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RESUMO

Os elementos resultantes do processo de fragmentacdo do habitat, como o nimero,
tamanho, forma, isolamento das manchas de habitat remanescentes, assim como a matriz
circundante provocam distintos efeitos nos atributos das espécies (Fahrig, 2003).
Particularmente a matriz pode representar uma barreira ndo permeéavel que bloqueia a
dispersdo dos organismos numa paisagem. Em contra partida a matriz também funciona
como habitat alternativo para as espécies, desde que possua caracteristicas que permitam a
sobrevivéncia das mesmas.

Neste contexto, o objetivo deste estudo € investigar como a qualidade da
matriz influencia a ocorréncia e dispersdo de quatro espécies de anuros (Aplastodiscus
ibirapitanga, Stereocyclops incrassatus, Hypsiboas albomarginatus e Leptodactylus
latrans) nas paisagens ao entorno da Reserva Ecologica da Michelin. Adotaremos uma
abordagem no nivel de mancha e de paisagem para compreendermos o efeito das
caracteristicas destes elementos na dispersdo das populacdes. No nivel de mancha,
consideraremos os fragmentos nos quais as populacdes serdo coletadas. Estes fragmentos
serdo caracterizados quanto ao tamanho, forma e isolamento entre os demais fragmentos no
raio considerado Por meio de analises genéticas estimaremos o fluxo génico entre as
populagbes calculado a partir de marcadores microssatélites. Para cada espécie
construiremos modelos mistos lineares generalizados (GLMM) para testar como as medidas
genéticas das populacbes variam em funcdo das caracteristicas dos fragmentos e das
paisagens. O Critério de Informacdo de Akaike (AIC) serd utilizado para classificar os
modelos e indicar o modelo que melhor explica a variacdo na estrutura genética das

populacdes. Conduziremos estas analises no ambiente computacional R.

INTRODUCAO

A modificacdo da paisagem e a fragmentacdo do hébitat ocasionada principalmente
pelo avanco da urbanizacdo e agricultura tém sido consideradas como as mais graves
ameacas a biodiversidade (Fahrig, 2003; Fischer & Lindenmayer, 2007). A fragmentacdo

do habitat € um processo no qual, um habitat anteriormente grande e continuo é



transformado em diversas pequenas manchas isoladas umas das outras por uma matriz de
habitat distinta da original (Wilcove et al., 1986). Os elementos resultantes da
fragmentacdo, como o numero, tamanho, forma, isolamento das manchas de hé&bitat
remanescentes, assim como a matriz que as circundam provocam distintos efeitos nos

atributos das especies (e.g. fisiologia, comportamento e estrutura genética) (Fahrig, 2003).

A matriz, definida como a porcao de habitat que rodeia os remanescentes de habitat
original, pode influenciar na ocorréncia e distribuicdo dos organismos em uma paisagem
fragmentada (Umetsu et al., 2008), influéncia esta dependente das caracteristicas
apresentadas pela matriz (Ricketts, 2001). Uma matriz com condi¢bes e qualidade de
habitat semelhante aos remanescentes naturais pode fazer com que as espécies consigam
sobreviver e utilizar a matriz como hébitat alternativo. Dessa forma, a matriz pode
funcionar como um condutor, permitindo o movimento dos individuos na paisagem; como
uma fonte, dando origem a individuos que se moverdo para as manchas de habitat original
remanescentes; ou como dreno, recebendo individuos de manchas de habitat original, mas

que néo deixardo a matriz (Kupfer et al., 2006).

Em contrapartida, uma matriz com caracteristicas e condi¢des bastante diferenciadas
dos remanescentes originais pode funcionar como uma barreira ndo permeavel bloqueando
a disperséo dos organismos em toda paisagem, limitando assim seu movimento ao interior
de um Unico fragmento (Kupfer et al., 2006). Esta concepcdo de matriz como habitat
indspito foi inicialmente concebida pelas teorias de biogeografia e de metapopulacdo
(Vandermeer & Carvajal 2001; Haila, 2001) e atualmente é a defini¢cdo mais utilizada pelos
ecologos da paisagem. Entretanto, alguns estudos demonstram que a matriz pode ser como
um mosaico de unidades com diferentes niveis de adequabilidade para ocorréncia de
espécies e dispersdo de individuos (Umetsu & Pardini, 2007; Zeller, MacGarigal &
Whitneley, 2012). E que a reposta dos organismos as diferentes qualidades de matrizes
varia ndo somente entre grupos taxonémicos, mas também entre guildas (Antongiovanni &

Metzger 2005) e entre espécies relativamente aparentadas (Ricketts, 2001).

Em relacdo aos anfibios anuros, a maioria das espécies depende de dois tipos de
habitat: areas Umidas para reproducgdo e areas florestais para forrageamento, hibernagéo e

dispersdo (Zug 1993; Stebbins & Cohen 1995). Tendo em vista que as espécies sdo



pequenas e possuem uma limitada capacidade de dispersdo, a proximidade de areas para
reproducdo e para as demais atividades ¢ fundamental para determinar a ocupacdo destes
organismos nas manchas de héabitat (Guerry & Hunter, 2002). Devido a estas
caracteristicas, 0s anuros podem responder rapidamente aos elementos decorrentes da
fragmentacdo do habitat, como a conectividade entre os remanescentes de habitat original
(Murphy et al., 2010; Safner et al., 2011) e a qualidade da matriz (Carr & Fahrig 2001; Joly
et al., 2001; Van Buskirk 2005).

OBJETIVOS
Para fins didaticos e visando a melhor compreensdo, a tese foi dividida em dois

capitulos, com objetivos gerais e especificos a cada um deles:

Capitulo 1. Permeabilidade da matriz e dispersdo de Anfibios Anuros: Uma Reviséo
Obijetivo geral
o Proporcionar uma revisdo dos trabalhos que testaram como a qualidade da matriz

afeta a ocorréncia e dispersao das espécies de anuros em paisagens fragmentadas.

Objetivo especifico
o Identificar quais foram as métricas utilizadas para classificar a qualidade das

matrizes na paisagem.

Capitulo 2. Influéncia da qualidade da matriz sobre a estrutura genética populacional de
quatro espécies na paisagem da Michelin, Sul da Bahia

Objetivo geral

o Avaliar a influéncia das diferentes matrizes nas paisagens da Michelin sobre a
dispersdo de quatro espécies de anuros, utilizando parametros da estrutura genética

populacional.

Hipotese 1: Matrizes com condicdes e qualidade de habitat semelhantes aos remanescentes
florestais possibilitam o deslocamento dos individuos entre os fragmentos da paisagem e

facilitam o intercruzamento, promovendo assim, maior fluxo génico entre as populacdes.



Predicdo 1: As populacbes de Aplastodiscus ibirapitanga, Stereocyclops incrassatus,
Hypsiboas albomarginatus e Leptodactylus latrans inseridas nas paisagens compostas por
este tipo de matriz apresentardo uma baixa diferenciacdo genética devido ao elevado fluxo

génico entre elas.

HipGtese 2: Matrizes com caracteristicas e condi¢Oes bastante diferenciadas dos
remanescentes florestais atuam como uma barreira ndo permeével contra a dispersdo dos
individuos por toda paisagem, tornando as populacdes geograficamente isoladas e com

poucas oportunidades para intercruzamento.

Predicdo 2: As populacbes de Aplastodiscus ibirapitanga, Stereocyclops incrassatus,
Hypsiboas albomarginatus e Leptodactylus latras inseridas nas paisagens compostas por
este tipo de matriz apresentardo elevada diferenciacdo genética devido a baixa troca de

material genético entre elas.

JUSTIFICATIVAS

A Mata Atlantica é historicamente marcada pela degradacdo e fragmentacdo de sua
vegetacdo natural. As florestas foram substituidas pelas plantagdes, pastagens e areas
urbanizadas (MMA, 2015). Hoje, remanescentes da Mata Atlantica cobrem menos de 8%
de sua vegetacdo original e apenas 2% destes remanescentes estdo sobre protecdo por meio
de Unidades de Conservacdo (Myers et al., 2000). Na regido Sul da Bahia, uma boa parte
das florestas originais foi substituida por sistemas agroflorestais que sdo um consorcio entre
arvores nativas e culturas agricolas (referencia). A paisagem que circunda a Reserva
Ecoldgica da Michelin é um exemplo desta realidade, na qual os fragmentos de Mata
Atlantica estdo embutidos em um mosaico de plantacGes de borracha e cacau sob diferentes

manejos intercalados por manchas de vegetacao secundaria (Heer et al., 2015).

Estudos realizados na regido Sul da Bahia indicam que a contribuicéo efetiva destes
sistemas agroflorestais para a conservacdo da biodiversidade esta relacionada a estrutura,
composi¢do e manejo das plantacGes, & quantidade e qualidade dos remanescentes florestais

nativos, a localizacdo dos diferentes tipos de habitats na paisagem, variando também de



acordo com o grupo taxonémico considerado (Faria et al., 2007; Pardini et al., 2009). Pois a
forma com que 0s organismos percebem uma paisagem depende de suas capacidades de
dispersdo e de suas preferéncias de habitat (Fahrig, 2003).

Diversos estudos apontam como a transformagdo da paisagem afeta a riqueza e
abundancia das espécies (Pimm & Raven, 2000). Também é notério o aumento de
pesquisas que integram a abordagem demografica e a genética de populacbes para
compreender como 0 processo de fragmentacgdo altera a dispersdo, diversidade genética e o
fluxo génico entre as populacdes (Rilley et al., 2006; Stevens et al., 2006; Gauffre et al.,
2008; Purrenhage et al., 2009). No entanto, em muitos estudos ndo se considera a qualidade
da matriz como filtro para 0 movimento dos organismos pela paisagem (Jules & Shahani,
2003; Bender & Fahrig, 2005). Diferencas na capacidade de dispersdo, nos processos de
forrageamento e reproducdo levam as espécies a responderem de forma variavel as
alteracdes da paisagem (Steffan-Dewenter et al., 2003; Bender et al., 2005). Portanto,
incorporar a qualidade da matriz e considerar guildas como objeto de estudo se faz
necessario em pesquisas de ecologia da paisagem.

A partir dos resultados gerados neste estudo esperamos compreender como a
qualidade das matrizes influencia o deslocamento das espécies de anuros nas paisagens.
Dessa forma elucidando se sistemas agroflorestais, como Cabrucas e Seringais constituem
habitats alternativos para as espécies, contribuindo assim, com a manutencdo da

diversidade de anuros da regiao.

METODOLOGIA

Capitulo 1. Permeabilidade da matriz e dispersdo de Anfibios Anuros: Uma Revisao

Realizaremos uma revisdo da literatura dos artigos que abordaram este tema,
publicados até o ano de 2016. As buscas serdo conduzidas nas bases de dados Periddicos
CAPES/MEC, ISI Web of Science e Google Scholar, procurando no titulo, resumo ou
palavras-chave, os termos “Permeability of the matrix and anurans”, “Effects of land use of
amphibians” e “connectivity among anurans populations”. Construiremos uma tabela com

as seguintes consideracoes:



a. As espécies abordadas pelo estudo

b. Que atributos das espéecies foram mensurados (e.g. abundéncia, comportamento,
genotipo)
C. As hipdteses cientificas elaboradas para explicar como a qualidade da matriz afeta o

movimento dos organismos

d. O namero de paisagens avaliadas

e. Quais elementos da paisagem foram ponderados

f. As meétricas espaciais selecionadas

g. Quais analises foram utilizadas para avaliar a relacdo entre a qualidade da matriz e o

movimento dos individuos na paisagem

Capitulo 2. . Influéncia da qualidade da matriz sobre a estrutura genética populacional de
quatro espécies de anuros em uma complexa paisagem no Sul da Bahia

1. Area de Estudo

O estudo sera conduzido ao entorno da Reserva Ecoldgica da Michelin que se
localiza entre os municipios de Grapituna e Itubera no estado da Bahia (13° 50’ S e 39° 10’
W, entre 90 e 383 m acima do nivel do mar). A area de estudo é uma paisagem altamente
complexa, composta por uma grande variedade de uso e cobertura da terra. A paisagem
abrange fragmentos de Mata Atlantica embutidos em um mosaico de plantaces de
borracha sob diferentes manejos intercalados por manchas de vegetacdo secundaria,
representadas principalmente por florestas riparias ao longo de pequenos rios e riachos
(Figura 1) (Heer et al., 2015).
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Figura 1. Adaptada de Heer et al., 2015. Imagem de satélite da &rea de estudo. A
legenda no canto superior esquerdo refere-se aos sitios amostrados pelo pesquisador. A

legenda no canto inferior direito apresenta os tipos de uso da terra.

Segundo Heer e colaboradores (2015), a maior parte da floresta original foi
explorada durante o estabelecimento da primeira plantacdo de borracha em 1953. O restante
dos fragmentos florestais (Pacangé, Luiz Inéacio, Vila 5 e Rio) foram explorados de forma
seletiva e passaram por uma intensa pressao de caca até meados da década de 1990, periodo
de mudancas na politica ambiental da empresa Michelin. As plantacGes de borracha dentro
da reserva e as vegetacOes naturais entre fileiras de Seringueiras ndo passaram por cortes
desde a criacdo da reserva em 2005 (PlantagOes de borracha e floresta demonstradas na
figura acima) e em algumas areas foram plantadas mudas florestais para promover a
regeneracdo da floresta. Areas na porcdo Sul da reserva da Michelin sio dominadas por
plantagbes de borracha intensivamente utilizadas. Quando plantacbes de Cacau séo
instaladas entre as Seringueiras sdo fortemente tratadas com pesticidas, eliminado outras

vegetacOes de sub-bosque.



2. Selecdo das espécies e Amostragem

Os anfibios anuros sdo apropriados para estudos de paisagem porque muitas
espécies dependem da conectividade entre habitats aquaticos e terrestres. Especialmente, os
juvenis que se deslocam da poca natal para ambientes terrestres logo apds completarem sua
metamorfose e em periodo de reproducao alguns se deslocam para novas pocas (Disperséo)
e outros retornam a poca natal (Filopatria) (Cline & Hunter, 2014). De toda forma, a
filopatria e dispersdo dos juvenis faz com que eles necessitem transitar entre habitats de

condiges diferenciadas.

Bender e colaboradores (2003) demonstraram que as diferengas na capacidade de
dispersdo, nos processos de forrageamento e reproducdo levam as espécies a responderem
de forma varidvel as alteracbes da paisagem. Sendo assim, iremos trabalhar com quatro
espécies de anuros, abundantes, com desenvolvimento indireto, mas que diferem em seus

requerimentos ambientais, representando guildas ecoldgicas distintas (Tabela 1).

Tabela 1. Caracteristicas das espécies em relacdo ao tipo de habitat, habito de vida.

Hébitat Habito Espécies
Area Florestal Arboricola Aplastodiscus ibirapitanga
Area Florestal Terricola Stereocyclops incrassatus
Area Aberta Arboricola Hypsiboas albomarginatus
Area Aberta Terricola Leptodactylus latrans

Os sitios reprodutivos dos anuros (e.g. pocas, lagos e riachos) sdo muitas vezes
préximos localmente, permitindo o deslocamento dos individuos entre os sitios vizinhos.
Isto levanta uma questdo fundamental sobre qual seria a unidade funcional basica para
definir as subpopulagdes, se é o conjunto de individuos da mesma espécie de um sitio ou 0
conjunto de individuos da mesma espécie de varios sitios localmente proximos (Petranka et

al., 2004). Marsh e Trenham (2001) em sua revisdo sobre dindmica de metapopulactes



consideram os sitios de reproducdo dos anuros como equivalentes a subpopulagoes.
Entretanto, os movimentos dos organismos entre 0s sitios sugerem que o conjunto de sitios
localmente proximos é uma medida de subpopulacdo mais apropriada do que sitios Unicos.
Individuos em sitios que estdo a menos de 100 metros de distancia um dos outros nao sao
demograficamente independentes e por isso apenas sitios de reprodu¢do com no minimo
100 metros devem ser tratados como subpopulacfes para amostragem e monitoramento
(Petranka et al., 2004; Petranka, 2007).

Amostraremos sitios de reproducdo distribuidos ao longo de toda paisagem da
Michelin, considerando a heterogeneidade do uso da terra. Os sitios terdo no minimo 100
metros de distancia uns dos outros para garantir a independéncia geografica das
populacOes. Nestes sitios reprodutivos, sempre que possivel, coletaremos aproximadamente
25 ovos fertilizados de diferentes ninhadas (para reduzir o efeito do parentesco) de cada
espécie. Os ovos serdo mantidos no laboratério até a eclosdo dos girinos que serdo
armazenados em alcool 90%. Havendo necessidade, casais em amplexo também poderéo
ser coletados e mantidos em aquarios até o momento de liberacdo das desovas.

Posteriormente serdo devolvidos ao ambiente de origem.
3. Extracdo, Amplificacédo e Sequenciamento de DNA

Realizaremos a extracdo do DNA dos girinos com auxilio do Kit Dneasy ™ Tissue
sob as condi¢cBes padronizadas do fabricante (QUIAGEN). Posteriormente, ldcus
microssatélites serdo amplificados utilizando iniciadores e condicdes de reacdo (ReacOes
em cadeia da Polimerase — PCRS) previamente descritas (Arruda et al., 2010; Faggione et
al., 2014). A maior parte dos estudos de genética da paisagem utilizam marcadores
microssatélites para estimar o fluxo génico entre as populacGes (Storfer et al., 2010). Estes
marcadores apresentam numerosas vantagens quando comparados aos demais tipos de
marcadores moleculares. Sdo altamente polimérficos e informativos, ocorrem
abundantemente em genomas eucariotos tanto em regides codificadoras quanto néo
codificadoras, necessitam de pequenas quantidades de DNA para analise, sdo de facil
deteccdo por PCR e os locos séo frequentemente conservados entre espécies relacionadas
(Buso et al., 2003).



Todos os l6cus amplificados serdo sequenciados e os programas SegScape v. 2.1 (da
ABI) e BioEdit 5.09 (Hall, 1999) serdo utilizados para anélise dos cromatogramas e edicao
das sequéncias para a obtencdo da fita consenso. Por fim as sequéncias geradas seréo

alinhadas no programa Clustal X (Thompson et al., 1997).

4. Anélises da Estrutura Genética Populacional

Utilizaremos o programa Arlequin v. 3.0 (Excoffier et al., 2005) para calcular os
seguintes indices de diversidade genética para cada populacdo: numero de alelos,
heterozigosidade esperada e observada. A diferenciacdo genética entre as populacdes sera
estimada atraves dos coeficientes de endogamia Fis para cada populacao e Fg entre os pares
de populagdes. Estes coeficientes sdo mais apropriados para este estudo porque
indiretamente refletem as taxas de migracdo ao longo prazo entre pares de populagdes, sob
0 pressuposto de gque a divergéncia genética observada é mais fortemente influenciada pelos
processos deriva e fluxo génico do que pela selecdo natural e mutacdo (Slatkin, 1991;
Epperson, 2005; Whitlock, 2011).

5. Medidas da Paisagem

Neste estudo, adotaremos uma abordagem no nivel de mancha e de paisagem para
compreendermos o efeito das caracteristicas destes elementos na dispersdo das populagdes
de interesse. No nivel de mancha, consideraremos os fragmentos nos quais as populagdes
serdo coletadas. Estes fragmentos serdo caracterizados quanto ao tamanho, forma e

isolamento entre os demais fragmentos no raio considerado.

Na perspectiva de paisagem testaremos buffers de 1 a 5 km a partir das bordas de
cada fragmento. A abrangéncia da paisagem sera testada porque ndo € bem definido na
literatura o grau de percepgdo da paisagem pelas espécies de anuros. No entanto, alguns
trabalhos demonstram que a maior parte das espécies sdo filopatricas e que as demais
geralmente dispersam por centenas de metros entre a fase larval e o primeiro periodo
reprodutivo, raramente cobrindo quilémetros de distancia (Smith & Gree, 2005). Nas
paisagens iremos mensurar o nimero de fragmentos e os tipos de matrizes que a compde.

Fotografias aéreas serdo utilizadas para identificar o uso da terra nas paisagens da Michelin



além de visitas ao campo. A empresa cujas fotografias serdo adquiridas ainda sera definida.
A caracterizacdo dos fragmentos e das paisagens sera realizada por meio dos programas
Fragstats© v. 3.3 (McGarigal et al., 2012) e ArcView®© v. 3.2 (ESRI, 2000).

6. Analises Estatisticas

Para cada espécie construiremos modelos mistos lineares generalizados (GLMM)
para testar como as medidas genéticas das populacdes variam em funcao das caracteristicas
dos fragmentos e das paisagens. O Critério de Informacédo de Akaik (AIC) sera utilizado
para classificar os modelos e indicar o modelo que melhor explica a varia¢do na estrutura

genética das populagdes. As andlises serdo realizadas no ambiente computacional R.
FINANCIAMENTOS

Todas as etapas a serem desenvolvidas pelo presente estudo (e.g. viagens e materi-
ais para coleta de campo, procedimentos laboratoriais, aquisicdo de imagens de satélite)
serao financiadas pelas seguintes fontes:

- CNPq - Processo 449930/2014-9 - Modalidade: Universal, edital 14/2014 - intitulado
"Diversidade e estrutura genética dos anfibios das areas de altitude da Mata Atlantica do
Sul da Bahia".

- Fapesb - Projeto PTX0002/2016 - Modalidade: PROTAX - intitulado "Desvendando a
diversidade de anfibios das areas de altitude da Mata Atlantica do sul da Bahia com ferra-
mentas de taxonomia integrativa".

- Fapesb - Projeto APP0062/2016 - Modalidade: Universal, edital 005/2015 - intitulado
"Impacto das mudancas climéticas sobre os anfibios das florestas montanas do corredor
central da Mata Atlantica".

- Fapesb - Projeto INT0013/2016 - Modalidade: Acbes de Cooperacédo Internacional, edital
004/2015 - intitulado "Integracdo de dados ecofisiologicos em modelos de distribuicdo de

espeécies para avaliacdo do efeito das mudancas climaticas sobre os anfibios".
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