||
IN ALTUMS

v B v

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE SANTA CRUZ

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ECOLOGIA E CONSERVACAO DA
BIODIVERSIDADE

MATHEUS PALMA ROCHA

FLUXO GENICO E ESTRUTURA GENETICA ESPACIAL DE Virola officinalis
Warb. (MYRISTICACEAE) NA REGIAO DE UNA E BELMONTE - SUL DA BAHIA
BRASIL

PPG Ecologia & Conservagio
sl A G ARG

Universidade Estadual de Santa Cruz

ILHEUS - BAHIA
2017



MATHEUS PALMA ROCHA

FLUXO GENICO E ESTRUTURA GENETICA ESPACIAL DE Virola officinalis
Warb. (MYRISTICACEAE) NA REGIAO DE UNA E BELMONTE — SUL DA BAHIA

BRASIL

Dissertacdo apresentada ao programa
de Poés-Graduacdo em Ecologia e
Conservacdo da Biodiversidade da
Universidade Estadual deSanta Cruz,
para obtencdo do Titulo de Mestre em
Ecologia e Conservacgao da
Biodiversidade.

Orientador: Eduardo Mariano-Neto

Co-orientadora: Fernanda Amato Gaiotto

ILHEUS BAHIA

2017



R672

Rocha, Matheus Palma.

Fluxo génico e estrutura genética espacial de
Virola officinalis Warb. (Myristicaceae) na regiao
de Una e Belmonte — Sul da Bahia, Brasil / Ma-
theus Palma Rocha. — llhéus, BA: UESC, 2017.

vii. 192f. : il.

Orientador: Eduardo Mariano-Neto.

Dissertacao (Mestrado) — Universidade Estadual
de Santa Cruz, Programa de Pés - Graduacdo em
Ecologia e Conservacao da Biodiversidade.

Inclui referéncias.

1. Diversidade das plantas — Conservacéo. 2.
Plantas — Propagacdao. 3. Paisagens fragmentadas.
4. Biodiversidade — Conservacao. 5. Ecologia flores-
tal. I. Titulo.

CDD 333.95




MATHEUS PALMA ROCHA

FLUXO GENICO E ESTRUTURA GENETICA ESPACIAL DE Virola officinalis
Warb. (MYRISTICACEAE) NA REGIAO DE UNA E BELMONTE - SUL DA BAHIA
BRASIL

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pés-Graduacdo em Ecologia e
Conservacado da Biodiversidade da Universidade Estadual de Santa Cruz para
obtencéo do titulo de Mestre em Ecologia e Conservacao da Biodiversidade.

Comissao examinadora:

Dr Eduardo Mariano-Neto
Universidade Federal da Bahia — UFBA

Dr Evandro Vagner Tambarussi
Universidade Estadual do Centro-Oeste — UNICENTRO

Dr2 Maria Teresa Gomes Lopes
Universidade Federal do Amazonas - UFAM



AGRADECIMENTOS

Gostaria de agradecer a todos aqueles que, perto ou longe me acompanharam
nessa caminhada. A crenca de vocés na minha capacidade me deu forcas para
continuar quando eu pensei em desistir. Obrigado a todos, em especial:

a professora Fernanda Gaiotto que me incentivou desde o comeco;
ao professor Eduardo Mariano-Neto pelo voto de confiancga;

a Flora Bittencourt pela paciéncia e boa vontade de me ajudar em campo e no
laboratério;

a Nina Maria Moura por ter segurado a barra quando ela foi pesada demais para
mim;

a Dani Borges pela mdo amiga quando minha paciéncia se esgotava;

a Dani Franca por ter me adotado no laboratoério e por toda a sua paciéncia de me
ensinar desde o basico;

a Alessandro Souza pela respostas exatas aos meus problemas e pela super ajuda
de campo;

a Leiza Soares pela boa vontade;

a Horlei pela paciéncia e orientacdo em laboratério;

a Roger pela inestiméavel ajuda de campo;

a Icaro Menezes pela ajuda no reconhecimento das areas e no campo;

a todo o grupo de Genética da Conservacdo da UESC por ter me acolhido desde a
graduacéo;

a todo o grupo do Laboratério de Ecologia Aplicada a Conservacao;

aos meus amigos e minha familia que de maneira direta ou indireta me
incentivaram a persistir;

ao corpo docente do programa de pds-graduacdo em ecologia e conservacdo da
biodiversidade na UESC pelas valiosas licoes;

aos colegas de turma agradeco pelos bons momentos de convivéncia;

Sem a ajuda de vocés esse trabalho néo teria sido possivel. Obrigado.

“Vejo agora a minha longa caminhada como uma busca da verdade — verdade no meu préprio
coracdo, no mundo a minha volta, e nas questfes maiores de finalidade e existéncia.” (R. A.
Salvatore 1991)



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Mapa da regido entre os municipios de Una e Belmonte, BA.
fcones de arvore indicam os sitios de coleta seguidos de seus valores de

porcentagem de cobertura florestal.

Figura 2. Exemplo de método de coleta num buffer com diametro de 2 KM

representado com circulo de linha sélida.

Figura 3. Tabela de todos os loci contendo alelos nulos de acordo com a

paisagem onde a populagcao genotipada foi amostrada.

Figura 4. Coeficiente de parentesco médio (eixo Y) entre pares de individuos
amostrados em classes de distancias geogréficas (eixo X) de 6 populacdes de V.
officinalis inserida num gradiente de cobertura florestal no municipio de Una e
Belmonte, BA.

Figura 5. Gréficos de dispersdo com linha de tendéncia para o melhor valor
de r2 ajustado testando a forca da relacdo existente entre métricas genéticas (F —
indice de fixagcdo, Fiu — Coeficiente de parentesco, Ho — heterozigosidade
observada, He — heterozigosidade esperada, A — riqueza alélica e Ne — tamanho

efetivo populacional).



vii

RESUMO

Os eventos de polinizacdo e dispersdo de sementes sao estagios
fundamentais do ciclo reprodutivo de plantas, no entanto alteracbes na
configuragcdo da paisagem podem modificar o comportamento e mesmo a
abundéancia dos principais grupos funcionais vetores de eventos reprodutivos.
Apesar disso foi detectado que populagbes de Virola officinalis, espécie endémica
do sul da Bahia, estdo sofrendo com o isolamento reprodutivo. A presente pesquisa
foi desenvolvida com intuito de avaliar o fluxo génico e diversidade genética em
individuos de V. officinalis distribuidos em classes de distancia para seis
populacdes num gradiente de cobertura florestal na escala da paisagem. Os
resultados mostraram quatro casos em que valor médio de estruturacdo genética
observado foi maior do que esperado para individuos numa classe de distancia, no
entanto a relacdo entre a quantidade de floresta na paisagem e as métricas
genéticas apresentou baixa significancia para a maioria das variaveis utilizadas. A
heterozigosidade observada apresentou relacdo significativa com a quantidade de
habitat, no entanto os valores sugerem um nivel de diversidade genética que
favorece a manutencdo da espécie nas paisagens amostradas, provavelmente
influenciado pela agcéo de dispersores e polinizadores generalistas de habitat que
conseguem utilizar os recursos oferecidos pela planta mesmo em paisagens com
pouca quantidade de habitat. Tais constatacées sugerem que o fluxo génico
dessas populacdes esta sendo mantido apesar do processo de fragmentacédo por
reducdo de cobertura florestal, conclusdo que demonstra o potencial da espécie
estudada para o enriguecimento de regifes fragmentadas.

Palavras-chave: Genética da conservacdo, espécie endémica, genética de
populactes, diversidade genética, microssatélites, perda de habitat, conectividade
funcional, ecologia da paisagem.
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ABSTRACT

Seed pollination and dispersal events are fundamental stages of the
reproductive cycle of plants, however changes in landscape configuration may
modify the behavior and even abundance of the main functional groups vectors of
reproductive events. Despite this it was detected that populations of Virola
officinalis, endemic species of the south of Bahia, are suffering with the reproductive
isolation. The present research was developed to evaluate the gene flow and
genetic diversity in individuals of V. officinalis distributed in distance classes for six
populations in a forest cover gradient on the landscape scale. The results showed
four cases in which the average value of genetic structure observed was higher
than expected for individuals in a distance class, however the relationship between
the amount of forest in the landscape and the genetic metrics presented low
significance for most of the variables used. The observed heterozygosity showed a
significant relation with the amount of habitat, however the values suggest a level of
genetic diversity that favors the maintenance of the species in the landscapes
sampled, probably influenced by the action of generalist habitat dispersers and
pollinators that can use the resources offered by the Even in low habitat
landscapes. These findings suggest that the gene flow of these populations is being
maintained despite the process of fragmentation by reduction of forest cover, a
conclusion that demonstrates the potential of the species studied for the enrichment
of fragmented regions.

Keywords: Conservation genetics, endemic species, population genetics, genetic
diversity, SSR, habitat loss, functional connectivity, landscape ecology.
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INTRODUCAO GERAL

Metade da biodiversidade existente no planeta esta concentrada nas
florestas tropicais. Essas florestas vém sofrendo impactos da acdo humana ao
longo da historia da ocupacéo de seu territorio. A conversdo de ambientes naturais
em areas destinadas a atividades antropicas provoca uma reducdo na quantidade
de habitats disponiveis e faz com que muitas espécies ndo consigam se adaptar
aos ambientes transformados. A degradacéo das florestas remanescentes, através
da exploracdo madeireira e cacga, por exemplo, € um fator que tem provocado a
simplificacdo da estrutura da vegetacdo e afetado negativamente a biodiversidade

das florestas (Lewis et al 2015).

A Mata Atlantica é a segunda maior floresta tropical do continente
americano, abrange a costa brasileira, do estado Rio grande do sul ao Rio grande
do norte, e se estende para o sul e leste do Paraguai e nordeste da Argentina.
Compreende um complexo mosaico com diferentes fitofisionomias em
ecossistemas associados nos quais as caracteristicas de relevo, clima e altitude
sao diversos (Rizzini 1963; Forzzaet al 2012). A Mata Atlantica representa um dos
principais hotspots em biodiversidade do globo pois tem elevados indices de
riqueza e diversidade de espécies numa regido severamente ameacada, bem como
alta taxa de endemismos associada a extensdo de 27 graus de latitude na qual se
distribui seu territorio (Myers et al 2000; Colombo e Joli 2010).

Orginalmente a Mata Atlantica ocupava uma area de aproximadamente 150
milhdes de hectares ao longo da costa brasileira (Metzger 2009). ApOs séculos de
exploragdo humana em seu territorio, a Mata Atlantica Brasileira foi reduzida a uma
pequena fracao representada por valores entre 7-8% do total original (SOS Mata
Atlantica 2005; Colombo e Joly 2010) e 11-17% de sua antiga extensao (Ribeiro et
al 2009). A regido Sul da Bahia manteve-se como uma das areas mais
conservadas de Mata Atlantica até meados do século 20 (Sambuichi 2003). A



urbanizacdo e a ocupacdo das areas de floresta para o desenvolvimento de
atividades agricolas, principalmente o cultivo de cacau, modificaram a paisagem da

regido em diversos aspectos.

A maioria dos remanescentes da Mata Atlantica compreendem pequenos
fragmentos, compostos de florestas de crescimento secundario em estagios iniciais
ou médios de sucessao, cuja extensdo nado ultrapassa 50 hectares (Ribeiro et al
2009). Aléem do tamanho reduzido, os fragmentos remanescentes de Mata Atlantica
estdo, em sua maioria, bastante isolados uns dos outros. As consequéncias
geradas pelo processo de reducao levaram grande parte da biodiversidade da Mata
Atlantica a condicdo de ameacada de extingdo, caracterizando esse dominio
fitogeografico como um dos mais ameacados do planeta e o indicando como

prioritario para conservacao. (Andren 1994; Pardini 2004; Ribeiro et al 2009).

A fragmentacdo de habitats refere-se a subdivisdo de areas originalmente
continuas, transformadas em pequenas manchas remanescentes, isoladas umas
das outras. O processo pode ocorrer naturalmente, através da acdo do fogo e dos
ventos, no entanto, a expansdo das atividades antropicas de exploracdo dos
recursos naturais € a sua principal causa (Wright 1974, Pickett e Thompson 1978;
Foster 1980; Burgess e Sharpe 1981; Andrén 1994). A literatura cientifica
envolvendo os efeitos da fragmentacdo de habitats € ampla, porém, a diversidade
de conceituacdes, metodologias e escalas espaciais utilizadas nas pesquisas
realizadas dificulta uma analise precisa dos seus resultados. Alguns autores
referem-se a tamanho da mancha, isolamento, cobertura vegetal, entre outras
caracteristicas, como elementos utilizados para mensurar a fragmentacéo (e.g.,
Golden e Crist 2000, Hovel e Lipicus 2001; Golden e Crist 2000; Hargis et al. 1999;
Robinson et al. 1995; Summerville e Crist 2001; Virgdés 2001). Enquanto outros
abordam a fragmentacdo e tais caracteristicas de forma distinta (Collingham e
Huntly 2000; Goodman e Rakotodravony 2000; Laakkonen et al. 2001). Fahrig
2003 aponta que uma analise imprecisa dos efeitos de cada um destes processos
pode ofuscar o fato de que impactos negativos gerados pela perda de habitat

excedem os efeitos da fragmentacgao do habitat (Fahrig 2003).

A reducdo de cobertura vegetal atinge a biodiversidade limitando a

disponibilidade de recursos e influenciando na capacidade de suporte das



populacdes (Fahrig 2002, 2003). Reduzir a quantidade de habitat disponivel tem
como consequéncia a reducdo da taxa de emigracdo e de mortalidade das
espécies. Pelo aumento da distancia entre as populac¢des, os animais tem seu fluxo
biolégico interrompido, o que prejudica os processos ecoldgicos dependentes deles
como a reproducdo das plantas matriz, potencializando os efeitos de presséo
endogamica e deriva genética, prejudicando eventos reprodutivos e colocando em

risco a diversidade genética de muitas espécies (Fahrig 2002; Montagna 2014).

Os primeiros estagios da perda de habitat poderdo causar o declinio de uma
populacdo. O ponto de mudanca drastica na populacdo ou comunidade, em um
rapido intervalo de alteracdo na porcentagem de habitat para a espécie alvo é
considerado um limiar ecolégico (Zuckerberg e Porter 2010; Fahrig 2003). Muitas
pesquisas tem sido realizadas com o intuito de analisar a relacdo entre a
quantidade de habitat na paisagem e a riqueza, abundancia e diversidade de
grupos taxondmicos como aves (Adrén 1994; Radford et al 2005), pequenos
mamiferos ndo-voadores (Pardini et al 2010), Myrtaceae (Rigueira et al. 2013),
Arecaceae (Oliveira 2013), Sapotaceae (Lima e Mariano-Neto, 2014) e Rubiaceae
(Andrade 2013). A perda de habitat é apontada como agente responsavel pela
reducdo substancial no nimero de espécies em diversas paisagens estudadas.
Contudo, as relacbes entre a resposta biolégica e o montante de habitat na
paisagem podem apresentar tanto respostas lineares, quanto podem evidenciar
relacbes nado lineares em algumas paisagens sobre pressdes antrépicas
(Lindenmayer e Luck 2005).

No que se refere ao limiar para diminuicdo de diversidade de plantas, pode-
se adotar uma abordagem frente a longevidade dos individuos arboreos. Devido ao
longo periodo de vida apresentado pela maioria das espécies de arvores, ainda
que o processo de perda de habitat possa influenciar fatores como a polinizagéo e
dispersdo de sementes de uma populagdo, havera individuos adultos cuja
presenca precede esse acontecimento. Portanto, é possivel que mesmo que seja
observada uma alta diversidade genética, a manutencdo dessa caracteristica pelas
geracOes seguintes esteja inviabilizada (Lindenmayer e Luck 2005; Drinnan 2005).
A compreensédo de fatores como a relagcéo entre fluxo génico e adaptacéo local, a

configuracdo das subdvisdes em populacdes e a distribuicdo espacial da variagcéo



adaptativa, entre outros, traz subsidio para embasar a escolha de melhores areas

destinadas a conservacéao (Storfer et al 2010)

A genética da paisagem € um recente campo interdisciplinar de investigacao
que integra dados e métodos relacionados a ecologia da paisagem, ecologia
espacial, geografia e genética de populagbes (Manel et al 2003). Estudos com
abordagem de genética da paisagem possibilitam compreender como
caracteristicas da paisagem (fragmentacédo, perda de habitat, qualidade da matriz)
influenciam nos processos de fluxo génico e, por consequéncia, na distribuicdo da

variabilidade genética no espaco (Storfer et al 2010; Holderegger et al 2010).

A relacdo entre aspectos genéticos descritivos da populacdo e as
caracteristicas da paisagem (e.g. conectividade entre as manchas e
permeabilidade da matriz) pode ser utilizada para medir o fluxo génico entre
populacdes e o parentesco entre individuos. Ao comparar estes aspectos obtidos
em paisagens com diferentes qualidades de matriz ou num gradiente de
disponibilidade de habitat pode-se enxergar o efeito do isolamento por distancia
(IBD) ou da reducao de habitat (Holderegger e Wagner 2008).

Virola officinalis é uma espécie arborea endémica do sul da Bahia,
conhecida popularmente como Bicuiba Branca, que apresenta populacfes em
situacdo de isolamento reprodutivo (Bittencourt et al 2013). A falta de fluxo génico
entre populagdes e a proximidade de parentes, promove 0 aumento na taxa de
eventos endogamicos. Essa situacdo favorece que as propor¢cdes de alelos néo se
mantenham constantes ao longo do tempo (Ritland 1990). Utilizando a medida de
correlagcdo nas frequéncias alélicas para um locus em pares de individuos é
possivel obter um estimador de parentesco para avaliar se o parametro aferido esta
ou ndo de acordo com o esperado para os individuos em categorias de
espacializacdo, de modo que individuos inseridos em regides com menor
guantidade de habitat terdo maior fluxo génico local e menor fluxo génico regional,
portanto um valor de parentesco mais elevado do que aquele presente em

populacdes inseridas em areas com maior quantidade de habitat (Louiselle 1995).

O presente estudo foi concebido a fim de avaliar o grau de parentesco e
diversidade genética em individuos de V. officinalis distribuidos em classes de

distancia para cada populacdo em um gradiente de cobertura florestal, avaliando o



impacto causado pela reducdo da cobertura florestal na estrutura genética espacial

de populacdes inseridas em fragmentos de mata da regido sul da Bahia.

Investigar o comportamento da estrutura genética espacial em tais
condicbes trard novas evidéncias que auxiliardo a elaboracdo de estudos
adequados para a conservagao de fragmentos ameagados e na regeneracao de
areas degradas, uma vez que a V. officinalis enquadra-se na categoria de espécie

pioneira e endémica.

A fim de testar a hipGtese estabeleceram-se 0s seguintes objetivos

especificos para este trabalho:

a. Verificar a distancia de parentesco médio em populacbes de V.
officinalis presentes em um gradiente de cobertura florestal na

escala da paisagem,;

b. Avaliar a relagdo o comportamento dos valores de distancia de
parentesco médio em relacdo a quantidade de habitat na

escala da paisagem.



REVISAO DE LITERATURA

Floresta Ombroéfila Densa do Sul da Bahia

No periodo da colonizagdo brasileira a Mata Atlantica representava
aproximadamente 15% do territorio nacional, abrangendo todo o leste do Brasil, se
inserindo no Paraguai e na argentina, figurando entre as maiores florestas tropicais
do mundo (SOS Mata Atlantica e C.l. 2005). Neste periodo a Mata Atlantica
brasileira correspondia a cerca de 13.953.849 km? (Ribeiro et al 2009), distribuidos
em 17 estados brasileiros: Alagoas, Bahia, Ceara, Espirito Santo, Goias, Minas
Gerais, Mato Grosso do Sul, Paraiba, Pernambuco, Piaui, Parana, Rio de Janeiro,

Rio Grande do Norte, Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Sdo Paulo e Sergipe.

A Mata Atlantica Brasileira consiste em um dominio heterogéneo que
comporta diferentes fitofisionomias e composicfes florestais, classificadas como
Floresta Ombrdfila Densa, Floresta Ombrdfila Mista, Floresta Ombrofila Aberta,
Floresta Estacional Semidecidual, Floresta Estacional Decidual, Manguezais,
Restingas, Campos de Altitude e Brejos Interioranos e enclaves florestais do
Nordeste (Rizzini 1963). A complexidade de fitofisionomias e ecossistemas
associados nos territérios da Mata Atlantica esté relacionada a grande amplitude de
mais de 27 graus de latitude sul, 25 graus de longitude leste, responsavel pela
grande variacdo na composicdo de solos e pelos indices de precipitacdo que
variam entre 1000 a 4000 mm ao ano (Leitdo-Filho 1982; Silva e Tabarelli 2000;
Céamera 2003).

A regido sul da Bahia esta inserida no dominio da Mata Atlantica, e comporta
ambientes classificados como Floresta Ombrofila Densa, manguezal ou restinga
(Da Fonseca 1985; Koeppen 1948; Bittencourt et al 2013). O municipio de Una, no

sul da Bahia, apresenta vegetacdo classificada como Floresta Ombrofila Densa,



perenofolia, com dossel de até 50 M, presenca de arvoretas, arboreas, arbustos,
samambaias, epifitas e bromélias (Gouvéa 1969). Os indices termo pluviométricos
sdo elevados, com chuvas bem distribuidas durante o ano, sem um periodo de
seca definido (Ellemberg, Mueller-Dombois 1956/66).0 clima na regido € do tipo Af
quente, apresentando precipitacdo anual superior a 1300 mm, concentradas nos
meses de janeiro a abril, outubro a dezembro e no més de agosto, sem um periodo
seco definido (Koeppen 1948; IBAMA/MMA 1998). As temperaturas anuais
apresentam variacdo entre 24°C e 26°C no verao e 18 °C no inverno (Mori et al
1983).

Os indices de rigueza e diversidade de espécies na mata atlantica sao
bastante expressivos para diversos grupos biolégicos. Estima-se que existam mais
de 20.000 espécies de plantas, 936 espécies de aves, 475 espécies de anfibios,
306 espécies de répteis e 263 espécies de mamiferos (Mittermeier et al 2004).
Uma parcela significativa das espécies distribuidas nas areas de Mata Atlantica sdo
endémicas, podendo atingir taxas entre 30% para aves a 44% em plantas
(Mittermeier et al 2004). Estudos realizados no Parque Estadual da Serra do
Conduru, no sul da Bahia, apontaram que podem ser encontradas até 454 espécies
de plantas lenhosas em um Unico hectare, indicando que a regido pode representar
a maior diversidade do mundo, considerando a relacdo de arvores por unidade de
area (Martini et al 2007).

Ameacas e importancia da Conservacao da Floresta Ombroéfila Densa do Sul
da Bahia

O processo de supressédo e exploracdo da Mata Atlantica teve inicio durante
a colonizagcdo europeia no Brasil (Dean 1995) e foi intensificado no comeco do
século passado, como consequéncia da utilizacdo de maquinario em detrimento da
mao de obra nas atividades exploratdrias. A reducdo da vegetacdo em diversos
territdrios do bioma resultou em sua fragmentacdo, de modo que atualmente mais
de 80% da floresta remanescente encontra-se disposta em manchas com menos

de 50 hectares cada, altamente isoladas umas das outras (Ribeiro et al 2009).

A urbanizacdo e a ocupacdo das areas de Mata Atlantica para o

desevolvimento de atividades agricolas modificou a paisagem em diversos



aspectos. A extracdo do Pau Brasil, 0 desmatamento de grandes areas de florestas
para a agricultura e pecuaria, a introducdo da cana de acUcar e outras
monoculturas, a mineracdo e diversos outros processos de uso da terra

acarretaram na reducgéo e fragmentacao da Mata Atlantica.

7

A reducédo de floresta na paisagem é um fator que atinge diretamente a
biodiversidade através da reducédo na disponibilidade de recursos, influenciando na
capacidade de suporte das populacdes (Fahrig 2002, 2003). O processo de
reducdo da Mata Atlantica tem uma série de estagios, o corte seletivo de espécies
com valor econbmico e o desmatamento com propdsito de criar pastos ou
monoculturas, alteram a cobertura vegetal e consequentemente a estrutura da
floresta, levando a formacédo de uma paisagem diversificada com diferentes niveis
de permeabilidade, o que causa o isolamento de popula¢cdes de fauna e flora nativa
(Jackson e Fahrig 2015).

Reduzir a quantidade de habitat disponivel tem como consequéncia o
aumento da taxa de emigracao e de mortalidade das espécies. O efeito de borda é
mais um dos fatores negativos acarretados pela fragmentacéo de florestas. Quanto
maior o nivel de fragmentacdo de uma area maior o efeito de borda observado.
Destacam-se entre esses efeitos distlrbios fisicos na vegetacdo e no solo,
mudancas em atributos abi6ticos como incidéncia de luz, aumento de temperatura
e exposicdo ao vento e o aumento na entrada de organismos, material (pdlen,
sementes, poluentes) e energia (Murcia 1995). Devido ao aumento do efeito de
borda que acompanha a fragmentacao, os habitats disponiveis em remanescentes
podem nao atender as necessidades das espécies de interior da floresta (Murcia
1995; Olifiers e Cerqueira 2006).

Ainda que existam restricdes legais envolvendo a préatica da caca, essa
atividade é desenvolvida em todo Brasil, tanto para fins de subsisténcia, quanto
para fins comerciais. A Mata Atlantica € um dos ambientes em que 0s prejuizos
provocados pela caca sdo mais evidentes. Diversos animais, principalmente
grandes mamiferos herbivoros ou frugivoros, que desempenham um papel
fundamental na dispersdo de sementes a longa distancia, na fertilizacdo do solo e
na renovacdo da floresta, sdo visados por cacadores. O impacto da caga

desenfreada representa uma ameaca de extingdo local para muitas espécies de



animais e promove uma reducdo na eficiéncia dos servicos ecolégicos prestados
pela floresta. Em areas onde as populacdes de grandes mamiferos sao reduzidas
ou desaparecem, as consequéncias podem envolver o desaparecimento de plantas
com sementes grandes, que dependem da existéncia desses animais para sua

disperséo (Cullen et al 2000).

s

Um fator que intensifica as ameacas a floresta atlantica é o fato de que
grande parte dos fragmentos estdo situados em propriedades privadas, o que
amplia a vulnerabilidade a disturbios, geralmente relacionados ao uso né&o
sustentavel do recursos disponiveis (Silva et al 2004) Um agravante para esta
situacdo é a falta de aprimoramento da legislacdo ambiental brasileira. As
determinacdes regidas pelo cédigo Florestal criado em 1965, o novo codigo
florestal aprovado em 2012 e as recentes decisdes judiciais envolvendo questbes
referentes a protecao dos remanescentes de mata atlantica nao garantem protecao
efetiva a este bioma. No que se refere as leis ambientais, o ordenamento juridico
brasileiro demonstra a falta de analises pautadas no conhecimento cientifico ja
produzido nas areas de ecologia e conservacdo (Metzger 2009; Panasolo 2013;
Covre e Clemente 2014).

Mesmo com a situagdo desfavoravel que enfrenta a Mata Atlantica
remanescente representa um dos principais hotspots em biodiversidade do globo,
pois apresenta elevados indices de riqueza e diversidade de espécies, bem como
alta taxa de endemismos (Myers et al 2000; Colombo e Joli, 2010). A importancia
biolégica da floresta atlantica e o crescente dano causado pela ocupacao
desordenada dos seus territérios caracterizam esse bioma como um dos mais
ameacados do planeta. Cerca de 60% das espécies categorizadas como
ameacadas de extincdo na lista oficial da fauna brasileira habitam a Mata Atlantica
(Pardini 2004).

A alta complexidade na estrutura da vegetagdo da paisagem caracteristica
dos remanescentes de Mata Atlantica no Sul da Bahia pode ser responsavel pela
grande diversidade biologica intrinseca ao bioma na regido (Faria et al 2009). A
rigueza e diversidade local de animais, fungos, vegetais somadas ao elevado

namero de endemismos indicam a regido como um hotspotem biodiversidade
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(Amorim et al 2005; Laurence 2009). Algumas areas, por exemplo, chegam a

apresentar 450 espécies de vegetais por hectare (Martini et al 2007).

A regido sul da Bahia teve como principal e mais expressiva atividade
agricola o cultivo de cacau (Theobroma cacao). As plantacdes de cacau foram
desenvolvidas principalmente através de um sistema popularmente chamado de
cabruca, que consiste na utilizacdo de arvores nativas para o sombreamento do
plantio. Além da preservacdo das espécies arbOreas caracteristicas da Floresta
Ombrdfila Densa, mantidas no sistema de producdo, a cabruca promoveu uma
conectividade entre plantacdes de cacau e areas de floresta. Essa conectividade
favoreceu a preservacédo do fluxo génico de diferentes espécies de vegetais, bem
como manteve a fauna capaz de explorar os recursos disponiveis nestes
ambientes (Sambuichi 2006; Faria et al 2009; Bittencourt et al 2013).

A crise do cacau, provocada por um fungo (Moniliophthora perniciosa)
causador da doenca vassoura-de-bruxa, culminou em uma crise econdmica
regional (Alves 2006). As grandes arvores nativas que sombreavam as cabrucas
nos remanescentes de Floresta Ombrofila Densa passaram a ser derrubadas por
madeireiros e servir como fonte de renda. A busca por madeira intensificou o
processo de desmatamento das areas de floresta na regido (Sambuichi 2003). A
demanda por celulose e a supervalorizacdo do Eucalipto como matéria prima
estimulou a substituicdo das cabrucas e demais cultivos de frutiferas por
plantacdes de eucalipto. O desenvolvimento dessa monocultura atingiu extensas
areas de Floresta Ombrdfila Densa no Sul da Bahia (Pereira e Lessa 2011;
Gongalves 2012). Arvores matrizes milenares das florestas da regido foram
perdidas nesse processo e todo o ecossistema foi afetado (Magnanini e Magnanini
2002).

Bittencourt et al (2013) analisaram a estrutura genética de quatro
populac6es de Virola officinalis distribuidos em remanescentes florestais dos
municipios de Una e Belmonte, situados no sul da Bahia. Sua pesquisa
desenvolveu e utilizou marcadores moleculares especificos que se mostraram
eficientes para estudos evolutivos e ecoldgicos envolvendo a espécie. A ferramenta
utilizada possibilitou testar a existéncia de relagbes entre a porcentagem de

cobertura vegetal das areas amostradas e a manutencdo dos recursos genéticos
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da espécie. Os resultados alcancados ndo apresentaram valores significativos no
que se refere a diversidade genética entre populacdes. No entanto, observou-se
gue a porcentagem de cobertura vegetal dos fragmentos poderia estar contribuindo
para a reducéo da diversidade génica e favorecendo a endogamia nos fragmentos

estudados.

Os dados de variados estudos apontam que o desenvolvimento de
cuidadosas estratégias de conservacdo e restauracdo da Mata Atlantica séo
necessarias e cada vez mais urgentes. Pesquisas sugerem que os esforcos
destinados a conservagdo da biodiversidade sejam direcionados prioritariamente
para as areas com cobertura florestal mais expressiva. Para os fragmentos com
menor porcentagem de cobertura florestal, € sugerido que sejam realizadas
melhorias que beneficiem as areas ao entorno (Ribeiro et al 2009; Bittencourt et al
2013). A criacdo de reservas legais de protecdo a natureza, expansao das areas
protegidas, o reflorestamento e a manutencdo de corredores ecoldgicos entre
fragmentos e sistemas agroflorestais de uso da terra, sdo essenciais para a

continuidade das espécies caracteristicas da Mata Atlantica (Ayres et al 2005).

Medidas protetivas para sanar a facilitacdo de acesso de cacadores e
extrativistas, atividades de conscientizacdo da populacédo a respeito dos prejuizos
da caca, melhoria na fiscalizacdo das areas protegidas, entre outras acdes, sédo
importantes para a preservacdo dos animais que vem sendo abatidos e
consequentemente para a manutencdo das espécies que se beneficiam da sua
presenca nos fragmentos florestais remanescentes de Mata Atlantica (Tabarelli et
al 2005).

A investigacdo da estrutura genética de espécies arblreas presentes nos
fragmentos de remanescentes de Floresta Ombrofila Densa do Sul da Bahia pode
ser utilizada como ferramenta para analisar a viabilidade e aptiddo de estratégias
de conservacdo, uma vez que as consequéncias provocadas pelo desmatamento e
perda de habitat para a habilidade evolutiva de populacbes destes fragmentos
podem ser bastante complexas (Aparicio et al 2011).

Estudos Ecolégicos em Escala de Paisagem
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O termo ecologia da paisagem foi usado pela primeira vez em 1939, por Carl
Trol, biblogo e gedgrafo alemdo que visava entender a complexidade dos
fendbmenos naturais. Em um encontro em Allerton Park, nos Estados Unidos, em
abril de 1983 a “Ecologia de Paisagem” foi implementada como uma nova disciplina
(Sanderson e Harris 2000; Turner et al 2001). A preocupacédo com os padrdes da
paisagem e dos seus condicionantes atribuiu a ecologia da paisagem o estudo da
estrutura, funcdo e mudanca nos elementos espaciais da paisagem ao longo do
tempo.

7

Paisagem é conceituada como um mosaico heterogéneo, interativo,
caracterizado por um observador que identifica pelo menos um fator determinante
da heterogeneidade e uma escala a ser considerada na investigacao (Ritter e Moro
2012). Esta é uma perspectiva da Ecologia de Paisagem que integra aspectos de
duas abordagens, a geografica e ecoldgica. Na abordagem geografica, que agrega
ciéncias sociais, geofisicas e bioldgicas, 0os processos analisados baseiam-se em
escalas espaciais. Nesta perspectiva, paisagem é o espaco modificado pela acéo
dos seres humanos. A abordagem ecolégica leva em consideracdo as
caracteristicas bioldgicas, principalmente relacionadas aos requisitos de area de
vida, alimentacao, reflugio e reproducdo de cada espécie ou comunidade analisada.
A paisagem é definida sob a oOtica de uma espécie que sente a heterogeneidade

espacial (Metzger 2001).

Estudos ecoldgicos em escala de paisagem tém como objetivo compreender
a estrutura, funcdo e dindmica de ecossistemas heterogéneos e interativos
(Metzger 2001). A partir da definicdo de determinada escala, realizam-se estudos
baseados na heterogeneidade espaco-ambiental, na ocorréncia e manutencao de
populacdes, comunidades e processos (Koblitz et al 2011). Como os habitats séo
diversos e espécie-especificos, é importante a determinacéo de escalas adequadas
e metodologias bem delineadas (Pivello e Metzger 2007; Bender et al 1998). A
maioria dos estudos em nivel de paisagem, realizados em florestas tropicais,
analisam principalmente os aspectos estruturais da paisagem como quantidade de
habitat, permeabilidade da matriz, distancia entre fragmentos, ou seja, grau de
isolamento e conectividade da paisagem (Faria et al 2009; Lopes 2009; Martensen
et al 2008; Ribeiro et al 2009; Tabarelli et al 1999).
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Através de simulacdes de paisagens com diferentes porcentagens de
cobertura florestal, Andren (1994) concluiu que a perda de habitat foi o principal
driver para a reducdo da riqueza de espécies dos grupos estudados. O referido
trabalho estimulou o desenvolvimento de pesquisas envolvendo diversos grupos de
animais e plantas, realizadas com o intuito de analisar a relacdo entre a quantidade
de habitat na paisagem e a riqueza, abundancia e diversidade em determinado
ambiente (Lima e Mariano-Neto 2014; Lindenmayer e Luck 2005; Montoya et al
2010). Estudos recentes com populagdes de aves (Radford et al 2005), pequenos
mamiferos nédo-voadores, grupos funcionais (Sasaki et al 2011) e varias espécies
arboreas (Montoya et al 2010) e taxa de plantas como Myrtaceae (Rigueira et al
2013), Sapotaceae (Lima e Mariano-Neto, 2014) e Rubiaceae (Andrade 2013),
apontarama perda de habitat como agente responséavel pela reducdo substancial

no nimero de espécies nas paisagens estudadas.

Conforme indicado por Lindenmayer e Luck (2005), os estudos envolvendo a
relacdo entre a resposta bioldgica e o montante de habitat na paisagem podem
apresentar resultados altamente variaveis. Tanto respostas que apontam para uma
relacao linear, quanto evidencias da relacdo nédo linear entre a resposta biologica e
o montante de habitat podem existir em algumas paisagens sobre pressoes
antropicas (Lindenmayer e Luck 2005). Considerando que as espécies podem
responder aos disturbios ecologicos de diferentes formas, € dificil definir qual
abordagem é mais indicada para avaliar a perda de habitat e identificar o quanto de
habitat € necessario para manter popula¢gdes, comunidades ou interacdes em um
determinado ambiente (Fahrig 2001). Os valores minimos de cobertura florestal
dentro de uma paisagem sdo o cerne da hipotese do limiar ecolégico para a
persisténcia de grupos nos ambientes florestais e a sua identificacdo € um dos
grandes objetivos dos estudos de Ecologia da Paisagem.

Considera-se como limiar para um processo ecolégico o ponto de mudanca
drastica na populacdo ou comunidade em estudo, em um répido intervalo de
alteracdo na porcentagem de habitat para a espécie alvo (Zuckerberg, Porter 2010;
Fahrig 2003). Segundo esta hipdtese, acima de determinado montante limite de
cobertura florestal ocorre uma perda linear do componente bidtico estudado, e
abaixo dele ocorre uma perda brusca deste mesmo componente (Radford et al

2005). A pesquisa de Andrén (1994), através de simulac¢des, indicou um ponto de
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colapso para a riqueza de aves e mamiferos girando em torno de 10 a 30% de
cobertura de habitat na paisagem. Este estudo abriu as portas para outros
trabalhos realizados com o objetivo de identificar a existéncia do ponto critico para
a persisténcia de muitas espécies. Os valores de limiar sdo ferramentas
importantes para a analise de problemas ambientais e podem facilitar a gestdo dos
recursos naturais, auxiliando a capacidade de prever o comportamento dos
ecossistemas no futuro (Groffman et al 2006). Contudo, é necessario que 0
processo de andlise e identificacdo do limiar sejam conduzidas de forma rigorosa,
uma vez que quaisquer erros estatisticos no desenvolvimento da avaliacdo podem
comprometer a deteccdo e utilizacdo do valor de limiar nos sistemas naturais
(Ficetola e Denoél 2009).

Fatores Genéticos

A genética da paisagem € um recente campo interdisciplinar de investigacao
que integra dados e métodos relacionados a ecologia da paisagem, ecologia
espacial, geografia e genética de populacdes (Manel et al 2003). Compreende
pesquisas que visam quantificar explicitamente os efeitos da composicéo
paisagistica, configuracdo e qualidade da matriz no fluxo genético e variagédo
genética espacial (Storfer et al 2007) combinando dados genéticos da populacéo,
adaptaveis ou neutros, com dados relacionados a estrutura da paisagem
(Holderegger e Wagner 2006). Um diagndstico sobre os processos e padrbes de
fluxo génico e a dinamica populacional, obtidos através da andlise genética da
paisagem, pode interferir no destino evolutivo das espécies (Funk e Murphy 2010),
principalmente no que se refere a conservacao dos recursos genéticos de espécies

endémicas ou ameacadas de extincdo (Sommer et al 2013; Baguette et al 2013).

As consequéncias genéticas da fragmentacdo de habitats em espécies
vegetais tém sido avaliadas em diversos estudos recentes (Bittencourt, Sebbenn
2008; Gaiotto et al 2003; Tarazi, Mantovani, Reis 2009; Young, Boyle, Brown
1996). Os resultados indicam que o processo de fragmentacdo promove uma
reducdo imediata no numero de alelos, associada a uma redugdo no tamanho
populacional. Dessa forma, a falta de conectividade entre fragmentos favorece a
fixacdo de alelos e, consequentemente, podera colaborar para a diminuicdo da
diversidade genética em espécies arboreas (Cascante et al 2002; England et al



15

2002; Bizoux et al 2009). A genética da fragmentacéo florestal sugere que durante
o processo de fragmentacdo, a perda genética ocorrida com a diminuicdo da
populacdo pode variar conforme o nivel de reducdo da populacdo original. Além
disso, caracteristicas de crescimento espaco-temporal da espécie, sistemas de
reproducdo e distribuicho agregada ou ndo dos individuos na populacao,
mecanismos de dispersédo e polinizacdo, somados aos efeitos de perda de habitat,

também serdo determinantes (Bacles e Jump 2010).

O conhecimento sobre a estrutura genética e o fluxo génico dentro e entre
populacbes € um elemento chave para prever as consequéncias genéticas
causadas pela fragmentacdo (Bittencourt, Sebbenn 2008). A estrutura genética
espacial (EGE) pode ser entendida como a distribuicdo homogéneas dos alelos e
genadtipos no ambiente, de forma a aproximar geneticamente os individuos de uma
determinada populacdo (Farias 2010). A EGE esta relacionada com aspectos da
biologia reprodutiva e com o parentesco existente entre os individuos e processos
evolutivos e ecoldgicos, como dispersdo, competicio e heterogeneidade do
ambiente podem influenciar nos padrdes de distribuicdo espacial de uma

populacao (Loveless e Hamrick 1984).

Alguns estudos focados na andlise da estrutura genética dentro de
populacbes de espécies arbéreas ndo detectaram EGE nas populacdes
amostradas (Doligez e Joly 1997, Epperson e Alvarez-Buylla 1997), outros
indicaram fraca estrutura a curta distancia (Loiselle et al 1995, Jones e Hubbell
2006), enquanto outros revelaram a EGE nas populacdes das espécies analisadas
(Ueno et al 2000; Dutech et al 2002; Martins et al 2006). Tanto fatores ecoldgicos e
genéticos operando nas populacdes naturais, quanto a diferenca nos métodos de
amostragem espaco-temporal e procedimentos de analises estatisticas podem ser
determinantes para a variagdo observada (Smouse e Peakall 1999; Vekemans e
Hardy 2004).

A utilizacdo de marcadores moleculares, principalmente os codominantes e
polimoérficos microssatélites, € indicada como uma eficiente ferramenta para a
obtencdo de informacbes sobre a genética de populacdes (Manel et al 2010;
Storfer et al 2010). Microssatélites sdo pequenas sequéncias repetitivas de 1 a 6

nucleotideos, inseridos entre regibes génicas especificas e preestabelecidas



16

(Maguire et al 2001; Nybom 2004). Tais marcadores sao considerados
evolutivamente neutros e classificados como instaveis no genoma, capaz de gerar

locos polimérficos, interessantes para o estudo de populacées (Zucchi 2002).

A andlise dos dados obtidos através da utilizacdo de marcadores pode ser
desenvolvida sob diferentes abordagens cientificas. Marcadores permitem avaliar a
dispersdo dos genes através de abordagens indiretas como comparacdes de
frequéncias alélicas entre populacbes, ou na reconstrucdo de arvores
genealdgicas. A analise de paternidade em eventos recentes de dispersao é
utilizada na abordagem direta de parametros de disperséo (Avise 2010; Bittencourt
et al 2013). Apesar da comprovada eficacia para estudos genéticos o
desenvolvimento deste marcador molecular deve ser individual para cada espécie
que se pretende analisar. Essa técnica é realizada através do sequenciamento

gendmico de regides ricas em DNA repetitivo (Wright et al 1995).

A falta de conectividade, causada pela auséncia de vetores reprodutivos que
promovem o fluxo de pélen e sementes (e.g. polinizadores e dispersores), entre
fragmentos pode contribuir para perda de diversidade genética em espécies
arboreas (Martins et al 2008; Bizoux et al 2009). Investigar a estrutura genética das
espécies existentes nos remanescentes florestais, resultantes da fragmentacao e
perda de habitat, constitui um importante instrumento para fins de conservacao,
afinal o processo de fragmentacdo podera resultar em diferentes e complexas

consequéncias para a estrutura genética de plantas (Aparicio et al 2011).

Virola officinalis Warb. (Myristicaceae)

A familia Myristicaceae comporta espécies de caracteristicas gerais
consideradas primitivas entre as angiospermas vivas (Rodrigues 1980). A familia é
pantropical e dos 21 géneros que abrange, apenas nove ocorrem nas Américas,
sendo cinco destes distribuidos na América do Sul (Compsoneura, Iryanthera,
Osteophloeum, Otoba, Virola). As espécies que compdem a familia sédo, em geral,
arvores medianas, arvoretas e arvores de dossel, com raras excecbes para
arbustos. Dentre os caracteres diagnosticos da familia Myristicaceae destaca-se
caracteristicas peculiares como: Tronco com entre-n6s bem definidos; casca do

tronco, quando cortada ou ferida, exsudando seiva avermelhada em geral
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abundante e translicida que em contato com o ar se oxida, passando a vermelho
(exceto em Osteophloeum Warb.); folhas coriaceas, inteiras e sem estipulas;
peciolo profundamente canaliculado; filotaxia alterna, distica (Ribeiro 2009).
Infrutescéncia pendunculada; frutos subglobosos ou oblongos carenados ou lisos,
pericarpo variante de fino a espesso e lenhoso, arilo ou sarcotesta coloridos e
brilhantes e mesocarpo relativamente carnoso, rico em lipidios, coriaceo, castanho,
com 2,52mm de espessura; Placenta¢cdo basal, livre, monospérmica e disperséo de
sementes zoocorica (Cardoso et al 1994; Gurgel et al 2006; Lenza e Oliveira 2006;
Galett et al 2000; Howe 1981; Russo et al 2004; Howe e Kerckhove 1981;
Rodrigues 1980)

O género Virola, integrante da familia Myristicaceae, comporta cerca de 35
espécies descritas no mundo. Essas arvores ocorrem em areas com alta
luminosidade como clareiras, trilhas capoeiras e areas abertas (Rodrigues 1980)
Bittencourt et al 2013). As diferentes espécies distribuem-se em regides da Hiléia
Amazobnica, Florestas Costeiras e Cerrados, no entanto ha diferenca na
composicdo de espécies registradas na Floresta Ombrofila Densa da Mata
Atlantica em relagdo as que ocorrem na Bacia Amazonica (Paula e Soares 2011;
Lorenzi 1949; Rochelle et al 2011) .

Diversas formas de utilizacdo sdo apontadas para diferentes espécies do
género Virola. indios de algumas tribos Amazdnicas fazem uso do "rapé" preparado
da resina da casca de Virola theiodora ,V. elongata e V. calophylla para fins
aluncinégenos. A andlise dos compostos presentes nestas plantas comprovou a
sua eficécia para atividades desta natureza (Schultes e Holmstedt 1969). As folhas
de Virola surinamensis sao utilizadas para a producédo de cha indicado contra as
cllicas; A casca cozida tem funcdo de limpeza e cicatrizacdo de ferimentos
Segundo (Le Cointe 1947); A resina € usada contra erisipelas; Dos frutos é extraido
uma espécie de sebo empregado na fabricacdo de sabdo e velas. Por conta do alto
teor de nitrogénio, os residuos do material gorduroso da Virola sdo utilizados como
ragdo para bovinos, suinos e aves, além de atuar como adubo quando misturada

com cinzas (Rodrigues 1972).

A madeira das arvores do género Virola € indicada como um material facil de

se trabalhar, sendo usada em larga escala na fabricacdo de caixas, méveis, urnas
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funerarias, palitos de fosforos, compensados, laminados. Os restos de producao
podem ser utilizados no preparo de papéis Kraft de alta qualidade, além de ser uma
boa fonte de celulose. As madeiras de Virola sdo representantes da classe de
madeiras leves a pesadas (0,40 a 0,78 g/cm?3), s&o brilhantes e macias e
apresentam alburno de modo geral € de cor creme, textura fina a média, gra

regular (fio regular), insipida e inodora (Loureiro et al 1989).

Nos ambientes de cabruca do sul da Bahia a Bicuiba, nome popular da
espécie Virola officinalis na regido, é uma das arvores tradicionalmente utilizadas
como fonte de sombras para as plantacdes de cacau. Essas arvores constituem
uma fonte de recurso nutricional e sua presenca favorece a fauna local associada

as areas que ocupam (Oliveira Junior, Cabreira 2011).

Virola officinalis € uma espécie arborea semidecidua, helidfita e lenhosa,
endémica da mata atlantica. A espécie pode atingir 25 M de altura e ultrapassar
rapidamente o dossel de arvores mais antigas. A Bicuiba desenvolve-se em locais
com muita luminosidade (Rodrigues 1980) e sua utilizacdo € adequada para
sistemas agro florestais (SAF) podendo ser explorada na producéo de derivados de
madeira, como elemento paisagistico, em acdes de reflorestamento e recuperacéo

de areas degradadas, entre muitas outras possibilidades (Carvalho 2003).

Dentre as caracteristicas especificas de Virola officinalis destacam-se a
presenca detricomas em toda a planta, em qualquer estagio de desenvolvimento,
com caracteristicas e durabilidade diferentes de outras espécies do género
(Rodrigues 1980). As folhas séo classificadas como disticas, simples, alternas de
margem inteira, oblongas ou elipticas, pecioladas, com apice frequentemente
acuminado ou cuspidado, com comprimento de até 50 cm. (Rodrigues 1980;
Moraes; Domingos 1997). Virola officinalis apresenta semente de testa lisa, fina e
quebradica e endosperma ruminado; Embrido perecivel, constituido por
endosperma subereto livre (Rodrigues 1980). O seu fruto é simples, unicarpelar,
monospermo e carnoso, abre-se como um foliculo, em duas valvas (Gurgel et al
2006; Cardoso et al 1994). O pdlen tem formato triangular, com arestas
arredondadas e pode variar entre 22 e 27,5 um de comprimento ou diametro
(Floriano 2004; Jahnel 2008).
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Jardim e Mota (2007) sugerem que o género Virola é efetivamente
polinizado por dipteros, existindo possivel co-evolucdo entre dipteros e
Myristicaceae. A visita de agentes polinizadores repetidas vezes é facilitada pelo
fato de que as flores de V.officinalispermanecem abertas durante todo o tempo de
floracdo (antese diurna e noturna) (Gurgel et al 2006; Sauquet 2003). Sao
escassas na literatura informacdes sobre a dispersédo de sementes de V. officinalis,
mas sabe-se que seus frutos sdo procurados por grandes aves, como tucanos,
além de outros animais que os utilizam como recurso alimentar e atuam como

dispersores (Bittencourt et al 2013).

A Bicuiba é uma espécie endémica da Mata Atlantica da regido Sul da
Bahia. Apesar de importantes estudos focados na espécie terem sido realizados na
regido (E.g. Rodrigues 1980; Barreto 2007; Bittencourt et al 2013) o conhecimento
produzido sobre a espécie ainda € limitado. A escassez de informagdes disponiveis
na literatura cientifica € um indicativo da importancia e necessidade de pesquisas

de abordagens diversas sobre a espécie
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MATERIAL E METODOS

Area de estudo

As pesquisas propostas dentro do programa SISBIOTA na UESC foram
conduzidas em manchas de floresta ombrofila densa proximas as cidade de Una e
Belmonte, na regido sul do estado da Bahia. Suas caracteristicas vegetacionais
sdo: predominancia de angiospermas lenhosas, 1.500 mm de indice pluviométrico

anual médio e com temperatura média anual de 24 °C (Mori et al 1983).

Desenho Amostral

A rede de pesquisa do programa SISBIOTA, por meio de intensivo esforgo
de campo, identificou grandes manchas de Floresta Atlantica consideradas como
representativas para investigacdes acerca desse bioma. As areas de amostragem,
localizadas entre o rio de Contas e o rio Jequitinhonha, foram selecionadas pela

relativa homogeneidade de seus aspectos edaficos, topogréaficos e ecoldgicos.

Através da visualizacdo por imagens de satélite (QuickBird e WorldView, de
2011), foram selecionadas é&reas inseridas em manchas de floresta (Figura 1).
Garantiu-se que as areas ficassem distantes entre si pelo menos 1 KM e a partir de
um ponto central foram tracados buffers de 2 KM onde os individuos de V.
Officinalis foram coletados por busca ativa, favorecendo individuos distantes entre
si com o objetivo de capturar maior diversidade genotipica, para cada buffer foi
calculada uma estimativa da porcentagem de cobertura florestal (Figura 2). Além
disso, manchas proximas a grandes areas de floresta foram excluidas para evitar

gue o efeito de fonte interferisse em medidas ecolégicas.
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Flgura 1 Mapa da regido entre 0S municipios de Una e Belmonte BA.
icones de arvore indicam os sitios de coleta seguidos de seus valores de

porcentagem de cobertura florestal.

Figura 2 Exemplo de metodo de coleta num buffer com
didmetro de 2 KM representado com circulo de linha
solida.

Os sitios foram diferenciados de acordo com a quantidade de floresta
presente na paisagem amostrada com o objetivo de avaliar populac¢des inseridas
num gradiente de cobertura florestal. Acreditando que a variacdo na quantidade de
habitat possa mostrar uma variacdo na distribuicdo alélica e genotipica nessas

populacdes, as paisagens coletadas apresentaram o0s seguintes valores de
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cobertura florestal: 12%, 39%, 50%, 60%, 62% e 92%. Os sitios de coleta foram
selecionados em funcéo da presenca da espécie de estudo, acessibilidade e pela

porcentagem variavel de cobertura florestal.

A estrutura genética das populacdes amostradas foi investigada por
Bittencourt (2013). Seu produto de pesquisa, banco de dados genéticos e
geograficos, foram utilizados neste estudo. Em cada paisagem (buffer com 2 KM de
didmetro) foram amostrados 24 individuos jovens (CAP < 15 CM) através de busca-
ativa, um método de coleta utilizado para buscar o n populacional dentro da area
preestabelecida (buffer de 2 KM) e logo em seguida cessar o esforgco amostral.
Cada individuo foi georreferenciado, teve suas folhas coletadas e posteriormente
encaminhadas para o Centro de Biotecnologia e Genética na Universidade

Estadual de Santa Cruz, onde foram genotipados.

Uma vez que as ferramentas moleculares empregadas podem apresentar
falhas de anelamento ou amplificacdo do material genético, foi realizado o teste
para verificagdo de alelos nulos com atraves do software Micro-Checker
(Oosterhout et al 2004).

O software Micro-Checker testou a presenca de artefatos técnicos de
genotipagem que poderiam influenciar na precisdo de andlises estatisticas
baseadas na frequéncia de alelos nas populacdes, como os alelos nulos, dropoutse
stutters através da reamostragem de cada alelo através da simulacdo de Monte
Carlo (bootstrap), criando um intervalo de confianca da frequéncia esperada de

homozigotos e de heterozigotos para cada classe de tamanho de alelo.

O excesso de homozigotos para a maioria das classes de tamanho de alelo
no mesmo locos sdo um indicativo de presenca de alelo nulo (Oosterhout et al
2004). As genotipagens com menor quantidade de alelos nulos foram das areas
com 62 e 60% de cobertura florestal, que apresentaram dois loci com alelos nulos,
o locus 18 e 21 para a populacédo inserida na area com 60% de cobertura florestal,
e o0 locus 13 e 15 para a populacdo inserida na area com 62% de cobertura
florestal. As amostras oriundas das areas com 39 e 12% de cobertura florestal ao
serem genotipadas apresentaram os maiores valores de loci com alelos nulos, 5
para a populacéo inserida em 39% de floresta (12, 15, 17, 18 e 21) e 4 para a

populacao inserida em 12% de cobertura florestal (09, 12, 17 e 21).
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A partir desses resultados optou-se por excluir das analises genéticas os loci
microsstélites que tivessem apresentado alelos nulos em pelo menos metade das
populacdes genotipadas. Como consequéncia disso somente 6 loci foram utilizados
para calcular os valores de parentesco na analise de estrutura genética espacial
(Figura 3).

92% 62% 60% 50% 39% 12%

Virofi07
Virofi09
Virofil0
Virofil2
Virofil3
Virofil4
Virofil5
Virofil7
Virofil8
Virofi2l
Virofi22
Figura 3 Tabela de todos os loci contendo alelos nulos (em

preto) de acordo com a paisagem onde a populacdo
genotipada foi amostrada.

Analise de Dados

Os dados de diversidade genética das populacbes (riqueza alélica,
heterozigozidades médias observada e esperada e indice de fixacdo) foram obtidos
com o software GenAlEx (Peakall e Smouse 2006). Para verificar a significancia
dos indices de fixacao foi realizado o procedimento de permutacées sobre os locos
para cada classe de distdncia ao nivel de significAncia de 5% de probabilidade,

utilizando o método de jacknifing.

O numero efetivo populacional € uma medida genética com o poder de
explicar os padrbes de variagcdo genética huma populacdo ao longo do tempo
(Charlesworth et al 2003). Para avaliar essa métrica genética em cada uma das
populacdes amostradas foi utilizado o software NeEstimator v2.0 (Do et al 2013)
através do método de desequilibrio de ligacdo, uma vez que este € o método com
maior poder de precisdo para dados genotipicos obtidos a partir de marcadores

moleculares polimérficos como os microssatélites (Waples e Do 2010).
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Para a andlise de estrutura genética espacial foi utilizado o programa
SPAGEDI (Hardy e Vekemans 2002). A caracterizacdo da distribuicdo espacial dos
gendtipos dentro das populacfes foi realizada a partir das estimativas dos
coeficientes de coancestria recente (Fiy) com base em Loiselle et al (1995). Este
estimador mede a correlacdo nas frequéncias alélicas para um locus em pares de
individuos. Para os intervalos de confianca, valores médios do estimador foram
obtidos através da soma de todos os pares de individuos numa classe de distancia.
Esse resultado € combinado por locus para a obtencdo de uma medida de

estrutura genética espacial multilocus ponderada por seu indice polimérfico.

Essa analise foi realizada entre cada par de individuos dentro das classes de
distancia definidas automaticamente pelo software. Para testar a hipétese nula de
nao haver estrutura genética espacial foram realizados testes de significancia para
os valores estimados, utilizando o método de reamostragem jacknifing sobre a
localizacdo de cada gendtipo e sobre locos a fim de se obter intervalos de

confianca a 95%.

A relacdo entre as métricas genéticas (valores de diversidade genética e
parentesco entre individuos) e a porcentagem de cobertura florestal das paisagens
amostradas foi testada através da andalise dos modelos de regressao linear e nao-

linear, realizadas na plataforma R.
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RESULTADOS

Numero efetivo populacional

A analise do numero efetivo populacional pelo método de desequilibrio de
ligacdo é realizada através da estimativa de individuos presentes na populacdo em
geracdes anteriores. Os valores variaram de 97.4 para a populacdo inserida em
paisagem com 50% de cobertura florestal a 768.2 para a populacao inserida em
paisagem com 39% de cobertura florestal.

As andlises que apresentaram valores de erro amostral esperado maiores
gue o observado resultam numa estimativa de Ne negativo, o que normalmente é
interpretado como “infinito” pelo software, ou seja, o numero limitado de pais néao
provocou variagdo nas caracteristicas genéticas. Tal resultado foi encontrado para
as populacdes inseridas em paisagem com 92% e 60% de cobertura florestal.

Estrutura Genética Espacial

O coeficiente de coancestria médio para individuos presentes em classes de
distancia estabelecidas pelo software SPAGEDI apresentou valores observados

maiores que o esperado em quatro das seis popula¢des amostradas (Figura 4).

A populacdo inserida em paisagem com 62% de cobertura florestal
apresenta valores esperados de Fi; para todas a classes de distancia, individuos
mais proximo mostraram valores positivos de parentesco (a partir da segunda
classe de distancia) e individuos mais distantes (a partir da quinta classe de
distancia) mostraram valores negtivos de parentesco. Essa tendéncia ndo se
mantém para a populagéo inserida em paisagem com 12% de cobertura florestal,
onde valor positivo de parentesco pode ser encontrado em individuos distantes

entre si 587,5 m.
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A classe de distancia em que os valores de parentesco observado supera 0s
valores esperados varia bastante. E importante salientar que para a populacio
inserida em paisagem com 39% de cobertura florestal o valor de Fi; chega a 0.1,

superando qualquer outro valor obtido nas analises.
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Figura 4: Coeficiente de parentesco médio (eixo Y) entre pares de individuos amostrados em
classes de distancias geogréficas (eixo X) de seis populacdes de V.officinalis inserida num
gradiente de cobertura florestal no municipio de Una e Belmonte, BA.

Anélise estatistica

A analises do modelo de regressao linear apresentaram tendéncias para
todas as métricas genéticas avaliadas (Figura 5). O maior valor de r2 ajustado (0.77)
e o menor valor de p (0.01) foram encontrados na regressdo da heterozigosidade
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observada (Ho) com a porcentagem de cobertura florestal, um valor considerado

significativo.

O menor valor de r2 ajustado (0.047) e o maior valor de p (0.43) entre a
riqueza alélica (A) e a porcentagem de cobertura florestal. A andlise de regresséo do
parentesco médio dos individuos em seis populacdes encontrou uma chance de
34,48% da diferenca encontrada entre as populacdes amostradas pode ser devido a
outros fatores. Como o valor de p > 0,05 pode-se dizer que ndo houve diferenca
significativa entre as médias da medida de parentesco das paisagens avaliadas. Ja
o numero efetivo populacional (Ne) apresentou um valor de p préximo a 0.05,
sugerindo a existéncia de uma relacdo embora o baixo nimero de amostras nao

permita enxegar com clareza.
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Figura 5 Graficos de dispersdo com linha de tendéncia para o melhor valor de r2 ajustado testando a forca da
relacdo existente entre métrica genéticas (F — indice de fixacdo, Fu — Coeficiente de parentesco, Ho —
heterozigosidade observada, He — heterozigosidade esperada, A — riqueza alélica e Ne — tamanho efetivo
populacional)
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DISCUSSAO

A interrupgéo da relacdo mutualistica de polinizacéo e dispersdo de sementes
tem sido considerada uma dos maiores ameacgas da fragmentacdo de florestas
tropicais (Lovejoy et al 1997). Para uma populacdo vegetal persistir num habitat
fragmentado ao longo do tempo € imprecindivel que 0s organismos que exercem
funcdo de vetor reprodutivo e de dispersdo estejam presentes, evitando que a
populacdo sofra com o isolamento por distancia, efeito gargalo e depressao
endogamica, ocasionados por interrupcdes nas vias de fluxo génico (Crouzeilles et
al 2010).Tendo em vista a crescente exploracao de areas de floresta ombrofila na
regido sul da Bahia e a demanda por informacdes a cerca dos efeitos de supressao
vegetacional e interrupcdo da continuidade de habitat, esta pesquisa foi
desenvolvida com o objetivo dedetectar um padrdo no efeito da reducdo de
cobertura florestal sobre a distribuicAo dos gendtipos e alelos no espaco em
populacdes de V. officinalis estruturadas geneticamente e isoladas em fragmentos
de floresta, como foi observado em estudo anterior (Bittencourt et al 2013).

Apesar da hip6tese levantada a estrutura genética espacial nao foi
comprovadamente influenciada por alteracdes na quantidade de habitat disponivel,
embora existam valores de p muito préximos a 0.05 ndo mostrando relacao,
provavelmente devido a um n reduzido. Os resultados mostraram quatro casos de
valor médio de estruturacdo genética observado maior do que esperado para
individuos numa classe de distancia, no entanto tais eventos ndo estéo relacionados

estatisticamente com a quantidade de floresta na paisagem.

Nas paisagens com 39% e 50% de cobertura florestal os eventos de
parentesco observado maior do que esperado ocorreram na primeira classe de
distancia. A medida em que os individuos mais distantes foram comparados 0s

valores médios de parentesco voltaram a estar dentro do intervalo de confianca. Ja
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nas populacées amostradas em paisagens com 60% e 92% de cobertura florestal a
estruturacdo genética pode ser observada em classes de distancia variadas, 325,7
M para a primeira e 119,3 M para a ultima. As demais popula¢cdes amostradas
apresentaram coeficiente parentesco médio nas classes de distancia estabelecidas
dentro do intervalo de confianca, por isso as devem apresentar fontes de pélen e

sementes diversificadas (Hamrick eTrapnell 2011).

A analise do numero efetivo populacional mostrou que existe grande variacao
na quantidade de individuos em geracdes anteriores, mesmo para a populacéo
amostrada na paisagem com menor porcentagem de cobertura florestal (Ne de
158.4 na populacdo inserida em area com 12% de cobertura florestal). Sugerindo

gue essas populacdes possuiam diferentes densidade de individuos.

As populacgdes inseridas em paisagens com 90% e 60% de cobertura florestal
nao apresentaram variacdo nas caracteristicas genéticas causada por um numero
limitado de pais. Waples e Do (2010) discutem esses eventos, sugerindo que 0s
resultados genéticos sdo explicados por erro amostral uma vez que o célculo do Ne
€ realizado apds a subtracdo da variavel ‘erro amostral’ do valor empirico de ‘r?.
Esses valores séo influenciados diretamente pela quantidade da variacdo genética
capturada da populacdo durante a amostragem e pelo valor real de Ne da
populacdo. Desse modo grandes valores de Ne ou dados limitados podem, ao
acaso, gerar valores negativos de Ne que serdo interpretados pelo software como
“infinito” (Do et al 2013).

A partir das andlises de regresséo linear realizadas foi possivel observar que
as meétricas genéticas estimadas mostraram tendéncia a variar a medida que ocorre
reducdo na porcentagem de cobertura florestal. No entanto os valores de r? ajustado
sugerem que pouca variacao total € comum as variaveis observadas para a maioria
das métricas genéticas. Alem disso os valores de p (>0.05) mostraram que quase
todas as métricas apresentam relagbes que podem estar ocorrendo devido a outros
fatores que ndo aquele idealizado para esta pesquisa. Estes resultados sé&o
esperados para analises estatisticas em que ha um fendmeno a ser observado mas
o n ndo foi suficiente para detecta-lo, essa constatacdo se baseia no poder preditivo
da heterozigosidade observada que apresentou um valor de p significativo com

apenas seis amostras.
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Devido ao tamanho dos frutos produzidos por V. officinalis a sua dispersao é
dependente da atividade animal, principalmente aves capazes de utilizar esse
recurso. De modo contrario ao esperado para eventos de dispersdo abidticos, a
dispersédo zoocdérica € influenciada por padrdes de abundancia dos dispersores. A
intensidade dos eventos de competicdo por mobilidade dos frutos determinam a
intensidade da atividade de agentes dispersores, portanto em areas com menor
disponibilidade de recursos alimentares (e.g. sementes, insetos atraidos pelo odor
caracteristico das flores) haver4 uma menor intensidade de eventos de disperséo
(Hampe 2008).

O evento de dispersdo, ao ser mediado por organismos com grande
mobilidade, possui grande importancia ecolégica com a manutencao do fluxo génico
entre populacdes geograficamente separadas ou a colonizacdo de novas areas. No
entanto os padrOes de distribuicdo populacional resultantes da dispersao de
sementes e do recrutamento dos individuos séo limitados pelo comportamento dos
dispersores (Whelan et al 2008).

Trabalhos anteriores sugerem que € necessaria uma alta proporcao de
cobertura florestal para a persisténcia de aves dispersoras de sementes e a
manutencdo de processos de dispersao (Moran e Catterall 2014). No entanto a
grande variabilidade genética observada na populacdo em paisagem com 12% de
cobertura florestal e a estruturacdo genética da populacdo amostrada em paisagem
com 90% de cobertura florestal, na classe de distancia de 119,3 M, sugerem que tais
processos tem se mantido apesar da reducdo na quantidade de habitat disponivel e
evidéncias de seu enfraquecimento sdo encontradas apesar da grande quantidade
de habitat. Esse resultado contrasta com observa¢des in situ onde os principais
agentes dispersores de V. Officinalis (Ramphastos vitellinus, tucanos da familia
Ramphastidae) n&do foram observados nos locais onde as populacdes foram

amostradas (Morante-Filho et al 2015).

Como foi discutido por Martensen et al 2008, a capacidade das espécies de
utilizar manchas de habitat e atravessar areas de matriz varia de acordo com o
grupo funcional avaliado, sendo que aves tipicas de sub bosque (insetivoras,
onivoras e etc) sao afetadas exclusivamente pela conectividade, viés excluido deste

trabalho no delineamento amostral. Portanto o sucesso de individuos inseridos em
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areas fragmentadas depende de sua capacidade de utilizacdo de recursos e da

resiliéncia da populacédo (Martensen et al 2008).

Sekercioglu 2012 avaliou a diversidade funcional de aves em areas com diferentes
graus de antropizacao (floresta primaria, sistemas agroflorestais e areas agricolas) e
percebeu que frugivoros e insetivoros (especialmente aqueles de sub bosque, como
€ 0 caso de R. vitellinus) tem sua riqueza reduzida mesmo quando comparou
floresta primaria com sistemas agroflorestais. Além disso o sucesso de organismos
onivoros generalistas aumenta a competicdo por recurso uma vez que O0S
organismos especialistas ficam restritos aos fragmentos que habitam.Tais
observacbes permitiram concluir que a alteracdo no numero de espécies que
compunham as guildas troficas ndo necessariamente significa alterar a funcao
ecologica desses grupos. No entanto, € possivel observar que a simplificacdo da
paisagem (de floresta ou sistema agroflorestal para area agricola) resulta em
comunidades de aves menos especializadas e propor¢cbes de grupos funcionais

alteradas (Sekercioglu 2012).

Outra via de fluxo génico interpopulacional € o processo de polinizacéo, que
no caso de V. officinalis € realizado através da acdo de insetos das ordens
Coleoptera e Diptera (Cardoso et al 1994). Estes grupos sédo conhecidos como
polinizadores primitivos, nao-especializados e de mobilidade limitada. Por V.
officinalis ser uma espécie de sub-bosque é necesséario que os polinizadores atuem
através do voo, forma de deslocamento com maior gasto energético e que nem
sempre vale o gasto uma vez que, gragas a sua natureza generalista, 0s
polinizadores podem utilizar outro recurso de acesso mais facil (Kevan e Baker
1983).

De um modo geral a disponibilidade de recursos florais, mais do que a riqueza
de espécies, influencia positivamente a taxa de atividade polinizadora e isso se da
em funcgéo da grande quantidade de espécies generalistas que utilizam este recurso
(Hegland e Boeke 2006). O remanescente florestal da Mata Atlantica esta distribuido
em manchas e os efeitos da fragmentacdo em populacdes de plantas podem ser
sentidos com a reducdo da disponibilidade de recursos florais, o que provoca a
reducdo na atividade dos agentes polinizadores e a reducéo da quantidade de frutos

produzidos (Aizen e Feisinger 1994).
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Portanto as vias do fluxo génico de V. officinalis e a distribuicdo de alelos e
genotipos no espaco sao regulados pela proximidade de outros fragmentos (fator
isolado pelo desenho amostral do presente estudo) e consequentemente pela salude
da comunidade presente no fragmento. No entanto, pode ser notado um nivel bom
de diversidade genética para a espécie nas paisagens amostradas, provavelmente
influenciado pela acdo de dispersores e polinizadores generalistas de habitat que
conseguem utilizar os recursos oferecidos pela planta mesmo em condi¢gdes pouco

favoraveis a manutencao da biodiversidade.
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CONCLUSOES

O presente estudo observou que o0s servicos ecologicos de suporte
responsaveis por manter a heterogeneidade genética nas populacbes de uma
espécie da Mata Atlantica no sul da Bahia estdo sofrendo influéncia do recente
aumento da exploracdo de areas de floresta, isto ficou claro ao observar os padrbes
de parentesco nas populacdes em diferentes paisagens.

No entanto, a alta diversidade genética encontrada nos individuos inseridos
em paisagens com pouca quantidade de floresta e a alteracdo na distancia de
parentesco médio entre individuos variando de acordo com a quantidade de floresta
na paisagem em volta sugerem que a espécie estudada pode ser utilizada em
programas de reflorestamento e recuperacdo de areas degradadas pois tem alta
tolerancia a gargalos genéticos e estresses ambentais, além de ser lenhosa e
endémica.

Sugere-se que a espécie seja utilizada em reservas de reflorestamento com o
propésito de estabelecer conexdes entre fragmentos de vegetacdo e conservar
espécies de aves em habitats altamente fragmentados proporcionando assim a

manutengao da qualidade e quantidade de servigos ecossistémicos.
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