes
arboreas, pois os individuos adultos poderdo estar no ambiente hd muitos anos,

refletindo uma caracteristica ambiental antepassada, dificultando a avaliacdo da deriva
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genética (DUBREUIL et al. 2010). Dessa forma, espécies arboreas sdo consideradas
como relativamente resistentes a fragmentacdo do habitat por causa da sua longevidade
e producéo de banco de plantulas ou de sementes (ENGLAND et al. 2002). No entanto
a resposta de cada espécie para perda de habitat pode variar muito, dependendo dos seus
atributos bioldgicos, em particular, a capacidade de dispersao de sementes.

De acordo com Bacles e Jump (2010), o paradoxo da genética da fragmentacdo
florestal indica que durante o processo de fragmentacdo, a perda genética ocorrida com
a diminuicdo da populacdo ira depender do nivel de reducdo da populacdo original.
Além disso, a forma como é dispersada e polinizada também serd somada aos efeito de
perda de habitat, assim como caracteristicas de crescimento espago-temporal da espécie,
sistemas de reproducdo e distribuicdo agregada ou ndo dos individuos na populacéo.

Para espécies anemocaricas, por exemplo, a fragmentacdo podera néo interferir
diretamente na dispersdao, porém a consequente perda de habitat reduzird a
probabilidade do recrutamento de novos individuos na paisagem (DUBREUIL et al.
2010). A variabilidade genetica estara restrita aos remanescentes florestais, contendo
individuos sobreviventes ao processo de fragmentacdo, perda de habitat e/ou corte e,
dessa forma, a contribuicdo para a proxima geracdo poderd estar comprometida,
podendo ocorrer estruturacdo genética das diferentes e isoladas populagdes existentes
nas manchas de habitat em uma determinada paisagem.

A estrutura genética pode ser entendida como a distribuicdo homogéneas dos
alelos e gendtipos no ambiente, de forma a aproximar geneticamente os individuos de
uma determinada populagdo (FARIAS, 2010) Forcas evolutivas como mutagéo,
migracdo, selecdo e deriva genética interferem potencialmente nessa condicéo e a sua
dindmica pode ser alterada através de acBes antropicas e naturais. Tais forcas poderdo
criar grupos divergentes dentro das popula¢ées (SMULDERS et al. 2001).

O numero de alelos por loco, a heterozigosidade esperada e observada sdo
parametros que quantificam a variabilidade genética nas espécies. A caracterizacdo da
estrutura genética entre populagdes poderd ser testada de acordo com a anélise da
diversidade génica em populacdes subdivididas (NEI, 1977), utilizando os calculos das
estatisticas F de Wright (WRIGHT, 1965), a partir das estimativas de Fsr, a endogamia
da populacdo em mancha de habitat (Fs) e a endogamia total da paisagem (Fr). O
coeficiente de coancestralidade de Cockerham (©) possibilita estimativa de endogamia e
avaliacdo da divergéncia génica em diferentes niveis de hierarquia (COCKERHAM,
1969).
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De acordo com o sistema de reproducdo, a estrutura genética podera ser algo
esperado, como por exemplo em que se reproduzem predominantemente através de
autofecundacgdes. Nestas as futuras geragcdes poderdo estar em Equilibrio de Wright.
Entretanto, nas espécies que se reproduzem predominantemente por cruzamentos, ha
uma expectativa de cruzamentos aleatorios na populacdo e caso esta populacdo seja
suficientemente grande pode-se esperar a aderéncia das propor¢des genotipicas ao
equilibrio de Hardy-Weinberg (LOVELESS; HAMRICK, 1984; FARIAS, 2010;
KAGEYAMA,; CASTRO, 1989). A maioria das espécies vegetais (90%), apresenta
hermafroditismo com sistema sexual (CHARLESWORTH; 2002) e existe uma
predominancia para o sistema de cruzamentos (GOODWILLIE; KALISZ; ECKERT,
2005).

Além do sistema de reproducdo, a forma como ocorre a migracdo e 0 encontro
entre individuos de diferentes populacGes também podera contribuir para o pool génico
da espécie. No modelo de alpondras (stepping-stone), por exemplo, cada fragmento
recebe visitantes vindos somente de populagdes vizinhas. Assim, espera-se que
populacdes existentes em locais mais afastados apresentem correlacdes gradualmente
menores do que aquelas mais proximas entre si (HUSBAND; BARRET, 1996;
KIMURA; WEISS, 1964). Os marcadores moleculares s&o capazes de fornecer
muitas informacGes sobre a realidade genética de uma populacgdo, contribuindo para
medidas de conservacdo, relacdes filogenéticas entre taxons e melhoramento, por
exemplo (AVISE, 2010). Tém o poder de avaliar a dispersao de genes de duas maneiras:
as abordagens indiretas, tais como comparacdes de frequéncias alélicas entre
populacbes ou na reconstrucdo de arvores genealdgicas.A abordagem direta de
parametros de dispersdo utiliza a andlise de paternidade em eventos recentes de
dispersdo (BROQUET; PETIT, 2009).

Dentre os marcadores moleculares ja desenvolvidos, destaca-se 0s codominantes
e polimorficos marcadores microssatélites como melhor indicados para investigagdes
sobre variabilidade genética, calculos de frequéncia alélica, desvio em relacdo ao
equilibrio de Hardy-Weinberg, identificacdo e discriminagdo de genotipos e testes de
paternidade (FERREIRA; GRATAPAGLIA, 1998; RISTERUCCI et al. 2005).

Microssatélites sdo caracterizados como pequenas sequencias repetitivas, cerca
de um a seis nucleotideos repetidos em tandem, apesar de ndo existir um numero
definitivo de repeticdes (BOREM; CAIXETA, 2009; ENGLAND et al. 2002;
MAGUIRE et al. 2001; NYBOM, 2004). Esse tipo de marcador € classificado como
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instdvel no genoma, capaz de gerar locos polimdrficos, interessantes no estudo de
populagdes (ZUCCHI, 2002).

As sequencias que flanqueiam os microssatélites geralmente sdo conservadas
entre individuos da mesma espécie, permitindo o desenvolvimento de pares de primers
especie-especificos (VALLE et al. 2011; SMULDERS et al. 2001). Dessa forma, €
possivel amplificar fragmentos contendo o microssatélite através da reacdo em cadeia
da polimerase (PCR). Assim, além de agregar a rapidez da tecnologia de PCR
necessitando assim de pouco DNA disponivel, cada loco microssatélite € altamente
variavel e de grande conteudo informativo resultando numa ferramenta eficiente para
estudos genéticos em eucariotos (BOREM; CAIXETA, 2009; RISTERUCCI et al.
2005).

A quantidade de nucleotideos no elemento repetitivo € inversamente
proporcional a sua frequéncia no genoma (BOREM; CAIXETA, 2009). O
desenvolvimento dos primers microssatélite especificamente corresponde a uma
limitacdo da técnica, j& que para cada espécie (ou género, caso ocorra a transferéncia
entre espécies) se faz necessario o seu isolamento e desenvolvimento (MAGUIRE et al.
2001).

A variacdo na frequéncia de microssatélites podeser diferente entre espécies e
subespécies, assim como para diferentes classes desse tipo de marcador (SMULDERS
et al. 2001). A diversidade alélica também é resultado de fenbmenos complexos, como
substituicdes e insercdes/delecbes nas regides flanqueadoras dos microssatélites ou
ainda nas repeticdes caracteristicas do proprio marcador molecular (BOREM;
CAIXETA,. 2009). Dessa forma, percebemos que a frequéncia gendmica varia entre
espécies de acordo com o numero absoluto de microssatélites existentes quanto na
preferéncia de repeticdo.

Uma das premissas para investigaches sobre genética de populacdes é a
utilizacdo de marcadores neutros, isto €, aqueles que ndo sofrem pressdo de selecdo
(BUEHLER et al. 2013). Assim, para realizar analises utilizando ferramentas
moleculares microssatélites é importante averiguar a neutralidade deste marcador.
Porém a identificacdo desses marcadores nem sempre é possivel e a inclusdo de locos
no estudo podera ocasionar desvios nos resultados analisados. Para espécies néo-
modelos, as quais muitas caracteristicas e comportamentos sdo desconhecidos, a busca
por outliers torna-se importante para entender processos de especiacdo (GUICHOUX et
al. 2013).
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Ecotipos poderdo acumular diferencas genéticas com o passar do tempo a
depender das caracteristicas reprodutivas e de dispersdo, relacionados a adaptacdo ao
ambiente ao qual estdo inseridos (LOVELESS, M.; HAMRICK, 1984). Os locos
caracterizados para investigacfes ndo deverdo estar conectados ou inseridos a regides
codificantes, deverdo ser neutros. Isso evita encontrar dados falsos, relacionados a
condicBes ambientais ou ecoldgicas e ndo a varidvel investigada no estudo (BUEHLER,
2013).

Para conservacdo das espécies arbdreas existentes nos remanescentes florestais
resultante da fragmentacdo e perda de habitat, investigar a estrutura genética torna-se
um importante instrumento de avaliacdo de viabilidade e aptiddo, afinal o processo de
fragmentacdo podera resultar em diferentes e complexas consequéncias para a estrutura
genética de plantas (APARICIO et al, 2011). Atencdo devera ser concedida quando os
valores dos dados analisados representarem a estruturacdo genética de espécies
alégamas, significando um déficit de fluxo génico e da dispersdo de sementes da
espécie, podendo levar a depressdo da diversidade alélica e combinacdes de alelos
deletérios recessivos, revelando situacdo antagbnica entre a diminuicdo do valor
adaptativo e 0 aumento do comprometimento da populacdo investigada (ZUCCHI,
2002).
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DEVELOPMENT OF MICROSATELLITE MARKERS FOR Virola officinalis
Warb. (Myristicaceae), AN ENDEMIC TREE OF THE BRAZILIAN ATLANTIC
RAIN FOREST BY NEXT GENERATION SEQUENCING TECHNOLOGY

Flora Bittencourt!, Roberto Tarazi*, and Fernanda A. Gaiotto® 2

!Laboratory of Molecular Markers, Center of Biotechnology and Genetics (CBG), State
University of Santa Cruz (UESC), Rodovia llhéus-Itabuna Km 16 s/n, Salobrinho,
45662-900 Ilhéus, Bahia, Brazil.

2Corresponding author: gaiotto@uesc.br

ABSTRACT

We report the development and characterization of microsatellite markers for Virola
officinalis, an endemic southern Bahia Atlantic rain forest tree and important food
resource for local wildlife. Twenty-four individuals were collected to characterize the
21 primers developed by next generation sequencing. Of the 21 primers studied, 15
were polymorphic. On average, the expected heterozygosity per population ranged from
0.64 to 0.73. The combined probability of exclusion was higher than 0.999, indicating
that the microsatellite markers developed are suitable for genetic structure investigations
and paternity testing. Our results will contribute to the design of efficient conservation

strategies not only for this species, but for the Atlantic rain forest as a whole.

Keywords: NGS; primer, conservation genetics, endangered species.

Virola officinalis Warb. (Myristicaceae) is an endemic woody tree from the Atlantic
rain forest (Rodrigues 1980). Its fruits are sought by large birds other endemic and
endangered animals who use it as a food resource and act as seed dispersers. The
arboreal species of the Atlantic rain forest are now threatened with extinction because of
habitat reduction, selective logging, and defaunation (Martini 2007). Diversity studies
of species populations are useful in assessing the effects of human activities on
ecosystems and planning conservation strategies. Taking this into consideration, we
developed 21 microsatellite markers for V. officinalis using an enrichment genomic
library with the probes (AC)n and (AG)n and ultrafast, large scale next-generation

sequencing (454 pyrosequencing technology, Ecogenics GmbH, Schlieren,
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Switzerland). This sequencing tool is useful for elucidating the molecular genetic
structure and evolutionary potential of target species (Ekblom and Galindo 2011).

The enriched genomic library was constructed with DNA from young, fresh
leaves from a single V. officinalis individual located in the Privete Reserve, Nova
Angelica (15°14'53"S, 39°4'45"W). A total of 172 sequences were generated between
82-218 bp. Of these, 15.11% had microsatellites. Twenty-four pairs of primers were
designed, three of these did not produce amplicons and were excluded from the study.
The remaining 21 pairs of primers exhibited patterns of amplification relevant to the
expected fragment sizes, but only 15 were polymorphic.

The annealing temperature ranged from 52°C to 60°C (Table 1). For PCR, we
prepared a mix containing (13 pl) 7.5 ng of genomic DNA, 1.3 ul of 10x buffer, 3.25
mM of each dNTP, 3.6 mg of BSA, 20 mM of MgCl,, 1U of Tag DNA polymerase
(Phoneutria, Belo Horizonte, Minas Gerais, Brazil), 3.9 mM reverse primer mixed with
the forward primer and M13 tail (CACGACGTTGTAAAACGA), and 1.43 mM primer
complementary tail labeled with fluorochrome (6 -FAM, VIC, PET, or NED, Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA). The amplification reaction was carried out in a
Veriti® 96-Well Thermal Cycler (Applied Biosystems) under the following conditions:
an initial melting step at 94°C for 5 min, followed by 30 cycles each at 94°C for 45 s,
Ta (52 to 60°C) for 45 s, 72°C for 1 min, 8 cycles, each at 72°C for 1 min, 53°C for 1
min, and 72°C, 1 min. A final extension step at 72°C for 30 min was included. The
amplification reaction was verified on 1.5% agarose gels before capillary
electrophoresis was performed on a genetic analyzer ABI 3500 (Applied Biosystems).
Subsequent analyses were carried out with the software GeneMarker version 1.95
(SoftGenetics, State College, Pennsylvania, USA). The primer sequences, GenBank
accession numbers, type of repetitive pattern (RM), annealing temperature (Ta), and
code for multiplex electrophoresis of the 21 microsatellite loci are described in Table 1.

Each primer was tested in 72 juvenile trees (CAP < 15 cm) collected from three
different populations (n = 24 each), in the town of Una, Bahia (Brazil): Nova Angelica
(NA) Cachoeira Farm (FC), and Mota Farm (FM).

The number of alleles per locus (A), observed heterozygosity (Ho), expected
heterozygosity (He), and combined exclusion probability (Q) were calculated in
CERVUS 3.0.3 (Kalinowski et al. 2007) and their values are shown in Table 2. The 15
loci studiedhad a maximum of 17 alleles per locus. The values obtained for H, and He

were between 0.154 and 0.955 and 0.337 and 0.945, respectively. All populations
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showed significant values (p < 0.0031) for the fixation index (F values per population:
NA = 0.160; FC = 0.100; FM = 0.116). An excess of homozygotes in all populations
might be due to the aggregated distribution of the species. The average combined
probability of exclusion for the 15 loci studied was 0.9999754, which indicates the
accuracy of these new genetic tools for paternity tests. Our loci did not present linkage
disequilibrium (FSTAT 2.9.3.2,Goudet 2001).These microsatellite primers can be
applied to different V. officinalis genetic studies, not only evolutionary and ecological
research, and those of others species within the genus. These molecular tools will
contribute to the knowledge of the southern Bahia endemic flora and will aid in the

design of conservation strategies for the Atlantic Rainforest.
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Table 1. Characteristics of 21 Virola officinalis microsatellite loci.

GEN BANK  REPEAT RANGE Ta(°c

PRIMERS PRIMER SEQUENCE (5’ -3’) # MOTIE (bp) ) MULTIPLEX
Virofi 02 T A TATOAGAAMAGGATGG  o2osago  (CAT)7 134152 56 A
Virofi 04 ACTAACATOATTTG oroteger  (GAs 84 56 A
vonos SATSCATTOMGRO0CTE A e, m w s
Virofi 07 o T A G ACTOATCTTOTRCE. oo (AC) 164170 58 C
VIrofi 08 L A ACCCCANAACG oo (TG, 163199 58 B
vt SUCSSSCMSTITIONS S om, wam w A
o CACICCACICRICORICATIANS S o e m A
vty GOASTITCICCTACTCIONN s oy, o s o
vionss ECCOTIGOAMECCTIONTE AN . meis w o
vionss CACACNTOCCASTOOTIACIS AN (o, msam @ b
Virofi 15 o e A ACOOTOBAAGAGOAG. N (GAy 166216 58 c
vionss SATNIOMONOATITOOCCTEC AN oy m w A
Virofi17 ¢ ﬁi??é‘??%ﬁéﬁl@lﬁ’élﬁie Ogal\sflsl\;g (AG),  199-255 54 B
vionss £ SORCCIOCNCIOMACSS SN s memm w G
Virofi 19 E:: égg%%;%%TTTA%TTCAAC?TAGCCTCGTTC 0?&?3'\7'5 (TGA)s 134 54 B
Virofi2o ?éiﬁ?g;g%;ﬁéﬁg%&gc Ogal\s/lsl\;e (TG)s  111-174 58 B
Virofi 2L o T TTCAGOTGAGAAAAC AN ae) 167208 58 :
vionz2 EGICOTITAMGITACS AN e, s @ a
iz DACACATOSIONGSTOONSC N o, m A
Virofi 24 T T OAGGOATACTG oooteagy  (TO 140 60 c

A =octaplex 1/ B = octaplex 2 / C = hexaplex
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Table 2. Genetic characterization of 15 microsatellite loci in three Virola officinalis populations. A = number of alleles, H, = observed heterozygosity, H. = expected
heterozygosity, Q = combined probability of exclusion, | = probability of identity, F = fixation index

NOVA ANGELICA FAZENDA CACHOEIRA FAZENDA MOTA
(15°14'53.30"'S, 39° 4'45.80"'W) (15°5'33.56"'S, 39° 7'30.45"'W) (15°20'24.08™'S, 39°11'6.10""'W)

LOCO A Ho He Q I F A Ho He Q | F A Ho He Q | F
Virofi 2 1 0 0 1 1 0 6 0.308 0.612  0.406 0.195 0.497 1 0 0 1 1 0
Virofi 7 3 0.6 0.54 0.638 0.32 -0.111 3 0292 038  0.678 0.421 0.243 2 0412 0.337 0.78 0.506 -0.222
Virofi 8 4 0 0.652  0.475 0.206 1 2 1 1 0.719 0.375 0 4 0412 0.594 0.569 0.268 0.306
Virofi 9 9 0.864  0.85 0.158 0.05 -0.0164 6 0.833 0.767  0.297 0.103 -0.086 9 0.833 0.844 0.185 0.061 0.013
Virofi 10 10 0.955 0.866 0.13 0.04 -0.103 9 0.833 0.855  0.146 0.045 0.026 9 0737 0811 0.199 0.068 0.091
Virofi 11 6 0.737 0.583  0.435 0.214 -0.264 7 0.875 0.659  0.344 0.152 -0.328 4 0571 0.468 0.604 0.34 -0.220
Virofi 12 12 0.857 0.841  0.142 0.047 -0.019 10 0.773 0.774  0.226 0.083 0.001 10 0.769 0.846 0.162 0.054 0.091
Virofi 13 5 0.5 0.714 0371 0.148 0.299 8 0913 0.842 0.174 0.055 -0.084 3 0.5 0.833 0.507 0.211 0.399
Virofi 14 5 0571 0.726 0.331 0.125 0.213 5 0.75 0.737  0.357 0.129 -0.018 4 0.6 0.563 0.505 0.253 -0.065
Virofi 15 15 0.8 0.945  0.043 0.012 0.153 9 0.353 0.847  0.167 0.053 0.583 13 0.875 0.875 0.114 0.036 0
Virofi 17 16 0.765 0.936  0.053 0.015 0.183 13 0.87 0.88 0.107 0.033 0.011 8 0.9 0.847 0.192 0.063 -0.062
Virofi 18 8 0.55 0.821 0.19 0.063 0.330 9 0.783 0.835 0.166 0.054 0.062 4 0571 049 0.576 0.324 -0.153
Virofi 20 12 0.357 0.873 0.128 0.041 0.591 7 0.154 0.849 0.178 0.057 0.818 7 0.6 0.911 0.171 0.055 0.341
Virofi 21 5 0.762 0.681  0.417 0.171 -0.119 4 0333 0352 0.717 0.465 0.053 4 0.4 0.778 0.385 0.145 0.485
Virofi 22 5 0.647 0.715 0.363 0.142 0.095 10 0.875 0.688  0.326 0.138 -0.271 4 0.308 0.403 0.64 0.4 0.235

Mean 116* 0.597 0.716 0.999** 1.06x10'°® 0.160 108* 0.663 0.738 0.999** 4.47x10® 0.100 86* 0.565 0.640 0.999** 1.3x10™**  0.116

*Sum of the values **Combined values
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RESUMO

No sul da Bahia, os remanescentes de Floresta Ombrofila Densa estdo inseridos
em paisagem heterogénea, com matrizes variando de impermedveis a permeaveis a
depender da espécie. Eventos de fragmentacdo podem levar a perda de habitat,
prejudicando a qualidade ambiental, a dispersdo e o recrutamento de espécies arboreas.
Com a diminuicdo de individuos numa populacdo ou a extin¢do local, o pool génico
sofre prejuizos, acarretando em diminuicdo da diversidade genéticapara cada espécie.
Para avaliar o impacto da perda de cobertura florestal sobre a diversidade genética de
populacbes da arbdrea endémica Virola officinalis, foram realizadas correlagcdes entre
parametros de diversidade genética, obtidos através de analises com microssatélites
especificos e a porcentagem de cobertura florestal existente em cada sitio amostral. O
coeficiente de coancestria (Fst) apresentou diversidade moderada entre as populacdes
amostradas e, ap6s analises por pares de populaces, verificou-se maior diferenca entre
as areas com 15.5% e 39.6% de cobertura florestal. Anélises de tendéncia revelaram
maior endogamia(Fs) em areas com menor porcentagem de cobertura florestal, assim
como a diminuicdo de alelos por populacdo. A correlacdo entre distancia genética e
geogréfica ndo apresentou resultado significativo, excluindo a hip6tese de isolamento
por distancia. Sugere-se que eventos recentes de fragmentacdo e perda florestal ainda
ndo afetaram a diversidade entre as popula¢des, porém indicam tendéncia de déficit de
diversidade genética. Medidas para conservacdo deverdo ser direcionadas as areas com
maior porcentagem de cobertura florestal, promovendo a manutencdo da diversidade
ainda existente. Para areas com menores porcentagens de cobertura florestal, onde as
estimativas e correlages apresentaram-se mais prejudiciais & manutencéo da qualidade
ambiental, o estimulo & agroflorestas, preservacdo de leitos de rios e atividades de
restauracao é aconselhado.

PALAVRAS-CHAVE:Espécies arbdreas; Genética de populacbes; Floresta Tropical
Atlantica; Locos neutros; Diversidade, microssatélites.
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INTRODUCAO

A Floresta Ombrofila Densa do sul da Bahia possui os maiores fragmentos de
Floresta Atlantica do Brasil. Esta classificada como hotspot de biodiversidade
(LAURENCE, 2009) e abriga muitas espécies endémicas, de reconhecida importancia
ecoldgica. Impactos ambientais sofridos por esse ambiente devido, principalmente, a
acao antropica tem diminuido o tamanho e o numero dos remanescentes florestais na
regido, comprometendo a fauna e flora que abrigam (FARIA et al. 2009).

A perda de cobertura florestal € um problema ambiental capaz de interromper ou
dificultar interacGes ecoldgicas como polinizacdo, disperséo e as relacdes troficas, além
de interromper processos sucessionais dindmicos e acentuar o efeito de borda, excluindo
determinados nichos, e ainda acrescentar espécies generalistas e reduzir as especialistas
(FAHRIG, 2002; ANDREN, 1994; CONNELL, 1978).

Em isolados florestais, a combinacdo do contexto de paisagem com as
caracteristicas fisioldgicas e historicas da populacdo pode contribuir para perda de
diversidade genética de plantas, pois quando a comunicacdo entre fragmentos esta
comprometida, a movimentacdo da fauna é limitada, dificultando o fluxo génico entre
individuos distantes (OLIVEIRA et al, 2010; CROUZEILLES et al, 2010; FARIA et al,
2009; SOLORZANO et al, 2009; MARTINS et al, 2008). Assim, a populacio pode
sofrer efeito gargalo considerando o isolamento das manchas de habitat e da prépria
reducdo dos individuos na paisagem, dificultando processos reprodutivos, evolutivos,
sistemas de acasalamento e de fluxo génico, além de potencialmente provocar deriva
genética nas geracdes subsequentes (BITTENCOURT & SEBBENN, 2009).

Nos municipios de Una e Belmonte, no sul da Bahia, as paisagens estdo
classificadas como variegadas por apresentarem areas de pasto, monoculturas e
cabrucas (plantacdo de cacau em consércio com outras espécies arboreas para
sombreamento) inseridas entre os remanescentes florestais (MARTINI, 2002). Além
disso, ainda encontramos plantacdes de eucalipto e de seringa entre areas de floresta
nativa em diversos estagios de sucessdo. Entretanto, a qualidade da matriz nem sempre
esta preservada, pois muitas dessas matrizes sdo impermeaveis e, a depender da espécie,
inabitaveis ou intransponiveis.

Virola officinalis Warb., vulgarmente chamada de bicuiba branca, € uma arbérea
endémica da Floresta Ombrdéfila Densa do sul da Bahia (PESSOA et al. 2011).
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Semidecidua, helitfita e lenhosa, € capaz de habitar florestas em diferentes estagios
sucessionais (RODRIGUES, 1980; CARDOSO, 1994; MARIANO, 2004; JAHNEL,
2008). Apesar da literatura apresentar contradi¢cbes quanto a classe ecoldgica a qual
pertence, no presente estudo foi encontrada em d&reas consideradas como
florestamadura, em estagios intermediario e tardio de sucessdo. Intolerante a sombra, é
capaz de recrutar em areas de borda e clareiras na floresta. Apresenta flores diminutas,
organizadas em inflorescéncias, provavelmente polinizadas por dipteros. Suas sementes
sdo grandes, variando entre 3 e 5 cm, provavelmente dispersas por animais de medio a
grande porte. (RODRIGUES, 1980).

A ocorréncia em &reas com diferentes porcentagens de cobertura florestal
possibilitou a designacdo da V. officinalis como modelo bioldgico nesta investigacéo,
sendo considerados sitios amostrais 0S remanescentes que apresentavam numero
suficiente de individuos jovens por populacdo para realizacdo de estudo genético.

No presente estudo, objetivou-se quantificar e comparar parametros genéticos
populacionais de V. officinalis em remanescentes inseridos em paisagens com diferentes
porcentagens de cobertura florestal, a fim de responder as seguintes questdes (1) a
reducdo da porcentagem de cobertura florestal esta influenciando na diversidade
genética em populacbes de Virola officinalis no Sul da Bahia? (2) estd ocorrendo
isolamento nestas populacfes? (3) ha presenca de locos sob selecdo que possam

interferir na interpretacdo dos valores genéticos estimados?

METODOLOGIA

1. Area de estudo e delineamento amostral

A presente investigacdo foi idealizada a partir do Macro-projeto SISBIOTA,
coordenado pela Dra. Deborah Faria. Trata-se de um projeto em rede, agregando seis
universidades brasileiras e tem como objetivo principal avaliar como processos
funcionais e a conservacao da biodiversidade poderédo ser afetados pela fragmentagéo e
perda de habitat na FlorestaAtlantica brasileira.

Atualmente, devido principalmente as atividades humanas, alguns dos
remanescentes florestais existentes nos municipios de Una e Belmonte, na Bahia
apresentam paisagem heterogénea, composta por areas de pastagem, cabrucas,

plantagdes de eucalipto e remanescentes florestais (Figura 3), situagcéo que influencia a
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manutencdo da biodiversidade, pois algumas matrizes poderdo ser impermeaveis a
determinadas espécies.

Nessa faixa de Floresta Ombrdfila Densa, as fitofisionomias existentes s&o
similares entre si e estudo preliminar de Pessoa et al. (dados ndo publicados) revelam
igual composicdo de espécies vegetais entre os sitios determinados entre 0s municipios,
encontrando diferencas na estrutura e nos estagios de desenvolvimento e secundarizacdo
florestal.

Assim, os pontos de amostragem nestes dois municipios foram determinados a

partir da porcentagem de cobertura florestal.

Figura 5: Fisionomia de um remanescente florestal amostrado em Belmonte, Bahia.
Foto: Flora Bittencourt, 2012.

A designacdo das classes de porcentagens de cobertura florestal foi realizada a
partir de imagens de satélites Landsat, obtidas em 2012, e do reconhecimento das areas
em campo, para validacdo dos pontos e das estimativas de cobertura florestal.

Ap0s a validacdo, os sitios que poderiam ser utilizados foram numerados para
identificacdo. Nas imagens de satélite foicalculada a porcentagem de cobertura florestal
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existente em uma area do entorno de cada sitio amostral, a partir de bufferstracados de
tamanho crescente, iniciando em 500m de raio, tendo o maior buffer 2000 m de raio,

determinando-se uma escala de porcentagens de cobertura florestal (Figura 6).
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Figura 6: Delineamento amostral: "S" é o ponto central do sitio amostral. Cada circulo verde representa
um buffer imaginario (500m a 2000m) onde a porcentagem de cobertura florestal foi estimada.

A exigéncia para considerar o sitio valido para a investigacdo esteve no valor de
porcentagem de cobertura florestal no buffer com raio acima de 2 km, onde a estimativa
de porcentagem de cobertura deveria ser igual ou menor do que a porcentagem estimada
para o ponto central do sitio. Foram excluidos do estudo sitios muito proximos (1 km)
visando assegurar a independéncia dos dados coletados. Além disso, objetivou-se
excluir o efeito de fonte, ou seja, a existéncia de areas com maiores porcentagens de
cobertura florestal proximas aos sitios considerados e, dessa forma, estarem
influenciando padrdes e processos nos locais de coleta.

Os sitios foram determinados em classes de porcentagens de cobertura florestal,
a saber: 0-20%, 21-40%, 41-60% e 61-80%. Para cada classe de porcentagem
designada, foi determinado um sitio de coleta. Os locais foram escolhidos a partir de
determinacdo de porcentagem de cobertura florestal, acessibilidade e presenca de
namero significativo de individuos de V. officinalis. O tamanho ou forma do fragmento
ndo foi considerada neste estudo, pois trata-se de estudo de paisagem e ndo de
fragmentacdo. O local e a porcentagem de cada um dos sitios amostrados

estiorepresentados na Figura 7. E valido afirmar que ndo foi possivel encontrar um
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ndamero relevante de amostras de V. officinalis nas areas com menos de 15,5% de

cobertura florestal.

1. Anélise da estrutura genética

Por populacdo amostral, pelo menos 24 individuos jovens (CAP < 15 cm) da
espeécie alvo foram encontrados, georreferenciados, marcadas com numeracao e codigo
de identificacdo, totalizando 96 individuos utilizados no estudo. A distribuicdo das
amostras por populacao esté evidenciada na Figura 8.

Em laboratdrio, o DNA foi extraido das folhas coletadas através do protocolo de
DOYLE e DOYLE, (1990)

‘;4 Belmonte

3

[Rio Jequitinhonha | 450000 500000 §
Rapebi « H /

000

Figura 7: Localizagéo e porcentagem dos sitios amostrados.

A concentragdo do DNA extraido foi estimada através da visualizacdo e
comparacdo com DNA de concentragdo conhecida de bacteriofago lambda, em gel de
agarose 0,8%, corado com Gel Green™ (Nucleic Acid Gel Stain) e verificado em
transiluminador de led.

Para diagnosticar a situacdo da diversidade genética das populag¢6es-alvo, foram
utilizados 15 marcadores moleculares microssatélites desenvolvidos por Bittencourt et

al. (2013), especificos para V. officinalis. Para as rea¢0es de amplificagdo utilizamos um
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mix (13uL) com 7.5 ng de DNA genbémico, 1,3 pL de Tampéo 10X, 3,25 mM de cada
dNTP, 3,25 mg/mL de BSA, 20 mM de MgCl,, 1U de Tag DNA polimerase
(Phoneutria, Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil), 3,9 mM da mistura do primer
reverse com o primer forward marcado com 6-FAM (CACGACGTTGTAAAACGA),
somados a 1,43 mM de fluorocromo dye-labeled M13 (6-FAM, VIC, PET, ou NED,
Applied Biosystems). No termociclador, ocorreram 35 ciclos compostos por 1 minuto a
94°C, 45 segundos a temperatura de anelamento especifica para cada primer (variou
entre 52°C a 60°C) e 72°C por 1 minuto, seguido por 8 ciclos: 94°C por 1 minuto, 53°C
por 1 minuto e 72°C por 1 minuto. Por fim, foram somados 30 minutos a 72°C para
extensdo final da molécula.

A reacdo de amplificagdo foi verificada em gel de agarose 1,5% e em
eletroforese capilar em sequenciador ABI 3500 Series Genetic Analyzer. As anélises
subsequentes foram realizadas utilizando o programa GeneMarker versdao 1.95
(SoftGenetics, State College, Pennsylvania, USA).

A presenga de locos outliers foi testada através do software Lositan (ANTAO et
al. 2008), através do célculo da probabilidade, para cada um dos locos, de estar sob
selecdo, baseado no modelo de mutagdo stepwise e médias pareadas do Fsr. Todas as
estimativas de pardmetros genéticos populacionais foram realizadas com e sem 0s locos
sob selecdo, para efeitos de comparagéo.

O numero de alelos por loco (A), heterozigosidade esperada (Hg) e
heterozigosidade observada (Ho) por populacdo foram estimados utilizando o software
CERVUS 3.0.3 (KALINOWSKI et al. 2007). Para as estimativas de divergéncia
genética (Fst) entre pares de populacdes e no total e de coeficiente de endogamia (Fs)
de cada populacdo, o software FSTAT 2.9.3.2 (GOUDET, 2001) foi empregado. A
hipotese de isolamento por distancia foi testada atraves da correlacdo entre as
estimativas de Fst e a distancia geografica, ambos estimados por pares de populaces,
utilizando o teste de Mantel parcial, também no software FSTAT.

Para cada parametro genético estudado foi realizado o teste F e posteriormente o
Teste de Tukey relacionado com as porcentagens de cobertura florestal, através de
analises de variancia — ANOVA, no software BioEstat (AYRES et al. 2007). Gréaficos
de linha de tendéncia foram construidos, correlacionando os sitios com a menor e a
maior porcentagem de cobertura florestal e os parametros genéticos estimados. Dessa
forma buscou-se encontrar possivel tendéncia para variacdo dos parametros, frente ao

gradiente da variavel cobertura florestal.
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Por fim, foram realizadas analises de regressdes preliminares para verificacdo de

correcdo entre a estruturacdo genética e o gradiente de porcentagem de cobertura

florestal.
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Figura 8: Distribuicdo das amostras nos sitios de coleta. A = sitio 71% de cobertura florestal, B =
sitio 60% de cobertura florestal, C = sitio 39.6% de cobertura florestal, D = sitio 15.5% de cobertura
florestal. Devido a distribuicdo agregada da espécie, alguns pontos georreferenciados abrangem mais
de um individuo de V. officinalis.

RESULTADOS

As analises dos 15 locos para investigar a presenca de outliers indicaram a
presenca de trés locos que ndo se adequavam ao modelo de neutralidade de sele¢do.O
grafico do resultado da analise (Figura 8) indicou que os locos: Virofi 2 (Fst = 0,62 e
p = 0,99), Virofi_ 8 (Fst = -0,10 e p = 0,0) e Virofi_20 (Fst = 0,10 e p = 0,99) sdo

outliers.
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Para averiguar a influéncia dos locos outliers nas populagcdes examinadas, foram
realizadas analises considerando todos os 15 locos poliméficos e descartando aqueles
apontados pelo software como estando sob selecéo.

A tabela 3 apresenta os resultados das analises dos parametros de diversidade,
por populacdo, com os 15 locos totais e com apenas 12, apds remoc¢do dos 3 locos
identificados como outliers.

Observa-se que a retirada dos locos outliers diminuiu a amplitude do intervalo
de confianca no geral, tornando as analises com 12 locos mais robustas. Na paisagem
com apenas 15.5% de cobertura florestal, por exemplo, o parametro Fs apresentou
aumento consideravel no valor estimado quando foi recalculado, sendo o maior valor
alcancado quando comparado o Fis entre as populagfes. Ainda nesta populacéo, foi

estimado o menor valor para a heterozigosidade observada (Ho).

F5T % H:

0.851
0.801
0.851
0.501
.45
0401
0.351
0.201
0.251
0.201
0.15
0.104
0.6
.00

0.5
40,40 Virofi_8

Fst

40.151
00) 005 010 @15 020 025 030 035 040 045 030 055 080 065 070 OFF 080 08S 080 085
H:

[ i Markors Canchcdate balancing seldection Canchdate reutrd — Candidate positve ':rh:‘.ml

Figura 9. Relacdo entre Fsr e Hg, a partir do modelo de migracdo de llhas, para deteccdo de valor muito
alto ou muito baixo de Fsy, comparado as expectativas de neutralidade dos marcadores microssatélites. A
cor cinza representa a area de confianga para neutralidade (95%) dos locos estudados. Na &rea vermelha e
na amarela estdo os locos positivamente candidatos a selecdo, identificados como locos outliers —
Virofi_2 / Virofi_8 / Virofi_20.

A populacdo de bicuiba inserida na paisagem com 39.6% de cobertura florestal
apresentou o menor numero total de alelos.

A estimativa de Fsr entre todas as populacfes também sofreu variacdo com a
retirada dos locos outliers. Na analise com 15 locos, o intervalo de confianca (95%)

esteve entre 0.055 e 0.141, sendo o valor do parametro = 0.087. Apds repetir a analise

60

100



sem os locos outliers, o valor do Fst foi 0.075 e o intervalo de Confianga (95%)
apresentou-se entre 0.054 e 0.100. Por tornar a analise mais robusta, foi utilizado o
valor da segunda andlise (12 locos) para correlagdes entre a cobertura florestal e os

parametros genéticos estimados.

As estimativas do indice de coancestria (Fst) apresentaram diversidade
significativas entre as populacgdes (Fst = 0.075), ja que o valor do Fst embora pequeno,
foi significativamente diferente de zero (IC a 95%). Ao aplicar o Teste de Mantel
parcial a fim de relacionar o valor desse pardmetro com a distancia geografica dos pares
de populagdes ndo foi observada a significancia dos resultados (r=0.249 e p > 0.05). A
Tabela 4 apresenta os valores estimados para Fst por pares de populacdes e as distancias

geogréficas entre as mesmas.

As populacdes mais distantes entre si estdo inseridas nas paisagens com 15.5% e
60% de cobertura florestal (81 Km). Porém o maior valor estimado para o Fsr foi
estimado entre as populagdes localizadas em 39.6% e 60% com 28 km de distancia (Fst
=0.133).

A analise de variancia (ANOVA) entre os diferentes parametros genéticos e o
gradiente de porcentagem de cobertura florestal ndo indicou que ha variagdo
correspondente entre a variavel dependente e independente, indicado através do valor de
pnao significativo (o = 0,05).
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Tabela 3. Comparacéo entre as médias dos parametros estimados por populagdo com 12 e 15 locos microssatélites.

71% 60% 39.6% 15.5%
15 15
12 locos IC IC 12 locos IC IC 12 locos IC 15 locos IC 12 locos IC 15 locos IC
locos locos

0.175 0.326 0.166 0.273 0.217 0.222 0.318 0.312
0.054 0.082 0.015 0.022 0.057 0.034 0.18 0.108

-0.067 -0.028 -0.135 -0.072 -0.102 -0.045 0.042 0.054

0.808 0.845 0.856 0.820 0.749 0.699 0.728 0.663
0.717 0.597 0.706 0.663 0.623 0.565 0.589 0.532

0.626 0.587 0.557 0.505 0.496 0.432 0.450 0.402

0.850 0.746 0.831 0.837 0.804 0.785 0.863 0.822
0.768 0.716 0.718 0.738 0.675 0.640 0.725 0.682

0.685 0.448 0.605 0.639 0.545 0.495 0.587 0.542

10.947 10.205 9.5699 8.837 8.364 7.610 10.41 9.796

99 116 93 108 74 86 96 112
5.552 5.261 5.930 5.562 3.968 3.855 5.251 5.137

* |C = Intervalo de Confianca a 95%.

Tabela 4. Fst (diagonal inferior) e distancia geografica (diagonal superior) entre pares de populacdes amostradas.

71% 60%  39.6% 15.5%

71% 18 Km 15Km 66 Km
60% 0.049 28 Km 81 Km
39.6% 0.082 0.133 53Km

15.5% 0.045 0.067 0.103
Fsrgeral:  0.075
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A Figura 10representa uma analise comparativa entre os sitios e
estimativas de diversidade genética.Notou-se um aumento expressivo do indice Fs
relacionado a endogamia (Gréafico D, Figural0), na populacdo com apenas 15,5% de
cobertura florestal. Antagonicamente, 0 mesmo grafico revelou que o mesmo indice
para a populacdo com 60% de cobertura florestal estd muito abaixo das demais
populagdes.

Anédlises de regressdes preliminares entre os parametros genéticos e as diferentes
porcentagens de cobertura florestal foram realizadas mesmo sabendo-se da baixa
quantidade de pontos de amostragem (n=4) para este tipo de analise. Estes resultados
revelaram uma tendéncia linear a perda de diversidade com a perda de cobertura, sendo
0 parametro F;s 0 mais acentuado. Por ter ciéncia da necessidade de mais pontos de
amostragem para a realizacdo deste tipo de andlise, os resultados preliminares estdo
apresentados no Anexo |.

Correspondéncias realizadas entre locos isolados considerando apenas duas
populacfes com extremos de cobertura florestal (15.5% e 71% de cobertura florestal)

também apresentaram tendéncia de resposta ao gradiente de perda de cobertura florestal

(Anexo II).
A B
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Figura 10: Comparacao entre os Sitios de coleta e as estimativas de diversidade. Barras de Erro padréo
foram inseridas.Hg = heterozigosidade esperada / Ho = heterozigosidade observada / F;s = indice de
fixacao.
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DISCUSSAO

Estudos ja realizados afirmam que o tipo de matriz no entorno de fragmentos
florestais € um fator limitante para a qualidade ambiental, influenciando o tipo de
paisagem, relacdes ecoldgicas e grupos taxonémicos existentes (FAHRIG, 2001). Nesta
investigacdo observou-se que nos locais mais impactados, a manutencdo da diversidade
genética para a espécie estudada estd ameacada e que indices genéticos relacionados
como coeficiente de endogamia ja& apontam valores preocupantes. Atentos a
conservacdo da biodiversidade no Sul da Bahia, buscou-se discutir os resultados
encontrados frente a realidade local, pesquisando possiveis explicacbes para as
correlagdes descobertas.

A primeira delas foi a existéncia de locos microssatélites outliers, os quais
causaram diferencas nas estimativas dos parametros genéticos considerados. Ao
reanalisar a relacdo entre os parametros (A, Hg, Ho e Fs) e perda de porcentagem de
cobertura florestal, as diferencas entre os valores obtidos ndo foram significantemente
relevantes, porém, neste estudo, a retirada dos locos outliers diminuiu a amplitude do
intervalo de confianga, proporcionando maior robustez as analises dos resultados.
Outras investigacdes similares apresentaram também um pequeno numero de locos
outliers microssatélites e foram excluidos com a intenséo de manter o rigor das analises
(CAMPITELLI e STINCHCOMBE, 2013; OETJEN et al. 2010; NOSIL et al. 2009;
MILLER et al. 2007).

A existéncia de locos outliers pode causar esse tipo de alteracdo devido a sua
localizagdo no genoma (LUIKART et al. 2003). Sabe-se que os locos outliers poderdo
estar diretamente relacionados a adaptacdo ja que possivelmente encontram-se inseridos
ou conectados a genes (BEAUMONT e NICHOLS, 1996; ROBERTSON, 1975;
LEWONTIN e KRAKAUER, 1973). Por representar diferencas entre populactes
causadas por pressao de selecdo, a utilizacdo dos mesmos ndo € justificavel para
correlacionar as varidveis dependentes e independentes. Na auséncia de selecdo, a
variacao esperada pelo loco depende fortemente do padréo de relagOes entre populagdes
(ROBERTSON, 1975).

Apesar da retirada dos locos outliers ter proporcionado melhor interpretacdo do
resultado, ao observar a correlacdo dos valores numericos estimados com o gradiente de

cobertura florestal, ndo foram percebidas diferencas significativas.
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Os resultados sugerem modificacdo na variabilidade genética frente a
diminuicdo da porcentagem de floresta. Para a populagdo existente na paisagem com
apenas 15.5% de cobertura florestal, o coeficiente de endogamia (Fs), por exemplo,
apresentou valor alto (0.18, Tabela 3). Com ampla zona de contato entre o habitat
original e areas modificadas no entorno, o efeito de borda leva a condicdes
microclimaticas distintas das originais devido ao aumento da radiacdo solar, aumento da
temperatura e diminui¢do da umidade por exemplo. Dentre as consequéncias ambientais
a longo prazo, estdo a exposicdo ao vento, 0 que proporciona a queda de arvores,
reduzindo a cobertura do dossel (MURCIA, 1995), a mudanca da vegetacdo original por
espécies caracteristicas de areas perturbadas ricas em lianas e trepadeiras e a
substituicdo de espécies especialistas por generalistas, devido a tolerancia aos efeitos
microclimaticos modificados. Portanto, as observacdes deste estudo corroboram com o
esperado para areas impactadas, apresentando resultados preocupantes para a qualidade
ambiental destas paisagens. Porém existem outras influéncias ndo mensuradas nesta
investigagdo que poderdo estar contribuindo para o cenario verificado.

Analises de regressao preliminares entre parametros genéticos e gradiente de
cobertura florestal (Anexo 2) também revelaram uma tendéncia a mudancas genéticas
em relagdo a perda de cobertura florestal. O parametro F;s, que indica a endogamia
ocorrente dentro da populacdo, novamente se destacou entre os analisados, pois 0 seu
valor esteve cerca de duas vezes maior em paisagens com menor area de floresta quando
comparado com valores obtidos para paisagens imersas em maiores porcentagens de
cobertura florestal.

A ocorréncia de um banco de plantulas ou sementes podera levar a uma
permanéncia de alelos independentemente dos impactos sofridos pelo ambiente,
favorecendo a manutencdo da diversidade alélica nas areas de habitat de V. officinalis.
Porém ndo existem estudos que comprovem que a espécie possui essas estratégias
biol6dgicas de manutencao de propagulos por longo prazo.

O sitio de coleta na paisagem com 15.5% de cobertura florestal (Figura 5)
encontra-se rodeado por areas de pasto, com arvores e arbustos escassos ao longo dessas
areas circundantes. O pisoteio do gado e a auséncia de animais de grande porte (também
visados nas atividades de caca) proporcionam reducdo de recrutamento e de dispersédo
de sementes, respectivamente, contribuindo para a reducdo da populacéo de arboreas e
para o isolamento do fragmento. Dessa forma, acredita-se que essa realidade esta

contribuindo com o aumento da endogamia para a espécie estudada.
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Para heterozigosidade, as diferencas existentes entre os valores observados e
esperados para populacdes em equilibrio de Hardy-Weinberg, foi maior no sitio com
15,5% de cobertura florestal, possivelmente devido a cruzamentos entre individuos
proximos aparentados ou desvios decorrentes da deriva genética no processo de
combinacgfes entre os gametas durante a fecundacdo. Em isolados florestais, devido a
falta de comunicacdo entre individuos de populac@es diferentes, podera haver fixagao de
alelos e perda de diversidade genética. Consequentemente, com o passar do tempo,
populacdes isoladas tendem a tornar-se diferentes geneticamente entre si, mesmo que
tenham sido derivadas de uma mesma populacdo original. Concordando com o
esperado, os valores encontrados para alelos exclusivos neste estudo ja apontam para
uma divergéncia genética em curso, entre as populacdes amostradas.

Para o coeficiente de divergéncia genética (Fst), as estimativas para todas as
populacdes investigadas, detectou diversidade moderada. Considerando haver na
amostragem individuos de 4 populagdes distantes em pelo menos 18 Km entre si,
imersos em paisagem variegada, € interessante observar que a migragdo de gametas e/ou
sementes podera estar persistindo. Contudo, estudos genéticos com arbdreas, mesmo
jovens, poderdo refletir situacdo ambiental antepassada, ja que sdo individuos longevos
e muitas vezes possuem estratégia de manutencdo para a diversidade genética.

A hipétese de isolamento por distancia foi testada e refutada a partir do teste de
Mantel parcial, o qual ndo apresentou resultado significativo (r = 0.249). Sugere-se que
a manutencdo dos valores proximos de diversidade génica possa estar ocorrendo
mediante dispersdo genética explicada pelo modelo de alpondras, devido a zoocoria por
longas distancias (tucanos e macacos por exemplo). Uma segunda hipétese, de maior
credibilidade, estd na coancestralidade. Sugere-se que no passado, quando todos 0s
remanescentes florestais estavam inseridos numa grande area de Floresta Ombroéfila
Densa, as populacdes agora isoladas estavam interconectadas pela manutengdo de
fendmenos genético-ecolégicos como o fluxo génico e a dispersdo. Devido a
longevidade e a diversidade genética das arvores apresentar-se naturalmente rica,
eventos de desmatamento, fragmentacdo e perda de habitat causardo perdas genéticas
que poderdo se percebidas tardiamente pelas populagdes de arboreas (BACLES e
JUMP, 2011).

Como passar dos anos, a floresta foi sofrendo impactos causados principalmente
por agdes antropicas, o que levou ao isolamento de algumas populagGes. A distancia de

polinizacdo também pode estar influenciando esta situagdo. Os principais polinizadores
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para 0 género sdo os dipteros (CARDOSO et al. 1994; LENZA; OLIVEIRA, 2006),
com alcance de v6o entre 50 a 800 metros de distancia a depender da espécie (ACHEE
et al. 2007). Nesse caso, com o passar do tempo em isolados florestais, arvores portanto
muito afastadas poderdo ndo ter a chance de trocar gametas.

Quando calculado o Fst por pares de populacdo, as diferencas ndo foram
significativas, porém observa-se 0 maior valor existente entre as popula¢es imersas em
60% e 39.6% de cobertura florestal, sequida pelo valor entre as populages com 39.6%
e 15.5%. Entre as areas de 71% e de 60% de cobertura florestal, encontramos a Reserva
Biologica de Una, o que podera estar facilitando o trénsito de dispersores e, dessa
forma, aproximando as populagfes desses remanescentes.

Percebeu-se durante as coletas a existéncia de individuos recrutados a menos de
um metro de distancia uns dos outros, favorecendo a troca de gametas entre parentes
diretos e consequentemente, a endogamia. E interessante notar que cruzamentos
interparentais ndo contribuem para introducdo de novos alelos, visto que influenciam
apenas nas frequéncias genotipicas da populacdo e ndo na substituicdo de um conjunto
génico por outro. Dessa forma, ha um aumento na possibilidade de exclusdo ou reducgéo
de alelos deletérios na manifestacdo de genes letais, comprometendo individuos e como
consequéncia a expressdo de carga genética, promovendo indiretamente a alteracdo das
frequéncias génicas da populagdo. Assim, apesar de ndo significantes, sugere-se que as
diferencas genéticas observadas entre populacdes poderdo ser resultado do isolamento
dos remanescentes florestais com 39.6% e 15.5% de cobertura florestal.

O presente estudo foi realizado com apenas uma espécie, capaz de habitar
florestas maduras, secundarias intermediérias e tardias, assim como areas de cabrucas, e
detectou aumento do coeficientede endogamia (Fs) para populacdo inserida em
paisagem com 15.5% de cobertura florestal. Espécies arbdreas climéaxicas, de baixa
densidade, ameacadas ou relacionadas a exploracdo madeireira poderdo sofrer mais
rapidamente as consequéncias negativas relacionadas a reducdo de cobertura florestal,
como reducdo da distancia de fluxo génico e da disperséo de suas sementes, acarretando
no aumento da endogamia e na diminui¢do da diversidade génica.

Foram visitadas quatro areas na classe de 0-20% de cobertura florestal, sendo
verificado um numero significante de individuos para este estudo (24 amostras) em
apenas um sitio com 15,5% de cobertura corroborando com os dados acima descritos.

Perante esses dados, recomenda-se que medidas para conservagdo sejam

tomadas visando inicialmente o aumento de porcentagem de cobertura florestal para os
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remanescentes imersos em paisagens entre 15.5% e 39.6%, de forma a diminuir a
probabilidade de perda de diversidade genética pelo isolamento.

Para areas com apenas 15.5% de cobertura sugere-se campanhas de restauracao,
assim como o incentivo a sistema de plantio agroflorestal com objetivo de aumentar a
variabilidade do mosaico, proporcionando a existéncia de habitats para diversos animais
e plantas da regido, inclusive da Virola officinalis, recomendada para esse tipo de
atividade relacionada a restauracao.

Acredita-se que programas de incentivos governamentais, a partir da valorizagédo
dos sistemas agroflorestais, de areas preservadas, assim como aquelas relacionadas aos
leitos dos rios e as nascentes, poderdo contribuir com a manutengdo dos remanescentes

ainda existentes na regido do Sul da Bahia por agregar renda a préatica de conservacao.
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CONSIDERACOES FINAIS

A conservacdo de processos evolutivos é atualmente reconhecida como
prioridade para esforcos na preservacdo ambiental. Frente a necessidade de
desenvolvimento de estratégias de manejo e préaticas agricolas sustentaveis, o estudo dos
remanescentes e a designacdo de locais emergenciais torna-se Util para execucdo das
atividades de conservacéo elaboradas.

Visando atender as expectativas da atualidade, desenvolveu-se 15 primers para a
amplificacdo de regibes repetitivas do tipo microsatélite especificos para a espécie
endémica Virola officinalis. Todo o procedimento de desenvolvimento e caracterizagéo
foi realizado com sucesso e o conjunto de ferramentas podera ser utilizado em trabalhos
futuros com esta espécie ou com outras congenéricas. Com a aplicacdo e andlise dos
locos desenvolvidos, percebeu-se que a espécie responde geneticamente a perda de
cobertura florestal, tendo menor estimativa de diversidade genética nas populagdes
imersas em paisagens com menor porcentagem de florestas. Isto podera desencadear
uma série de impactos genético-evolutivoscomo aumento da endogamia, fixacdo de
alelos e manifestacdo de alelos deletérios, comprometendo a espécie estudada e,
consequentemente, a fauna a ela associada. Outras espécies de arbdreas poderdo estar
em igual situacdo ou ainda pior, por exemplo aquelas caracteristicas de estagios climax
ou as visadas para o corte devido a utilizacdo madeireira, as quais sofrerdo com a
extracao direcionada, além da modificacdo da matriz na paisagem.

Infelizmente o crescimento econémico e populacional tendem a manifestar-se de
maneira cada vez mais agressiva frente aos remanescentes florestais da regiéo,
substituindo-os por monoculturas, areas de pastagem, estradas e cidades. Assim,
iniciativas como estimulos a agricultura sustentavel, como sistemas de plantio
agroflorestais, a criacdo de corredores ecoldgicos entre remanescentes, estratégias de
manutencdo de nascentes e areas proximas ao leito dos rios apresentam-se como
promissoras por permitir o uso sustentavel da terra.

E importante salientar que as populagdes inseridas nas paisagens de Una, as
quais apresentam melhores estimativas de diversidade genética neste estudo, deverdo
ser consideradas em iniciativas de conservacdo. Nestas populacGes a diversidade
genética dos jovens ainda esta assegurada e poderd servir como fonte para as

populagdes adjacentes.
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Sugere-se ao final desse estudo que medidas para conservagdo sejam
direcionadasinicialmente para areas com maior porcentagem de cobertura florestal, pois
abrigam maior diversidade genética e podem servir como fontes para o pool génico de
outros locias. Para areas com menor porcentagem de cobertura florestal, medidas de
restauracdo dos pequenos fragmentos ainda existentes objetivando a recuperacdo do
entorno, como o estimulo a agroflorestas e manutencdo de leitos dos rios, proporcionara
aumento da &rea de floresta e diminuigcdo o efeito de borda. Além disso, favorecer a
comunicacdo entre remanescentes facilitard o transito de dispersores e
consequentemente de sementes atraves da paisagem, mantendo a conectividade e

tornando a matriz mais permedavel e diversa a sobrevivéncia coletiva.
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ANEXO |

Analises preliminares de regressao entre 0s parametros genéticos - eixo Y (Fys,
He, Ho, A) e a porcentagem de cobertura florestal - eixo X. Valores de r inseridos em
destaque ao lado cada gréafico.
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ANEXO 11

Graficos de tendéncia entre a menor e a maior porcentagem de cobertura
florestal e cada um dos locos microssatélites utilizados no estudo. A direita, acima =
nome do loco microssatélite. A esqueda, acima
porcentagem de cobertura florestal (F = indice de fixacdo / Hg = heterozigosidade
esperada / Ho = heterozigosidade observada / A = nimero de alelos)
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