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RESUMO

Perda de habitat e fragmentacdo sdo as mais importantes causas no declinio da
biodiversidade global. E quando pensamos no cenario atual da Mata Atlantica, apenas a
protecdo dos poucos fragmentos florestais remanescentes ndo é suficiente para a devida
conservacao da biodiversidade é necessario restaurar para que o ecossistema se recupere e
reestabeleca suas fungdes. Outra forma para se manter as florestas nativas, seria diminuir a
pressdo por madeira de exceléncia através do corte seletivo nos remanescentes florestais,
assim os plantios comerciais sdo uma alternativa de fornecimento de matéria prima por meios
legais. Desta forma, objetivamos entender como os remanescentes florestais, areas
restauradas e area de conservacao ex situ estdo do ponto de vista genético. Descrevendo e
comparando a variabilidade genética entre areas, repositorio génico da espécie na Mata
Atlantica e ocorréncia de fluxo génico. Objetivamos também analisar os individuos da area
de conservagdo ex situ em parceria com uma empresa privada, afim de fornecer subsidios
para 0 melhoramento genético de uma espécie nativa para plantios comerciais e restauracao.
As coletas serdo conduzidas em 10 areas no dominio da Mata Atléntica, sendo 5 &reas
restauradas e 5 remanescentes florestais. As populacdes serdo caracterizadas geneticamente e
seu pool génico estimado. Sera feita uma analise de paternidade de todos os individuos
persentes na area de conservacao ex situ para identificar as matrizes e seus filhos, separar as
familias e identificar possiveis clones.

INTRODUCAO

A perda e fragmentacdo de habitat estdo entre as mais importantes causas no declinio da
biodiversidade global (Gardner et al., 2009; Giam, 2017; Horvéth et al., 2019; Wright &
Muller-landau, 2006; Zemanova et al., 2017). Quanto mais floresta se perde, menos espécies
conseguem persistir e menor a conectividade funcional entre os fragmentos por meio do
deslocamento da fauna (Supriatna et al., 2017; Zemanova et al., 2017). Estudos recentes
demonstram que a partir de certo ponto, a perda de floresta leva a uma diminuicédo drastica da
biodiversidade local (Horvath et al., 2019; Santos et al., 2016; Vallejos et al., 2020).Em
especial, essa perturbacdo antrépica tem atingido as florestas tropicais, como a Mata
Atlantica Brasileira, que perdeu mais de 84% de sua cobertura vegetal natural (Fundagéao
SOS Mata Atlantica; Instituto Nacional de Pesquisas Espaciais (INPE), 2020).

A Mata Atlantica é um dos biomas mais extensos do Brasil (Melo et al., 2013) e considerado
um hotspot de biodiversidade mundial, ou seja, possui elevada riqueza e endemismo de
espeécies sob intensa ameaca, tornando esse bioma prioritario para conservacao (Brooks et al.,
2002). Estudos realizados nesse bioma apontam que apenas a prote¢do dos remanescentes
florestais ndo € suficiente para a devida conservacao de sua biodiversidade em medio e longo
prazo (Barlow et al., 2016). E preciso, além das acdes para conservacio, integrar estratégias
de restauracéo florestal (Gardner et al., 2009; Rosa et al., 2016; Zemanova et al., 2017).

A diversidade genética € um componente importante a ser considerado na biodiversidade a
ser restaurada (Basey et al., 2015; Carnus et al., 2006). Ela pode favorecer a adaptabilidade e
a resisténcia a disturbios abidticos e bidticos (Aavik & Helm, 2018). Com as ferramentas
genéticas disponiveis atualmente é possivel monitorar as areas recuperadas (Allendorf et al.,



2013; Breed et al., 2019), demonstrar conectividade entre &reas préximas (Santos et al.,
2019) e entender se os regenerantes estdo conseguindo manter diversidade genética viavel,
reduzindo, em termos genéticos, sua estruturacdo (Aavik & Helm, 2018). Isto pode ser
controlado a partir das fontes, sementes e mudas, que serdo utilizadas na restauracéo (Basey
et al., 2015), visto que com uma maior variabilidade genética maiores chances do propégulo
sobreviver e manter a populacdo viavel geneticamente ao longo do tempo. Assim, seria
desejavel considerar também a diversidade genética nos quesitos de qualidade de mudas para
restauracao florestal (Carnus et al., 2006).

Além disso, individuos de uma &rea restaurada podem trocar genes entre esta area e 0sS
remanescentes de floresta, fornecendo alelos e incrementando o pool génico das populacdes.
Dessa forma, o impacto da diversidade genética pode chegar as areas circundantes atraves do
fluxo génico.

Uma outra maneira de reduzir o impacto sobre florestas nativas, seria ampliar a préatica de
plantios comerciais de espécies nativas, diminuindo a pressdo por madeiras de exceléncia
para fins industriais e de construcdo, e a mantendo as florestas nativas (Carle & Homgren,
2008; Payn et al., 2015). O plantio comercial envolve técnicas de melhoramento genético que
geralmente se inicia a partir de uma populacao base de melhoramento, que pode ser chamada
de Populacdo de conservagdo ex situ. O parentesco entre individuos desta populacdo é
indesejado porque o cruzamento de individuos aparentados aumenta o coeficiente de
endogamia (numero de meios irmaos por assim dizer) e diminui pool génico das populacdes,
minimizando as chances de sucesso na area a ser transplantada (Basey et al., 2015).

OBJETIVO GERAL

Comparar geneticamente as populacfes de Plathymenia reticulata (Vinhatico) em areas
restauradas, conservacao ex situ e remanescentes florestais no dominio da Mata Atlantica,
buscando avaliar as seguintes perguntas e hipéteses bioldgicas:

P1: Existe diferenca na diversidade genética nas populacGes de P. reticulata em conservacao
ex situ, remanescentes florestais e areas restauradas?

H1.: As populacbes das areas restauradas possuem menor variabilidade genética quando
comparadas com as populagdes dos remanescentes florestais.

P2: Como a matriz circundante afeta a diversidade genética de P. reticulata em areas
restauradas e remanescentes florestais?

H2.: Quanto maior a porcentagem de uso da terra no entorno das areas menor a variabilidade
genética e o fluxo génico.

P3.: Existe compartilhamento do pool génico de P. reticulata entre a area de conservacao ex
situ, remanescentes florestais e areas restauradas?

H3.: A populagdo da area de conservagao ex situ representa a mesma estrutura genética e
variabilidade quando comparadas com os remanescentes florestais.



P4.: Serd que o grau parentesco genético entre os individuos jovens amostrados em
remanescente florestal se mantém nas reas restauradas e na area de conservagdo ex situ?

DELINEAMENTO AMOSTRAL
Espécie alvo
Plathymenia reticulata Benth.

Conhecida popularmente como vinhatico, a P. reticulata é uma espécie arborea da familia da
leguminosas, pode chegar a 30mt de altura (Carvalho, 2009) e 5mt de DAP (dados
observacionais), possui caule com formacdo de placas regulares, e madeira com tom
avermelhado sendo essa a origem do seu nome popular. E polinizada por pequenos insetos
(Goulart et al., 2005), especialmente as abelhas, e suas sementes sdo dispersas por
anemocoria.

Destaca-se entre as espécies mais utilizadas na recomposicédo da flora de areas degradadas,
tém ampla distribuicdo nos biomas brasileiros, estando presente da Mata Atlantica a
Caatinga, em 16 estados e no Distrito Federal (Carvalho, 2009), sendo altamente adaptavel.
Isso a torna uma excelente candidata para implementacdo na restauracdo de areas
degradadas. Além disso é uma das espécies mais desejadas por agricultores em sistemas
agroflorestais de cacau no sul da Bahia (Sambuichi et al., 2012). Devido a sua madeira de alta
qualidade e durabilidade, o vinhatico tem grande importancia do ponto de vista econémico,
sendo utilizado na construcédo civil e confeccdo em mobiliario de luxo, estacas, esteios e
mourdes (Carvalho, 2009). Tornando-o uma das espécies mais almejadas em plantios
comerciais de espécies nativas. Assim, o0 vinhatico se apresenta como um excelente modelo
bioldgico com notavel importancia ecoldgica e econbémica, sendo suas mudas utilizadas da
restauracdo aos talhGes comerciais

Coleta de dados nos remanescentes

Serdo selecionadas 10 populagdes de P. reticulata presentes areas de Mata Atlantica no
Estado da Bahia, sendo elas: 5 areas restauradas e 5 remanescentes florestais. As areas serdo
selecionadas arbitrariamente e pareadas (1 restauracao e 1 remanescente por regido), sendo a
presenca da espécie alvo em numero suficiente para a amostragem o fator determinante para
escolha da area.

Serdo amostrados 25 individuos adultos com distancia minima de 50 mts entre si em cada
area, os individuos serdo selecionados aleatoriamente, respeitando a distancia minima entre
eles e georreferenciados com auxilio do GPS (Sistema de Posicionamento Global). Serdo
coletados material vegetal, folhas e/ou cambio, de todos os individuos amostrados para
posterior extracdo de DNA e analises genéticas. Também serdo coletados material vegetal de
25 individuos regenerantes (plantulas) em cada area a fim de identificar a presenca do fluxo
génico.

Coleta de material vegetal na area de conservacao ex situ

Sera coletado material vegetal dos 300 individuos adultos de P. reticulata mantidos na
populacédo base (area de conservacdo ex situ) da Symbiosis Investimentos e Participacdes
S.A, localizada no distrito de Trancoso, Porto Seguro / BA. Os individuos desta area de



conservacao sdo divididos em familias compostas por 1 matriz e seus provaveis filhos, assim
pretendemos caracterizar geneticamente esses individuos e calcular o grau de parentesco
entre eles, a fim de fornecer subsidios para a producdo de propéagulos que serdo utilizados em
plantios comerciais dando suporte tecnoldgico molecular e inovador ao melhoramento
genético florestal desta espécie nativa.

Extracéo e quantificacdo de DNA

A extracdo do DNA de cada individuo amostrado sera feita atraves do protocolo CTAB 2%
(Doyle and Doyle 1990) com algumas alteracfes quando necessarias. Para estimar a
qualidade e concentragdo do DNA serdo realizadas comparagcfes com padrdao de DNA de
phago A e corados com GelGreen™™, sendo a qualidade da extragdo avaliada por eletroforese
em gel de agarose a 1% e a quantificacdo do DNA sera feita com o auxilio do
espectrofotometro NanoDrop 2000 (Thermo Scientific ™ ).

Amplificacéo

O DNA de cada individuo amostrado sera amplificado em termociclador Life Pro (Bioneer
Technology Co., China), com o programa de amplificagéo indicado para cada primer. Seréo
usados 14 locos marcadores do tipo microssatélites (também conhecidos por SSR — simple
sequence repeats) desenvolvidos para P. reticulada, anteriormente (Cruz et al., 2012;
Oliveira et al., 2012). Para as amplificacbes do DNA serdo utilizados mix de PCR (volume
final 13 pL), contendo 0.25 mM dNTPs, 1.5 mM MgCl,, 1X PCR Buffer (pHneutria 10 -
100 mM (NH,4),SO4, 100 mM KCI, 100 mM Tris-HCI pH 8.4, 1% Triton X-100), 0.25 mM
BSA, 0.06 uM do primer forward e 0.12 uM do reverse, 1 U de Tag DNA polymerase
(Phoneutria, Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil), 0.4 uM da florescéncia M13 e 7.5ng do
DNA gendmico.

A qualidade da amplificacdo sera avaliada através da eletroforese em gel de agarose a 2%
de parte das amostras amplificadas, e posteriormente submetida a eletroforese capilar em
sequenciador automatico ABI3500 (Applied Biosystems, USA) para separacdo dos
fragmentos SSR em estratégia multiload para poupar recursos e tempo de experimentos no
laboratério. As genotipagens serdo realizadas com ajuda do software GeneMarker
(SoftGenetics, USA).

ANALISE DOS DADOS

Primeiramente sera feito um teste no software Micro-Checker v. 2.2.3 (Van Oosterhout et al.,
2004) para estimar a frequéncia de alelos nulos e corrigir possiveis erros de genotipagem,
utilizando um intervalo de confianca de 95%.

Para responder a primeira pergunta “Existe diferenca na diversidade genética nas populagdes
de P. reticulata em areas restauradas e remanescentes florestais? ”” Sera feita a caracteriza¢do
da diversidade genética e o pool génico das populacdes através da estimacdo de diversos
parametros genéticos como a heterozigosidade observada e esperada (HO e HE,
respectivamente), namero médio de alelos por locus (A), riqueza alélica (A;), nUmero de
alelos privativos (Ap) e indice de fixacéo de acordo com as estatisticas de Nei.

Estes parametros formaram um indice de diversidade de cada populacdo, eles serdo
calculados com o auxilio dos pacotes DiveRsity (Keenan et al., 2013) e poppr (Kamvar et al.,
2014), o indice de fixagédo de Nei (Gsr) € a distancia genética serdo calculados seguindo Nei



(1973) com o auxilio do pacote pegas (Paradis, 2010). Sera realizada a Analise de Variancia
(ANOVA) para verificar a significancia estatistica da diversidade genética entre as
populacbes dos remanescentes florestais e areas restauradas seguido de teste de médias. Seré
realizada também a Analise de Variancia Molecular (AMOVA) entre 0s remanescentes
florestais e areas restauradas, essa analise considera niveis hierdrquicos de diferenciacao
dentro das populacdes e entre populacGes dentro dos grupos (Excoffier et al. 1992, Peakall &
Smouse, 2006). Todas as analises serdo realizadas no ambiente R 4.0.1 (R Core Team, 2020).

Para responder a segunda pergunta “Como a matriz circundante afeta a diversidade genética
de P. reticulata em areas restauradas e remanescentes florestais? > Sera realizado teste de
“paternidade” para atribuir um provavel parental para os jovens (Santos et al., 2016), para
avaliar a existéncia e distancia de fluxo génico entre as areas amostradas. Com o auxilio do
pacote Demerelate (Kraemer & Gerlach, 2017) no ambiente R 4.0.1 (R Core Team, 2020)
sera calculado o grau de parentesco entre as populagdes de P. reticulata.

Serd correlacionada as distancias fisicas e genéticas entre as areas restauradas e
remanescentes, e se possivel a identificacdo e caracterizacdo de barreiras para que o fluxo
génico aconteca (presenca de rios, morros, estradas, bem como a classificacdo da matriz
circundante) com o auxilio do software FRAGSTATS 4.2 (McGarigal and Marks, 1994) e
imagens de satélites fornecidas pela Plataforma MapBiomas 4.1. Assim serd possivel
identificar a influéncia da paisagem para o fluxo génico e fornecer subsidios para novas
restauracdes, além de descrever a eficiéncia da restauracdo para a conectividade entre 0s
fragmentos.

Para responder a pergunta “Existe compartilhamento do pool génico de P. reticulata entre as
populagdes restauradas, conservacdo ex situ e remanescentes florestais? ” Sera realizada a
Analise Discriminante dos Componentes Principais (DAPC) para descrever a estrutura
genética nessas populacdes usando o pacote adegenet (Jombart & Collins, 2015). E uma
analise no software Structure assim sera possivel avaliar se ha compartilhamento de alelos
entre as populacdes. Os dados de variabilidade genética dos remanescentes florestais serdo
comparados com a populacdo da area de conservacdo ex situ para entender a
representatividade genética mantida pela Symbiosis Investimentos e Participacfes S.A. Sera
realizada a Anélise de Variancia (ANOVA) seguida de teste de médias para verificar a
significancia estatistica da diversidade genética entre as populacBes dos remanescentes
florestais e da area de conservacgao ex situ.

E para responder a pergunta “Serd que o grau parentesco genético entre os individuos jovens
amostrados nos remanescentes florestais se mantém nas &reas restauradas e na area de
conservacao ex situ? ” Serd realizada uma andlise de paternidade no programa CERVUS
3.0.7 (Kalinowski et al., 2007), para avaliar o parentesco, duplicidades e procedéncia na area
de conservacdo ex situ, com todos os individuos afim de identificar as matrizes e seus filhos,
separar as familias e identificar possiveis clones. Com o auxilio do pacote Demerelate
(Kraemer & Gerlach, 2017) no ambiente R 4.0.1 (R Core Team, 2020) sera calculado o grau
de parentesco entre as familias para auxiliar nas agdes iniciais de melhoramento florestal de
P. reticulata.

IMPACTOS DO ESTUDO PARA A CONSERVACAO



Com nossos resultados descreveremos como fragmentos de Mata Atlantica estdo no ponto de
vista genético, para que se entenda os niveis de diversidade dos remanescentes florestais e
areas que foram restaurados. Pretendemos propor o uso dos parametros genéticos para a
producdo de propagulos florestais para a restauracdo, visando a conservacao e recuperacao
da paisagem.

Os pardmetros genéticos se apresentam como uma importante ferramenta de monitoramento
da restauracdo e sua viabilidade no tempo e espaco, com possibilidade de previsdes futuras
diante de varios cenarios hipotéticos. Como dito anteriormente, dado as condic@es criticas da
Mata Atlantica, s6 manter o que ainda existe ndo € o suficiente para conservar e proteger sua
biodiversidade. E preciso restaurar e inovar de forma que se favoreca o sucesso da
restauracdo. O plantio de arvores pode reestabelecer a conectividade funcional entre as areas
restauradas e os remanescentes florestais. Assim ha uma necessidade de avaliar se as técnicas
de restauracdo empregadas até o momento tém sido eficientes para a conservacdo da
diversidade genética das populagdes.

Além da importancia para restauracdo florestal e para conhecer o status de conservacdo
genética dos fragmentos, este trabalho também é importante no contexto da conservacao ex
situ. Afinal de contas, para se restaurar areas em um futuro préximo, podera ser necessario
recorrer as populacfes em conservacao ex situ. Entdo, € estratégico se manter uma populacéo
representativa do pool génico da espécie. Com a genotipagem dos individuos das areas de
conservacao ex situ sera possivel fornecer informacgdes importantes para a restauracao,
selecionar propégulos de individuos ndo aparentados, diminuindo o coeficiente de
endogamia e aumentar o pool génico das populacBGes a serem plantadas, maximizando a
chance de sucesso da area restaurada (Basey, Fant and Kramer, 2015).

Esse projeto surge de uma parceria entre a universidade e uma empresa privada com intuito
de fornecer embasamento técnico cientifico que auxilie no melhoramento florestal de
espécies nativas. Entre os principais anseios da empresa, encontra-se a necessidade de
identificacdo do parentesco das matrizes florestais mantidas na area de conservacao ex situ da
empresa, atraves de métodos moleculares a fim de aperfeicoar e tornar mais agil e eficiente
0s cruzamentos para producdo de sementes e mudas de alta qualidade comercial, suprindo o
mercado madeireiro e diminuindo a demanda e a pressao sobre florestas nativas.
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