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RESUMO

Em vista das atuais taxas de destruicdo e fragg@mtdas florestas tropicais, as
populacdes vegetais estdo experimentando contrapdeseus tamanhos populacionais
e algumas espécies podem ser mais afetadas petastgtidade demografica e deriva
genética do que outras. Estudos que permitam esrtersl efeitos da fragmentacao
florestal sobre a genética de populacdes, bem codetineamento de estratégias para a
conservacaadn situ e ex situde espécies sao imprescindiveis. As espécies merq@é
Ficus (Moraceae) sao importantes nas florestas tropipais fornecerem recursos
alimentares a diversos grupos de vertebrados eegtabelecerem mutualismo com
vespas polinizadoras. Populagbes naturaifides citrifolia P. Miller e Ficus eximia
Schott, em fragmentos de florestas semideciduag&stado de Sao Paulo (Parque
Estadual Morro do Diabo - PEMD ~ 33.000 ha, Estd€éologica Caetetus - EEC ~
2.000 ha e Estacdo Ecologica de Ribeirdo Preto RFEE200 ha), foram amostradas
para avaliar se a reducao e a fragmentacao dehpbdem causar perda de diversidade
e modificacdes na estrutura genética em suas pgmdaCom o intuito de obter uma
ferramenta Ut no estudo de genética populaciomagrcadores microssatelites
desenvolvidos em espéciesfkieus foram transferidos e caracterizados lentitrifolia

e F. eximia Os resultados encontrados para as espéciastrifolia e F. eximia
permitiram inferir que a perda e a fragmentacadalgtat reduzem a riqueza alélica
dessas espécies. No entaritocitrifolia e F. eximiaapresentam elevada variabilidade
genética, auséncia de endogamia, presenca de abrlos e exclusivos em suas
populacées e uma alta distribuicdo da variabilidgeleética intrapopulacional. Esses
resultados séo reflexos do sistema reprodutivesgéate (alogamia) e da especificidade
e capacidade de vbo de suas vespas polinizadarasjispersaram gréos de podlen a
longas distancias. Além disto, espécies com paldores especializados e fluxo génico
mantido a longas distancias, como ocorre nas espéeFicus a fragmentacdo e o
isolamento fisico ndo impedem a troca génica, t&sdb em fertilizacdo. Desta forma,
ressalta-se a importancia da conservacdo de reommes florestais, mesmo em

paisagens muito fragmentadas.



ABSTRACT

Plant populations are experiencing reductions @irtpopulation sizes due to current
destruction and fragmentation rates of tropicak$ts. Moreover, some plant species
may be more affected by demographic stochastiay genetic drift than others.
Understand the effects of forest fragmentation @pupation genetics to drive strategies
for species conservation in- and ex situ is esaken8pecies of the genusicus
(Moraceae) are important in tropical forests byvptmg food resources to different
groups of vertebrates and showing a mutualistiaticiship with pollinating wasps.
Natural populations oFicus citrifolia P. Miller andFicus eximia Schott, in fragments
of semideciduous forests in S&o Paulo State (Pdtgtadual Morro do Diabo - PEMD
~ 33,000 ha, Estacéo Ecologica de Caetetus - EE@6 ha and Estacdo Ecologica de
Ribeirdo Preto, EERP ~ 200 ha) were sampled tosassbether both reduction and
fragmentation of habitat leave to loss of diversityd changes in genetic structure in
their populations. In order to broaden tools foudsing population genetics,
microsatellite markers developed for othEicus species were transferred and
characterized irF. citrifolia andF. eximia Results showed that the habitat loss and
fragmentation reduce allelic richnessFofcitrifolia andF. eximiapopulations. In spite
of this, F. citrifolia and F. eximia showed high genetic variability, no inbreeding,
presence of rare and exclusive alleles in theiruon and high intrapopulation
genetic variability. These results are due probablthe reproductive system of these
species (allogamy) and the long-distance and spsgecific agaonid wasp mediated
pollination. Moreover, in species with specializeadllinators and long-distance gene
flow, as observed ifricus fragmentation and habitat isolation do not prévgene
flow, resulting in fertilization. So, these resuleamphasize the importance of

conservation of forest remnants, even in highlginanted landscapes.
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1. INTRODUCAO GERAL

1.1  Efeitos genéticos da fragmentacao florestal

A fragmentacdo florestal € a modificacdo de umadgaextensdo de habitat em
areas menores, incluindo fragmentos de diferentasarthos, formas, grau de
isolamento, tipo de vizinhanca e historico de altées, o que compromete a
conservacao da diversidade biologica presentenéstas (Viana & Tabanez, 1996).

A avaliacdo das consequéncias da reducdo e isdiamd#® populacdes é
fundamental para predizer o destino de espéciedragmentos florestais e para o
planejamento efetivo de programas de manejo emepaguareas de floresta. Essa
avaliacdo € uma tarefa complexa, porque o efeitératanentacdo pode se estender
indiretamente por meio de uma rede de interacOesespecificas e a mais critica
dessas interacOes talvez seja aquela que afetand@ete o sucesso reprodutivo das
espécies (Dutech et al., 2005; Ward et al., 20ab)processo de polinizagdo, por
exemplo, pode ser interrompido pela fragmentagé@edtal, mediante efeitos diretos e
indiretos nas plantas e polinizadores, resultami@ejuizos para as espécies vegetais,
tais como reducédo e isolamento de populacdes deaplae perda da variabilidade
genética (Murcia, 1996).

Dessa forma, a destruicdo de habitats e a congeqgfiagmentacéo de populagbes
naturais podem acarretar uma limitagdo evolutivia @& espécies que os compdem,
devido a perda de variabilidade genética e a redugicapacidade de adaptacdo as
mudanc¢as ambientais (Young et al., 1996). Taisaafes se refletem nos processos de
deriva genética, fluxo génico, selecdo e no sistdmaruzamentos (Couvet, 2002).
Sendo esses processos determinantes do grau dsidide genética na espécie, bem

como sua distribuicdo entre individuos e populagcésgrincipais efeitos genéticos da
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fragmentacdo florestal sdo a diminuicdo da divadedgenética nas populacbes e
espécies (Dayanandan et al., 1999; White et 89)1% mudanca na estrutura genética
populacional e o aumento da endogamia (Fuchs ef@0D3), que acarretam fortes
prejuizos as populacdes de espécies florestaisngreual.,1996).

Entretanto, as respostas das espécies vegetaisoeesgo de fragmentacdo sao
altamente variaveis, dependendo de suas caracsisgt das alteracdes ambientais
ocorridas (Lowe et al., 2005). Em algumas espédesplantas, por exemplo, foi
observado que a fragmentacdo ndo levou ao aumemtalivcergéncia entre as
populacbes, nem a redugdo na variagdo genéticaterohigosidade dentro de
populacées e nem nos niveis de fluxo génico ergrigagmentos (Young et al., 1993;
Sun, 1996; Gonzalez-Astorga & Nufes-Farfan, 200hjt&Vet al., 2002; Dick et al.,
2003). No entanto, a diversidade genética e a tastrypodem ser alteradas se a
fragmentacdo florestal modificar os padrdes deedsfim de polen e sementes (Foré et
al., 1992).

Sendo assim, € preciso entender a dindmica dadagéps nos remanescentes
florestais e sua interagdo com os elementos dag®is para que as praticas de manejo
e conservacao sejam eficientes. Em programas dge@gado e manejo de populacoes,
€ importante conhecer as variacbes de diversidadétiga e do fluxo génico em
populac6es causadas por fatores ecoldgicos e ausdpessa forma, ressalta-se que o
entendimento da ecologia das espécies torna-sarfiertal ao manejo e a conservacéo
adequados, principalmente para espécies, com@uerfis Ficus familia Moraceae),
que apresentam interacdes especificas (Weibler2) 20880 importantes a resiliéncia

de habitats alterados (Harrison, 2003).
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1.2  Significado ecoldgico do génetieicus

O género pantropicdricus €, dentro da familia Moraceae, o mais diverso, com
aproximadamente 800 espécies descritas (Berg, 1@83entro de distribuicdo do
géneroFicus esta na Asia com mais de 500 espécies (FinkeRf®f). O géner&icus
€ caracterizado por sua inflorescéncia, o siconi@ digo (Figura 1; Verkerke, 1989).
Os figos sao fechados apicalmente por bracteageseagam formato de uma urna
onde, no seu interior, estdo inseridas centenfisrés (Verkerke, 1989). A propagacao
natural das figueiras ocorre por meio de uma foer@maordinaria de polinizacao,
intimamente relacionada as vespas que as polinegague, em contrapartida, sdo

dependentes dos figos para completarem seu ciclmde

1cm

FIGURA 1 - Inflorescéncia do génefeicus o siconio ou figo, em forma de urna e
aberta apicalmente pelo ostiolo (1) que é formasmtaum conjunto de bracteas (2) que
dificultam a entrada de muitos organismos no laaefigo (3). Na parede do figo (4)
estdo inseridas as flores femininas (5) e as massu(6) que, nas espécies mondicas
amadurecem algumas semanas apos o surgimentmdEsfémininas caracterizando a
protoginia. Modificado de Weiblen (2002).
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A interagdoFicus — vespas do figo é considerada um dos exemplos exétiemos
de mutualismo entre planta e inseto, com evidérstifisientes para ser enquadrada no
conceito de co-evolucdo (Jousselin et al., 2003aibi&h, 2004). Em geral, a cada
espécie deFicus estd associada uma espécie de vespa polinizadpecifica da
subfamilia Agaoninae (Hymenoptera: Agaonidae; Remit970); porém, estudos mais
aprofundados mostram que excecdes a essa esplaciégparecem mais comuns do que
se supunham (Compton, 1990; Molbo et al., 2003).

Em uma populacdo de figueiras, a floracdo entrglastas ocorre de maneira
assincronica ao longo do ano; porém, o desenvohtime a maturacdo dos figos em
cada planta sdo normalmente sincronizados (Bransi€i92; Pereira et al., 2006).
Quando os figos séo jovens e as flores feminin&&o eieceptivas, vespas fémeas
acasaladas e carregando podlen (fundadoras) saimaatrgor substancias volateis
emanadas do interior do figo (van Noort et al.,.%498are & Compton, 1994; Gibernau
et al., 1997) penetrando-o através do ostiolo.&raé fundadoras polinizam as flores
femininas e depositam ovos nos ovarios de algurakes.dNa seqiiéncia, com poucas
excecoes, as fémeas morrem no interior do figous serpos permanecem no limen.
Durante as semanas seguintes, frutos (aquéniogssavolvem nas flores polinizadas e
larvas de vespas polinizadoras crescem em floresgnais ovos foram depositados,
formando galhas. Pouco antes do amadurecimentigaloos machos emergem de suas
galhas e vasculham o interior do figo em buscaalleag contendo vespas fémeas. Os
machos perfuram as galhas com suas mandibulaglamasom as fémeas antes de
emergirem e abrem cavidades na parede do figoogpasaape das vespas polinizadoras.
Logo apdés o acasalamento, as fémeas emergem dass,gabletam (espécies com
comportamento de polinizacdo ativa) ou simplesmegttebrem seus corpos (espécies

com polinizacdo passiva; Jousselin et al., 2008a) o podlen das flores masculinas
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recém amadurecidas e abandonam o sic6nio, recodwegaticlo em outra planta (Galil
& Eisikowitch, 1968; Ramirez, 1970; Bronstein, 1292

Galil & Eisikowitch (1968) dividiram o ciclo de desvolvimento do figo e das
vespas do figo em cinco fases (Figura 2): (1) praHfina, antes do amadurecimento
das flores femininas; (2)feminina, quando as flofemininas estdo receptivas a
polinizagdo e atrativas as vespas polinizadorgsin(8rfloral, quando os frutos e as
larvas das vespas estdo em desenvolvimento; (4uhves quando as anteras estao

maduras e a prole adulta das vespas emerge de galiaas e (5) pods-floral,

FIGURA 2 - Ciclo de desenvolvimento do figo e das vespafigionas fases: (1) pré-
feminina, (2) feminina, (3) interfloral, (4) masmad e (5) pés-floral. Modificado de
Ramirez (1970).
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apos a dispersao das fémeas acasaladas e carrdgaoéien, os figos amadurecem e
tornam-se atrativos a frugivoros. Nas florestapitais, os figos sdo recursos chave
para uma diversa fauna que contribui para a suzdks@stal e a resiliéncia de areas

degradadas (Harrison, 2003).

1.3 A polinizagdo enficus

As interacbes das plantas e seus polinizadores itpetma compreensdo de
processos ecoldgicos e evolutivos, sendo estas,dasgrincipais explicacdes para a
alta riqueza de espécies arboreas presentes mestdl tropicais. Tais interagfes tém
sido utilizadas como modelos em estudos de co-e&o|uluxo génico, na estabilidade
de comunidades e na evolugao do sistema sexudotlap (Bawa, 1990).

A reproducdo em plantas pode ocorrer por auto-izalpdo, polinizagéo cruzada ou
sistema misto, sendo estes dependentes do sistsmna sla planta ou espécie (dioicia,
monoicia, androdioicismo, ginodioicismo). A fecugéla cruzada entre individuos
diferentes (alogamia) € o modo de reproducdo predore nas comunidades vegetais
tropicais sendo que 76% das espécies arboOreaseafaes este tipo de reproducao
(Bawa, 1974). Em relacdo ao agente polinizadord@réna a zoofilia nas espécies
arbdreas, sendo os insetos 0s principais poliniread®awa, 1990).

Muitos insetos sdo polinizadores passivos, mas nalggrupos evoluiram
mecanismos sofisticados de polinizacao ativa (Godkasplus, 2003). Das interagdes
entre plantas e ponilizadores, as espécidiales sdo as que apresentam mecanismo de
polinizacdo mais sofisticado (Jousselin et al., 1208 polinizacdo ativa em vespas de
figo é caracterizada pela presenca de estrutura®ldgicas utilizadas para transporte

(bolsos de podlen) e coleta (pentes coxais) de giaopolen (Kjellberg et al., 2001,
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Weiblen, 2002; Nazareno et al., 2007). Cook et (2aD04) enfatizaram que na
polinizacéo ativa, no sistenkacus — vespas de figo, alguns aspectos comportamentais
devem ser identificados. As vespas devem colefasgde pdlen, colocando-os dentro
dos bolsos de pélen e depositando-os sobre as flemininas receptivas utilizando,
para isto, 0os pentes coxais. A perda de qualqueldasitomportamentos descaracteriza
a polinizagdo ativa. Estudos filogenéticos indicgue o mecanismo passivo de
polinizagdo é ancestral nas vespas de figo, masvamos casos houve perdas
secundarias do mecanismo ativo de polinizacao Iged et al., 2001; Jousselin et al.,

2003a).

1.4  Consegquéncias genéticas do mutualisrRicus — vespas do figo

A auto-fecundagéo nas espécies mondicas-ides €, usualmente, excluida em
funcdo da forte protoginia e sincronia no deserim@nto dos sicbnios. As espécies
ginodidicas deFicus sdo funcionalmente didicas e desta forma a awimfiacédo é
também excluida. A estrutura genética de coortesFems (progénies produzidas
simultaneamente em uma mesma safra) é fortemefgecntiiada dependendo do
namero de arvores doadoras de pdlen e pelo nunmereespas polinizadoras que
colonizam um unico figo. As flores de um figo sgeralmente, fertilizadas por poucas
vespas e, desta forma, as progénies oriundas sagramde maioria, irmas-completas,
i.e., possuem 0 mesmo parentesco.

A freqiéncia de reproducdo de duas figueiras em wvmeama populacdo é
fortemente influenciada pela fenologia de floresmto e em menor grau, pela
proximidade espacial em funcdo da capacidade geerdi&o a longas distancias dos

polinizadores (Finkeldey, 2005). Investigacbes {jeag sobre o parentesco de
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sementes em sete espécies monoicafides na América Central, revelaram que
muitos dos aquénios desenvolvidos em um unico fiigam fertilizados por poélen
oriundos de diferentes arvores (Nason et al., 12988). Baseado nisso, 0 movimento
de pllen para as espécies Eieus estudadas, por estes autores, foi estimado em
distancias de 5,8 a 14,2 km. Estes resultados fpermiestimar a unidade reprodutiva,
i.e., area onde ocorrem trocas génicas entre platdasspécies décus que variou de
106 a 632 krh Areas maiores que 100 kmunca foram relatas para qualquer espécie
de planta investigada (Herre, 1996). Harrison (2@0Batiza que o transporte de graos
de poélen é facilitado pela dispersao das vespasizadoras mediada por correntes de
vento. Secundariamente, as substancias volateisnatas vespas em distancias curtas
da arvore com figos receptivos (Ware & Compton,41)9 Estes resultados indicam
gue as populacdes de figueiras, mesmo em paisédggnsentadas, podem permanecer
reprodutivamente viaveis devido a capacidade de asdongas distancias por seus
agentes polinizadores. Desta forma, conservar agmientos florestais se torna
importante ndo s6 para a manutencdo da diversigedética das espécies Bius

mas também para a conservacao de outras espéuliegieamente relacionadas.

1.5 As espéciebicus citrifolia P. Miller e Ficus eximiaSchott.

Ficus Tourn. ex. Linn. € amplamente distribuido pelagdes tropical e subtropical
do velho e novo mundo, e algumas regibes de clengpeérado (Berg, 1989). No
entanto, pode-se considerar que o niamero de espsgapere 1000, considerando a
auséncia de identificacdo de novas espécies ¢aadfalkoletas sistematicas em algumas
regides (Carauta & Diaz, 2002). Na regido neotapigcorrem 130 espécies de

figueiras, nos subgénerdostigmae PharmacosyceaO subgénertJrostigma secéo
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Americana compreende plantas mondicas que podem ocorreformaas de arvore e,
freqientemente, hemiepifita (Berg, 1989). Apresafdahabitos distintos e de ampla
ocorréncia, as espéciegus citrifolia (Figura 3, A-D) eFicus eximia(Figura 3, E-G),
ambas pertencentes ao subgémsnastigma foram estudadas nesse trabalho.

Ficus citrifolia € uma espécie de ampla distribuicdo geogréficarento nas
Américas do Sul e Central e, desenvolve-se bemrehieates degradados. A espécie
tem grande plasticidade ambiental, desenvolvendsedadamente no solo ou como
hemi-epifita em outras espécies arboreas ou sabrstracdes em centros urbanos.
Aparentemente, caracteriza-se como espécie pioresralo exigentes em luz, com
ciclo de vida curto e reproducéo inicial (L.F.M.dllto & R.A.S. Pereira, dados n&o
publicados).

Conhecida popularmente como figueira-brdvaeximiaé nativa do Brasil e ocorre
nas regides sul, sudeste, centro-oeste e nortdeinas Os individuos dé. eximia
normalmente apresentam o habito terricola, crescelitamente sobre o solo ou,
inicialmente, sobre troncos caidos, sendo mais ddnia em locais mais Umidos
(L.F.M. Coelho & R.A.S. Pereira, dados néo publeasd Pode ser caracterizada como
uma espécie secundaria, tolerantes a luz, com Vatayge acentuada e reproducao

tardia.



FIGURA 3 - Ficus citrifolia P. Miller (A-D) eFicus eximiaSchott (E-G).
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1.6  Estudos de diversidade genética com auxilio dercadores

Marcadores moleculares vém sendo utilizados enciespélorestais desde os anos
de 1980, quando as isoenzimas permitiram realizgrineiros estudos de sistemas de
cruzamento em pomares de sementes e produzir ami@s versdbes de mapas
genéticos de coniferas (Adams & Joly, 1980).

A andlise genética de espécies florestais progredin o advento das técnicas
modernas de biologia molecular, surgindo diversoétodos de deteccdo de
polimorfismo genético no DNA, usando-se marcadonedeculares. O polimorfismo
refere-se as diferencas nas seqiiéncias de nuelestiab longo da fita de DNA
observadas entre individuos (Ferreira & Grattapadi®95).

Diversas técnicas tém sido utilizadas para verifiaa variabilidade genética,
comecando com os marcadores RFRRgfriction Fragment Length Polymorphijsno
final dos anos de 1980 e inicio dos anos de 1980413 1991; Bradshaw, 1994; Byrne
et. al.,, 1995), em seguida pelos marcadores RAREhdom Amplified Polymorphic
DNA) (Carlson et. al., 1991; Grattapaglia & Sederof§94), AFLP Amplified
Fragment Length Polymorphigm(Gaiotto et. al., 1997; Marques et. al., 1998),
marcadores microssatélites (Rafalski et al., 1896pais recentemente, polimorfismos
de base individual (SNP) (Williams et. al., 2000,08n et. al.,, 2004; Gonzales-
Martinez et. al., 2006a).

Estes marcadores podem diferir quanto o tipo danger a abundancia dentro do
genoma, o nivel de polimorfismo e informacao geadtietectados, a especificidade dos
locos, a reprodutibilidade, os requerimentos t@se o investimento financeiro (Buso

et al., 2003).
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Entre os marcadores moleculares, o mais adequaddma&nte para estudos de
estrutura genética populacional sdo os marcadamEessatélites ou sequéncias simples
repetidas (SSR), que se tornaram uma ferramemtaalitonstrucdo de mapas genéticos,
em analise de paternidade, no fluxo génico, nondisiico de doencas, na investigacao
forense, em estudos ecoldgicos e na biologia dseteacdo (Chase et al., 1996). Além
disso, os marcadores microssatélites sdo os ndéitados nesses estudos, em razdo de
seu elevado contetdo informativo, por sua robuateditica, heranca codominante e

pelas altas taxas de transferibilidade entre espéBiorém, 2007).

1.7 Marcadores microssatélites

Os microssatélites sdo marcadores baseados emnsegliéurtas, de um a seis
nucleotideos, repetidas em série e com numerovehréncontradas no genoma dos
organismos vivos. Esses marcadores apresentamliantaxa de mutagao, variando de
10° a 10° por geracgdo, constituindo a classe mais polingrfite marcadores

moleculares conhecidos na atualidade (Ferreira&t&paglia, 1995; Eisen, 1999).

As mutacfes sdo causadas por alteracdes no nurasranilades de repeticdo,
sendo que a maioria dessas alteracdes resultadingas no nimero integral de copias
das unidades de repeticao (Eisen, 1999). Os modaexplicam estas alteracdes séo:
(1) permuta desigual entre as croméatides, resutand recombinacdo entre
cromossomos homologos que ndo foram alinhadostaoremte e, (2) o deslizamento
da DNA polimerase durante a replicacdo do DNA, §ue mais aceito, ocorrendo em
regides do DNA gue contém sequUéncias curtas regsetich série, ocasionado por uma
elevada taxa de erros de pareamento decorrentescmregamento” da fita durante a

replicacdo do DNA (Eisen, 1999).
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As unidades de repeticdo dos microssatélites s@inggnte mono, di, tri ou
tetranucleotideos. Muitos locos microssatéliteceki@alizados entre genes ou dentro de
introns, sendo extremamente abundantes (Engel é086). Devido a esta distribuicdo
preferencial nas regides ndo codificadoras, osassatélites podem néo sofrer acdo da
selecdo natural, o que os tornam um marcador \satedinte neutro muito Util para
estudos genéticos (Eisen, 1999).

Estes marcadores possuem todas as caracterisgegawkis como co-dominancia,
i.e, os alelos de um individuo heterozigoto sao distiveis quando visualizados,
neutralidade, multi-alelismo e estabilidade sufitéepara serem utilizados em analises
genéticas de populacdes tropicais (Zucchi, 200@n@ani et a] 2003) e temperadas
(Steinkellner et a] 1997).

Embora os microssatélites tenham se tornado umanfenta amplamente utilizada
em estudos de mapeamento genético e de fluxo géniaautilidade é limitada devido
ao alto custo e tempo para o desenvolvimento dgomlicleotideos sintéticos
(iniciadores) especificos. No Brasil, recentementsiciaram-se trabalhos de
desenvolvimento de microssatélites visando a @iz de estudos populacionais das
espécies florestaiSaryocar brasilensgCollevatti et al 1999),Swietenia macrophylla
(Lemes et a 2002), Ceiba petandra(Brondani et a] 2003), Oenocarpus bacaba
(Lepsch-Cunha et al2003), Copaifera langsdorfii(Gonela et al., 2005),Eugenia
uniflora (Ferreira-Ramos et al., 2008Lariniana estrellensigGuidugli et al., 2008).

No entanto, uma alternativa para eliminar o tempas edespesas envolvidos no
isolamento de marcadores microssatélites paraéxiespe interesse € a transferéncia de
iniciadores heterdlogos. A chance de sucesso nasférbilidade (amplificacéo
heteréloga) de sequéncias de DNA por reacfes dmeratacdo em cadeia (PCR) é

inversamente relacionada a distancia evolutivaceasr espécies (Zucchi, 2000). Foi
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constatado que se pode conseguir uma eficiénciarisupa 50% em espécies que
apresentam um tempo de divergéncia entre 15-2%eslde anos (M.a.), comparada a
6,2% em um tempo de divergéncia entre 80-100 Ivhas, a eficiéncia na utilizacdo esta
mais fortemente relacionada a taxa de evolucdo aulale do que ao tempo de

divergéncia (Fitzsimmons et al., 1995).

Muitos estudos tém mostrado a possibilidade desfeabilidade de pares de
iniciadores desenvolvidos para espécies pertersaotenesmo género (Cipriani et al.,
1999; Yamamoto et al., 2001; Decroocq et al., 2@GB¢ntre diferentes géneros (Roa et
al., 2000). Marcadores microssatélites desenvadvidara espécies deicus foram
recentemente transferidos para vinte e trés espédie género, confirmando a
aplicabilidade desses marcadores (Giraldo et @D52Zavodna et gl2005a, Crozier et
al, 2007). Destarte, propbs-se nesse estudo a wénsi@ de marcadores
microssatélites desenvolvidos para as espéeiestrifolia e F. eximiareduzindo o
custo da pesquisa e fornecendo ferramentas infmasapara a realizagéo de estudos

genéticos populacionais.

1.8 Diversidade e estrutura genética em populagdds plantas

As florestas tropicais possuem grande diversidadepldntas com diferentes
sistemas reprodutivos, associados as interacdeglexas com agentes polinizadores e
dispersores de sementes (Oliveira & Gibbs, 2000¢Hddo & Lopes, 2004; Gross,
2005). A diversidade genética existente em popekac@turais deve ser quantificada e
avaliada quanto a distribuicdo entre e dentro dpulpgdes. A distribuicdo da
diversidade genética pode apresentar grande vargayéser influenciada pelo tamanho

efetivo populacional, pela ocorréncia geografica elgpécies, pelo modo de reproducéo,
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pelo sistema de cruzamento e pelos mecanismos spersiio de sementes (Bawa,
1992).

Espécies que apresentam sistema misto de reprodogapreferencialmente
albgamas e com mecanismos eficientes de dispemsasemientes e pdélen deverdo
apresentar alta variabilidade genética dentro dasllpcdes e baixa entre elas (Berg &
Hamrick, 1997; Ward et al., 2005). Ja espécies qmpulacdes pequenas, de
autofecundacdo e ou reproducdo vegetativa, comerd@p limitada de podlen e
sementes, deverdo mostrar baixa variabilidade aleatralta entre as populagdes
(Loveless & Hamrick, 1984).

A distribuicdo dos alelos e dos gendtipos no esgago tempo permite inferir a
estrutura genética populacional. O desenvolvimesnta manutencdo da estrutura
genética ocorrem devido a variacdo do conjuntocgérd organizacdo desta variacao
dentro de gendtipos, a distribuicdo espacial dostigms, ao sistema de reproducéo que
controla a unido dos gametas para a formacédo dgémges, a selecdo natural, a deriva
genética, as taxas de mutacdo, aos eventos egtosastios processos de crescimento,
mortalidade e reposicdo dos individuos que dardgemr as populacdes futuras
(Hamrick, 1982). Os estudos de estrutura genéficafendamentados no teorema de
Hardy-Weinberg. De acordo com este principio, umpufacdo de tamanho infinito e
praticando cruzamentos ao acaso tera suas freqiég@nicas e genotipicas constantes
de geracdo a geracdo na auséncia de migracadiceleeriva. Este principio permite o
calculo tedrico da frequéncia de um determinad@tjem independente do numero de
alelos existente (Futuyma, 1992).

Nesse sentido, o estudo da diversidade e da estrgenética em populacdes
arboreas € importante para que se entenda comdiestsidade € distribuida e quais as

caracteristicas do ambiente ou da espécie quesndiam essa distribuicdo. A deriva
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genética e o fluxo génico restrito, por exempleyvpcam um acréscimo na endogamia
promovendo um aumento da divergéncia genética eopalacdes (Hall et al., 1996).
A endogamia pode levar a fixacdo de alelos recessieletérios, colocando em risco de
extingdo populagbes presentes em certos habitatan@y et al., 1996). Assim, tais
estudos permitem auxiliar o manejo dos recurso®tgeEs, pois a manutencdo da
variabilidade genética em populactes € a basertzen@cao de espécies (Yeeh et al.,
1996) e, portanto, a sua descri¢cdo e distribuichméamental para o estabelecimento
de praticas conservacionistas efetivas.

A caracterizacdo da variabilidade genética denérpapulacdes € efetuada a partir
de medic¢des ou quantificagdes de diversidade iopr@pcionais, como a porcentagem
de locos polimorficosR), o nimero médio de alelos por lod),(o indice de fixacad)(

e as heterozigosidades média observady ¢Hsperada @ (Berg & Hamrick, 1997).

A caracterizagdo da estrutura genética entre popegapor marcadores codominantes
pode ser abordada de trés maneiras diferentesstafjséicaskF de Wright (Wright,
1965), que permitem a caracterizacdo da distribuilgivariabilidade genética entre as
populacbesKsy), assim como dos niveis de endogamia ao nivel lacpuaal €s) e
total Fi1) (Yeeh et al., 1996; Moraes et al., 1999), b) iaralla diversidade génica em
populac6es subdivididas (Nei, 1977), que fornepeoporcao de variabilidade genética
contida dentro e entre as populagfes e os niveieideozigosidade esperados para o
total e média das populacbes (Lee et al., 2002;z8es & Hamrick, 2005) e c)
coeficientes de co-ancestralidade de Cockerhamk@Zloam, 1969; Weir, 1996), que
possibilitam a avaliagdo da divergéncia em diferentiveis de hierarquia, além de
possibilitar a obtencdo de estimativas de endogampartir de uma base néo viesada

(Botrel & Carvalho, 2004; Pinto & Carvalho, 2008egundo Reis (1996), as trés
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abordagens apresentam bases genéticas similangan,pedo complementares em

relacdo ao significado bioldgico das estimativatsdals.

2. OBJETIVO GERAL

Este estudo teve por objetivo avaliar se a redugdo fragmentacdo de habitat
podem causar perda de diversidade genética degudmsl naturais de. citrifolia e F.

eximiaocorrendo em &reas com historico e intensidadeagmentacado diferenciados.

Como objetivos especificos, o estudo teve porifiades:

= Transferir e caracterizar marcadores microssaséltara as espécidsicus
citrifolia e Ficus eximia

= Avaliar a variabilidade genética intra e inter-plggional;

» Caracterizar a estrutura genética das populagoes;

= Verificar se existe diferenca nas estimativas deerdidade genética entre as
espécies-. citrifolia eF. eximig

» Sugerir medidas para a conservagdo dos recursadiggendas espécids.

citrifolia eF. eximia
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3. ORGANIZACAO DA DISSERTACAO

Para facilitar o entendimento, a dissertacdo engaa dividida em dois capitulos.
Cada trabalho foi tratado em capitulo, em que Sdiesantados os estudos de
transferibilidade e caracterizacdo de marcadoresossatélites pargicus citrifolia e
Ficus eximia(Capitulo I) e 0 uso desses marcadores, transferidos e ciaradtes, para
inferir sobre as consequéncias genéticas da fraggém florestal em populacdes

naturais dd-. citrifolia e F. eximia(Capitulo I1) .
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CAPITULO |
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CAPITULO |

Transferéncia e caracterizacdo de marcadores micrsatélites emFicus citrifolia P.

Miller e Ficus eximiaSchott
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RESUMO

Os marcadores microssatélites sdo ferramentasriafivas e podem ser usadas para
avaliar a estrutura genética de populacdes e asetde diversidade genética a partir
das frequéncias alélicas. Com o intuito de obtea derramenta util no estudo de
genética populacional, minimizando custo e tempcspeedidos, marcadores
microssatelites desenvolvidos em espécieBidas foram transferidos e caracterizados
emFicus citrifolia e Ficus eximia Sessenta individuos e citrifolia e F. eximiaforam
coletados em duas populagdes (trinta individuospppulagéo), localizadas no Estado
de S&o Paulo: Parque Estadual Morro do Diabo ec&st&cologica de Caetetus. O
DNA dos individuos amostrados foi extraido e angado via reacdo de polimerizacao
em cadeia (PCR). A transferéncia de marcadores ossatélites, previamente
desenvolvidos par&. insipida F. montana, F. racemosaF. rubiginosa foi testada em
individuos deF. citrifolia e F. eximia A caracterizacdo dos locos transferidos frara
citrifolia e F. eximiafoi avaliada pelos indices de diversidade genétioecentagem de
locos polimoérficos B), nimero médio de alelos por loch)( heterozigosidade média
observada (H) e heterozigosidade média esperadg.(RaraF. citrifolia, dos 18 locos
testados, 14 foram transferidos e 12 caracterizddasaFicus eximia dos 18 locos
testados, 13 foram transferidos e 12 caracteriza®oge locos foram polimérficos
guando caracterizados em 60 individuosFdecitrifolia e em 60 individuos d€&.
eximia EmF. citrifolia, os locos mostraram de quatro a 15 alelos e adagjesidade
esperada variou entre 0,31 e 0,91. Eneximig foram observados dois a 12 alelos por
loco e a heterozigosidade esperada variou entr2 0,4,87. A taxa elevada de
transferibilidade e o alto polimorfismo detectadiodicam que esses marcadores séo

ferramentas aplicaveis em estudos de genéticagupobl de-. citrifolia e F. eximia
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ABSTRACT

Microsatellite markers are informative tools usem dssess genetic structure of
populations and estimate genetic diversity inditem allele frequencies. In order to
broaden tools for studying population genetics, imiing costs and time,
microsatellite markers developed for othErcus species were transferred and
characterized ifricus citrifolia andFicus eximia Sixty individuals off. citrifolia and

F. eximiawere collected in two populations (thirty indivala per population), located
in the S8o Paulo State: Parque Estadual Morro @gdbdand Estacdo Ecoldgica de
Caetetus. DNA from sampled individuals was extrdaad amplified by polymerase
chain reaction (PCR). Microsatellite markers, poegly developed té. insipida F.
montanaF. racemosandF. rubiginosa were tested in individuals &%. citrifolia and

F. eximia The following variables related to genetic divgrsvere used to characterize
the loci transferred t&. citrifolia andF. eximia percentage of polymorphic lodP),
average number of alleles per locuy, (average observed heterozygosityo)Hnd
average expected heterozygosityeH-or F. citrifolia, among 18 tested loci, 14 were
transferred and 12 characterized. Focus eximia among 18 tested loci, 13 were
transferred and 12 characterized. Eleven loci vp@tgmorphic when characterized in
60 individuals ofF. citrifolia and 60 individuals of. eximia In F. citrifolia, loci
showed four to 15 alleles and expected heteroziygrmiged between 0.31 and 0.91. In
F. eximig were observed two to 12 alleles per locus aneé&epd heterozygosity ranged
between 0.42 and 0.87. The high rate of transfiyabnd high polymorphism markers
indicate that these tools are suitable for popotatienetics studies &f. citrifolia and

F. eximia
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1. INTRODUCAO

Estratégias efetivas para a conservacdo de recgmsoéticos tém se tornado
prioridade devido ao impacto negativo da reducéatadragmentacédo de habitat na
diversidade biolégica. No sentido de minimizar festes da reducédo e fragmentacao de
habitat, o entendimento da ecologia e genéticaedp8cies tornam-se fundamental ao
manejo e a conservacdo adequados, principalmenge gspécies como as figueiras
(Ficus Moraceae), que sao consideradas recursos chaveflor@stas tropicais
(Shanahan et al., 2001). As plantas do géRraras sao, classicamente, conhecidas pelo
seu sistema de polinizagdo e pelo mutualismo gaecexom as vespas polinizadoras
(Ramirez, 1970). Com poucas excecdes, cada uma@sasspécies deicus mantém
uma interacdo simbidtica obrigatéria com uma Ur@spécie de vespa polinizadora
(Hymenoptera: Agaonidae).

Pouco é conhecido, no entanto, sobre a diversidgeleética e a estrutura
populacional das espécies [dieus (Dick et al., 2008)Atualmente, o uso das técnicas
de biologia molecular vem permitindo avaliar a &biidade genética existente em
espécies florestais. Os marcadores microssatééegi€ncias simples repetidas - SSR)
sado ferramentas informativas e podem ser usadasgvatiar a estrutura genética de
populacées e os indices de diversidade genéticariir plas freqiéncias alélicas.
Embora os marcadores microssatélites constituarsistema informativo para genética
ecoldgica, eles foram isolados para menos de 1%/ 8@sespécies do génekicus
(Khadari et al., 2001; Giraldo et al., 2005; Zavads al., 2005a; Vignes et al., 2006;
Ahmed et al., 2007; Bandelj et al., 2007; Crozierak, 2007). No entanto, a alta
transferibilidade destes marcadores ja permitiraamglificacdo em 53 espécies de

Ficus (Khadari et al., 2001; Giraldo et al., 2005; Vigret al., 2006). Outras pesquisas
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também demostraram altas taxas de transferibilidbglenarcadores microssatélites
dentro de um mesmo género (Poncet et al., 2004nMbal., 2008). Em vista do custo
e do tempo despendido no isolamento de microsestéé entdo vantajoso a utilizacao
de sequéncias de iniciadores identificadas em espflogeneticamente proximas.

Os objetivos desse estudo foram transferir e aniaat marcadores microssatelites,
desenvolvidos para espécies pertencentes a ddsrenbgéneros deicus em duas
espécies do géneféicus nativas do BrasilFicus citrifolia P. Miller e Ficus eximia

Schott.

2. MATERIAL E METODOS

2.1  Espécies e local de estudo

O subgéneroUrostigma secdoAmericana ao qual F. citrifolia e F. eximia
pertencem compreendem plantas mondicas que podameiocomo arbéreas ou hemi-
epifitas (Berg, 1989Y¥icus citrifolia, normalmente, cresce como hemi-epifita em outras
arvores ou construcoes e, frequentemente se dégermm areas degradadascus
eximig usualmente, germina em troncos caidos e cresge &orea em locais umidos
nas florestas. Durante os meses de janeiro e fevele 2008, foram amostrados 120
individuos deF. citrifolia e F. eximiaem duas populagées (30 individuos por local e por
espécie) localizadas no Parque Estadual Morro ébd{22°27" - 22°40'S, 52°10’ -
52°22’'0) e na Estacdo Ecologica de Caetetus (22°42P°46'S, 49°10" - 49°16’0),

ambas no sudeste brasileiro.
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2.2 Extragao e quantificacdo do DNA

A extracdo de DNA das folhas dos individuos Flecitrifolia e F. eximia foi
efetuada com base na metodologia de Doyle & Ddy®®(@) modificada por Alzate-
Marin et al. (2005). Trezentos miligramas de tedwl@ar, por planta, foram macerados
em cadinhos de porcelana contendo 8D@le tampéao de extracdo (2 % CTAB; 1,4 M
NaCl; 20 mM EDTA; 100 mM Tris-HCI pH 8,0; 2 % PVRI&lo), previamente
aguecido a 68C. Apos a maceracao, o material foi transferida pabosEppendorfde
1,7 mL, aos quais foram adicionados 0,R%lercaptoetanol, e mantidos a°€5por 30
minutos em banho-maria, com agitacdes periodicas.

ApoOs a retirada dos tubos do banho-maria, realkeowsma etapa de separacao
(eliminacdo das proteinas) com cloroformio-alcamamilico (24:1), seguinda pela
homogeneizacdo das amostras por inversdes suaraged®0 minutos. Na sequéncia,
as amostras foram centrifugadas por 5 minutos 2003otacdes por minuto (rpm) em
centrifugaEppendorfimodelo 541R, recuperando cerca de 500 do sobrenadante, os
guais foram transferidos para novos tubos de 1,5 mL

RNAse (40ug/mL) foi adicionada ao sobrenadante, procedendoiseubacéo em
banho-maria a 37C por 30 minutos. Em seguida, acrescentou-se ipapa gelado na
proporcao 1:1 (isopropanol:sobrenadante) e as amsokiram armazendas a -20
durante no minimo 30 minutos para ocorrer a prexjd do DNA. Apods esse periodo,
centrifugou-se as amostras a 13.200 rpm duranteibQtos, sendo o sobrenadante
descartado e o precipitado submetido a duas lasagem etanol para a retirada do
excesso de sal. O DNA extraido foi seco a temperambiente e ressuspendido com

TE (10 mM Tris-HCI pH 8,0; 1 mM EDTA pH 8,0).
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A quantificacdo do DNA foi realizada em espectrofoetro modeloSpectronic
Genesysb, medindo-se a absorbancia em contraste com umustiea de TE, no
comprimento de onda 260 nm. Para estimar a quaetide DNA, tomou-se como
referéncia que uma unidade de densidade Opticad5fe DNA por mL; Sambrook et

al., 1989) aplicando a seguinte formula:

[DNA] 19/ 14 = (Az60x DO x f)/ 1000, onde:

Azs0= absorbancia sob luz UV no comprimento de ondan260
DO = unidade de densidade Optica (50 pg/mL);

f = 8,33 (fator de diluicéo).

2.3  Transferibilidade de marcadores microssatélites

Neste estudo foi utilizado um conjunto de 18 palesnarcadores microssatélites
(SSR) desenvolvidos paf@cus insipida, F. montana, F. rubiginosaF. racemosa
(Tabela 1). Temperaturas variando de 46 dG%oram testadas, para cada marcador,
para se obter a temperatura 6tima de anelamentoirddadores. Os testes de
transferibilidade foram realizados em 10 individdes-. citrifolia e em 10 individuos

deF. eximia
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TABELA 1. Marcadores SSR testados; niumero de acesso ao @en@aduto de
amplificacdo esperado em pares de base (pb) e tatue de anelamentd °C)
padronizada nas espécléisus insipda(Finsf, Ficus montangFmoY, Ficus racemosa
(Fracy eFicus rubiginosaFrub.

LocosSSR Acesso GenBank Produto esperado (pb) a’C

FinsT7 AM039810 193 55

FinsN1 AMO039805 150 55

FinsU9 AMO039811 148 54

FinsQ6 AM039809 98 55

Fmo27 AJ854074 314 55
Frac86 DQ659281 153 50
Fracl110 DQ659282 166 50
Fracl54 DQ659284 147 50
Frub29 DQ659290 188 50
Frub38 DQ659291 195 50
Frub61 DQ659292 145 50
Frub93 DQ659293 106 50
Frub391 DQ659294 149 50
Frub412 DQ659296 215 50
Frub415 DQ659297 150 50
Frub416 DQ659289 228 50
Frub422 DQ659298 172 50
Frub436 DQ659299 135 50

2 Marcadores SSR desenvolvidos picus insipidapor Vignes et al. 2008;:marcador
SSR desenvolvido parféicus montangpor Zavodna et al. 2005&;marcadores SSR
desenvolvidos paricus racemosa Ficus rubiginosgpor Crozier et al. 2007.

2.4 Reacdo de polimerizacdo em cadeia (PCR)

As reacbes de polimerizacdo em cadeia (PCR) foreaizadas utilizando o
termocicladoMastercyclerEppendo®. As condicdes das reacdes de amplificacdo do

DNA deF. citrifolia e F. eximiaforam padronizadas e os testes de amplificac@wrfor
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realizados em um volume final de U0 Com excecédo do DNA, todos os reagentes
(tampéo, dNTP, iniciadores — solucao de trabalhgCMe a Taq - DNA polimerase)
foram misturados em quantidades especificas pala loeo em um Unico tubo para
garantir a homogeneidade das reacdes. O prograaud ysara amplificar os locos
microssatélites foi: 96 °C por 5 minutos; 30 cicldssnaturacdo a 94 °C por 30
segundos, temperatura de anelamento especificaddeimiciador (&) por 1 minuto,

72 °C por 1 minuto e, extencao final a 72°C poridutos.

2.5 Determinacao dos produtos amplificados

A guantificacdo do tamanho dos alelos, em pardsade, foi realizada utilizando-se

um marcador de peso molecular de 10 pares de loageogen).

2.6 A eletroforese

O produto amplificado foi separado por eletroforegertical em géis de
poliacrilamida desnaturantes e ndo desnaturantésm@o de corrida eletroforética foi
padronizado para cada loco SSR.

Os geéis desnaturantes, especificos para cadaftoem feitos dissolvendo a uréia
com a solugao de acrilamida/bis-acrilamida (29:4yea em banho-maria a %D, antes
da adicdo do TBE, que foi adicionado apenas apésfoamento da solucéo.

Os catalisadores da reacdo de polimerizacdo do T#&VJED e persulfato de
potassio foram adicionados a mistura do gel imadiahte antes de verter a mistura em
um cassete previamente montado, composto de daaaspbtle vidro separadas por

espacadores de teflon e presas com grampos. Log® apnistura de gel ter sido
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vertida, colocava-se um pente de teflon na borgargar, formando pogos no gel, onde
posteriormente foram aplicadas as amostras de DiAlifecado, aguardando-se a
polimerizacao do gel por no minimo 30 minutos.

Apés a polimerizacdo dos geéis, retirou-se o0 pents pocos foram lavados com
agua. Os géis polimerizados foram montados em del&etroforese vertical contendo
tampao TBE (1X) para cubas, em ambos os polosdpagperior e inferior). A cuba
foi conectada a uma fonte elétridanfershan Pharmacia BiotechEPS 1001) ajustada
a corrente elétrica necesséria para a separacadratpmentos amplificados. Foi
realizada uma pré-corrida de pelo menos 10 mingws,que as cubas com 0s géis
foram ligadas a fonte elétrica. Apds a pré-corradonte foi desligada e as amostras
foram aplicadas nos pocos.

Antes da aplicagdo das amostras nos géis desnaisiras fragmentos amplificados
foram submetidos as condi¢des desnaturantes conafioida, substancia que auxilia no
processo de desnaturacdo das amostras. Parafteato,colocados fL de tampéo de
amostra desnaturante (900 de bromofenol, 90@L xilenocianol, 90QuL TBE (10X),
4,5 mL de Ficol 30 % diluido em agua destilada,ml8de EDTA 0,5 M pH 8,0, 3,6 g
de sacarose; na proporcdo de 3:1 com formamidajrerntuboEppendorf junto com
5 uL do produto amplificado. Estes tubos foram aquesial 94°C por 7 minutos e, em
seguida, colocados em gelo (tratamento desnat)rameée permaneceram até o final
da aplicacdo das amostras no gel de poliacrilamida.

Quando o objetivo da eletroforese era somenteicarit regido de amplificacado
dos fragmentos, foi utilizado um gel ndo desnaterd®%, no qual ndo foi necessario
tratamento desnaturante, sendo aplicadaos 8e amostra e jdL de tampao de amostra,

seguindo-se a aplicacédo no gel de poliacrilamida.
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Apés a aplicacdo das amostras, as fontes forammmaa ligadas e prosseguiu-se a
eletroforese. Com o término da eletroforese, ofgjetetirado das placas de vidro e

submetido aos procedimentos de coloracéo.

2.7  Coloracéo do gel com nitrato de prata e secagem

A coloracao do gel foi feita de acordo com o protoadaptado de Sanguinetti et
al. (1994). Apos a retirada das placas de vidrosea$pacadores, o gel foi colocado em
um recipiente de vidro contendo 200 mL de solugébra (160 mL de etanol, 7,0 mL
de acido aceético glacial e 833 mL de agua), emida@dicionou-se 3,0 mL de solucdo
de nitrato de prata (2 g de nitrato de prata disdos em 10 mL de agua destilada) e
agitou-se por 5 minutos. A solucgéo foi entdo deadare o gel lavado em agua a 50 °C
por 10 segundos. Apds o descarte da agua, adicem@00 mL de solucdo reveladora
(22 g de NaOH em 1 L de &agua), vertida cuidadostemem recipiente contendo o gel
juntamente com 1,5 mL de formaldeido, sendo subimétiagitacdo por alguns minutos
até que os alelos aparecessem nitidamente. Postente a revelacdo, a solucdo
reveladora foi descartada e a reacao bloqueadadawagem direta do gel em 200 mL
de solucéo fixadora. Ao final do processo de redsados fragmentos amplificados

(alelos), os géis foram secos em papel celofarepuasterior analise.

2.8 Analise dos dados

Os gendtipos de cada individuo foram determinaetss Ipitura dos fragmentos nos

geéis, possibilitando estimar os parametros quect&iaam a variabilidade genética dos

individuos deF. citrifolia e F. eximiaamostrados.



44

2.8.1 Analise do desequilibrio de ligacao

O teste de desequilibrio de ligacao foi realizadim dase na medida composta de
desequilibrio de ligacdo de Burrows (Weir, 197%ando o programa Genetic Data
Analyses (GDA; Lewis & Zaykin, 2000). A medida deseéquilibrio de ligacdo de
Burrows é a mais indicada em situagfes em queda ul@ gametas pode ter ocorrido de
forma ndo aleatdria e a identificacdo dos genot@oscompleta (Weir, 1979). A
hipotese de segregacao independente foi testada deste qui-quadrado descrito por

Weir (1979).

2.8.2 Aderéncia ao Equilibrio de Hardy-Weinberg (ENV)

O teorema de Hardy-Weinberg é baseado em premigga®stabelecem que as
frequéncias alélicas e genotipicas permanecemardestde geracdo a geracdo em uma
populacdo infinita, panmitica e na auséncia de¢8elemutacdo, migracdo e deriva
genética. Violagcbes dessas premissas causam a#erags frequéncias dos alelos, dos
gendtipos ou de ambos (Futuyma, 1992). As disceagientre uma populacéo “ideal”
de Hardy-Weinberg e as popula¢gbes reais sdo eagericievolucdo. Para testar a
hipotese que as populacbesHecitrifolia e F. eximiaencontram-se em equilibrio de
Hardy-Weibenrg utilizou-se o teste exato de Fighelo programa GDA (Lewis &

Zakkin, 2000).
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2.8.3 Caracterizacdo da variagdo genética

As frequéncias alélicas e genotipicas de cadaflmaon obtidas a partir da leitura
dos fragmentos obtidos nos géis e estimadas pdagem direta e, as analises foram
feitas utilizando-se o programa GDA versdao 1.1 (kew Zaykin, 2000). A
caracterizag@o genética Be citrifolia e F. eximiafoi avaliada pelo numero médio de
alelos por loco 4), pelo numero de locos polimérficoB)(e pelas heterozigosidade
média observada @) e esperada @ para o conjunto dos individuos amostrados nas
populacbes do Parque Estadual Morro do Diabo estic&o Ecoldgica de Caetetus. A
probabilidade de exclusdo de paternidade, considerdodos os loco, foi estimada

utilizando o programa Cervus 3.0 (Kalinowski ef 2007).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Este estudo demonstrou que marcadores microssatétiesenvolvidos para
diferentes subgéneros &e&us pode ser transferidos e caracterizadod~emitrifolia e
F. eximia ParaF. citrifolia, foram transferidos 14 marcadores microssatditabela 2)

e destes, 12 foram caracterizados (Tabela 3). Paeximig foram transferidos 13
marcadores microssatélites (Tabela 2) e destdsrdd caracterizados (Tabela 3).

A maioria dos marcadores microssatélites mostranend de alelos e produtos
amplificados similares aos das espécies nas glesgaram desenvolvidos (Tabela 3).
Dos 12 locos transferidos e caracterizados, 1lnfoplimorficos em ambas as
espéciesk. citrifolia e F. eximia O loco FinsT7 foi monomarfico em. citrifolia e o
loco Frubl54 foi monomorfico enF. eximia Os locos monomorficos foram

caracterizados por apresentar alelo com frequéogierior a 95%.
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TABELA 2. Locos microssatélites desenvolvidos p&raus insipida (Fins), Ficus
montana(Fmo), Ficus rubiginosa(Frub) eFicus racemosgFrac) e transferidos (+)
paraFicus citrifolia e paraFicus eximia

Locos Ficus citrifolia Ficus eximia
FinsT7 + +
FinsN1 + +
FinsU9 - -
FinsQ6 + +
Fmo027 - -
Frac086 + +
Fracl110 - -
Fracl54 + +
Frub29 + +
Frub38 + +
Frub61 + +
Frub93 - -
Frub391 + +
Frub412 + -
Frub415 + +
Frub416 + +
Frub422 + +
Frub436 + +

Um total de 87 alelos foram identificados pé&racitrifolia e 77 paraF. eximia
(Tabela 3). A heterozigosidade média esperada éntero médio de alelos por loco
foram 0,67 e 7,3 enF. citrifolia e 0,69 e 6,4 enF. eximia Os valores das
heterozigosidades paFa citrifolia e F. eximiaobservados neste estudo estdo de acordo
com os valores relatados para outras espécies rierajyeicus (Bandelj et al., 2007;
Crozier et al., 2007).

O nivel de heterozigosidade encontrada em popudatdieirais depende do sistema

reprodutivo, da histéria evolutiva das espéciedatt#es ecolégicos(g, fluxo génico,
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sistema de polinizacdo) e de processos demogrdéapsdensidade populacional, taxa
de recrutamento). Embora diferentes marcadoresossatélites e tamanhos amostrais
tém sido utilizados em estudos de diversidade geném espécies decus 0s valores
encontrados sao coerentes com o esperado paraesspddreas que apresentam fluxo
génico a longas distancias e sistema de polinizasgecifico (Bawa, 1990). O fluxo
génico, via polen e diasporos, nas espéciefides € mantido a longas distancias
(Kinnaird et al., 1996; Nason et al., 1996; Nazar&rCarvalho, 2009), sugerindo que o
comportamento dos polinizadores e dispersores pooletizer os altos niveis de
diversidade genética nestas espécies (Hamrick &liesg, 1989; Epperson & Alvarez-
Buylla, 1997).

Desvios significativos do equilibrio de Hardy-Wendp (EHW) foram observados
em sete locos paffa citrifolia. Em F. eximig nove locos nao estdo em EHW (Tabela
3). Estes desvios podem indicar subestruturacdoulpapnal produzida pela
amostragem ou pela presenca de alelos nulos, umgueeandlises realizadas em nivel
populacional mostraram desvios do EHW para os mdsous. Além disso, quando é
feita a transferibilidade de marcadores microsseséh probabilidade de ocorréncia de
alelos nulos é maior nessas espécies do que nésiesspm que os marcadores foram
desenvolvidos (Kim et al., 2004). A presenca déslaulos é devido a alteragbes em
uma ou em ambas as regides de anelamento dogloriesano DNA) acarretando em
erros na caracterizagédo dos individuas, individuos heterozigotos sé@o caracterizados
como homozigotos na presenca de alelos nulos.

O teste qui-quadrado utilizado para testar a hggdtie segregacdo independente
dos locos indicou que todos os locoddeitrifolia estdo em equilibrio de ligacdo. Para
F. eximig no entanto, desequilibrio de ligacéo significatisi encontrado apenas entre

o par de locos Frub38 e Frub415.
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Os valores de probabilidade de exclusdo sobre okdds polimérficos foram
0,996 pardF. citrifolia e 0,995 pard. eximia(Tabela 3). Usando estes 11 locos foi
possivel distinguir geneticamente todos os 60 iddos deF. citrifolia e os 60
individuos deF. eximiaamostrados nas duas popula¢ges. Desta forma, rcadoees
microssatélites transferidos podem ser usados grdassde parentesco em populagdes
naturais mesmo em situacbes em que o genotipo wiaedpaterna ou materna é
desconhecido. Neste sentido, ressalta-se que aadoaes transferidos e caracterizados
para F. citrifolia e F. eximia sdo ferramentas ideais para estudos de genética de

populacoes.

4, CONCLUSAO

A alta taxa de transferibilidade dos marcadoresangatélites parg. citrifolia e F.
eximiae a caracterizagdo destes marcadores nestasesspécfirmam a aplicabilidade
geral dos marcadores microssatélites desenvolendsicus para outras espécies deste

amplo género.
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TABELA 3. Caracterizacdo dos marcadores microssatélitasférédos para 60 individuos dcus citrifolia e para 60 individuos de
Ficus eximiaamostrados nas popula¢cdes do Parque Estadual ofPiabo e na Estacdo Ecoldgica de Caetetus naointky Estado de
Sé&o Paulo.

Loco Iniciador Amplitude de Caracterizagdo de marcadores microssatélites
N*. Acesso  Sequéncia 5-3 Repetigdo tamanho (PB) Ficus citrifolia Ficus eximia

pho Na Ta  Ho/He Pe bp Na Ta  Ho/He Pe
FinsN1 F: AGGGCTGAGATAGGTTGATT (TAXCA)1o(TA);  150-160 151-160 4 50 0,93/0,68F 0,248 158-164 4 9 #4,93/066F 0,231
AMO039805 R: TAAGTTGGTGTGTGGCATC CATA(TG)
FinsT7 F: GAATCTGGAGGTGGAATAAAC (TA)(TG)s 193-210 172-182 5 46 0,17/031f 0,051 178 1 50 * -
AM039810 R: AAAGATCGCTCGTCAACC
Frac86 F: TGTCACTGTTCTGTTTGTGC (TGJCA)10 153-167 166-196 15 46 0,90/0,91 0,662 162-178 8 50 0,25/0,83% 0,466
DQ659281 R: CAGCCAACCCTCAAGTATAAGA
Frac154 F: ACCCAAGAGCCCAAACTCGT (AQY 147-151 140 1 48 = - 144-159 6 48 1,00/0,78F+ 0,38
DQ659284 R: TCAACCCTTGTGCTCCTTGC
Frub29 F: CCACTTTGGAATGTCACTTGGA (AG) 188-226 186-228 8 48 0,73/0,78 0,399 195-255 12 50 0,72/0,87F 0,577
DQ659290 R: TGAACACGCCAACTGAGAATG
Frub38 F: ACACGTGCAGTGCTGCTGA (AGAAC(GA)13  195-255 190-220 6 50 0,67/0,77 0,359 192-222 7 49 0,36/0,78+f 0,383
DQ659291 R: ACAGCTGCCCAATTCCTTGA
Frub61 F: GTACACTCTCTTAGCTGCC (TQ) 145-188 130-178 12 50 0,55/0,82% 0,468 120-165 11 50 0,64/0,87f 0,561
DQ659292 R: GTACACTCTCTTAGCTGCC
Frub391 F: AGATGTCAAATAAGGTCAGCT (TGy 149-173 136-158 9 49 0,46/0,83+ 0,485 140-156 5 0 ®,950,77% 0,352
Q659294 R: AGATGCAGTTCCATACAATTC
Frub415 F: GCACGTAGTCGGTGTTAAGC (A 150-173 132-156 4 50 0,58/0,54 0,141 158-164 2 48 0,39/0,42 0,087
DQ659297 R: CTGTGCGGAATAAAAGCTAGC
Frub416 F: CAGCAATGATCTTGACCT (CA) ... (CA) 228-246 212-232 6 49 1,00/0,79% 0,391 215-230 4 9 #,93/064F 0,216
DQ 659289 R:ACTCATCAATATCTCTAAACAAC
Frub422 F: GCGTGAAATTTATGCTATGA (AG) 172-190 155-176 8 49 0,48/0,80+ 0,426 156-170 8 9 4 0,70/0,79 0,407
DQ 659298 R: GTTTCGTTCAATTTGAGTGC
Frub436 F: GTACTGTGATTAGTATCTTTGA (AG) 135-159 133-178 9 48 0,55/0,83+ 0,478 148-188 9 8 4£,53/0,82F% 0,462

DQ 659299 R CTAGCAATAACTCACTGATATTG

Soma/Média/Probabilidade de exclusdo de paternidade 87473 0,58/0,67 0,996 7746,4 0,620,6¢ 0,995

pbo, Amplitude de tamanho observadd,, numero de alelos,, Temperatura de anelamento (°Ely, Heterozigosidade observaddy,
Heterozigosidade esperada; Pe, Probabilidade deséxcde paternidade; *, FinsT7 e Fracl54 sédo lmeosomorficos; £, Desvios
significativos do Equilibrio de Hardy-Weiberg € 0,05).
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CAPITULO I
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CAPITULO Il

Estrutura e diversidade genética de popula¢gdes natis de Ficus spp. (Moraceae)

em fragmentos florestais no Estado de S&o Paulo
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RESUMO

Predicdes sobre as conseqiéncias genéticas daefritag@o florestal apontam para a
reducdo do tamanho e o isolamento espacial de @gjes naturais. Teoricamente, tais
mudancas alteram a variacao e a divergéncia garetiice populacbes em funcéo da deriva
genética, da endogamia e do fluxo génico restesses efeitos podem ter implica¢des para
a persisténcia de espécies acarretando em perbedleersidade. Isto € mais agravante
para espécies que exercem relacdes estreitas ¢oms otganismos. As espécies do género
Ficus (Moraceae) sdo importantes nas florestas tropigeis fornecerem recursos
alimentares a diversos grupos de vertebrados egtabelecerem mutualismo com vespas
polinizadoras. Populagdes naturaiskieus citrifolia P. Miller e Ficus eximiaSchott, em
fragmentos de florestas semideciduas no Estad@ddé”8ulo (Parque Estadual Morro do
Diabo - PEMD ~ 33.000 ha, Estacdo Ecologica CastettEC ~ 2.000 ha e Estacao
Ecoldgica de Ribeirdo Preto - EERP ~ 200 ha), fosamostradas para avaliar se a reducao
e a fragmentacao de habitat podem causar perdizetsidade e modificagbes na estrutura
genética em suas populagdes. Parametros genétipakapionais foram obtidos utilizando-
se 11 marcadores microssatélites nos individuos saatms (média de 45
individuos/espécie/area). Os resultados indicamayperda e a fragmentacdo de habitat
reduzem a riqueza alélica &e citrifolia e F. eximia No entantoF. citrifolia e F. eximia
apresentam elevada variabilidade genética, ausé@eciandogamia e presenca de alelos
raros e exclusivos em suas populacdes. Andlisegsttatura genética, baseadas nas
frequéncias alélicas, indicam que a maior partdidersidade genética de citrifolia e F.
eximia encontra-se dentro de suas populacdes, apresentaaidr divergéncia genética
entre as populagbes do PEMD e EERP. A alterac&ertpana diversidade genética entre
as populactes de. citrifolia e F. eximiasugere que a deriva genética atua em populacdes
menores como a da EERP. Por outro lado, a ausée@adogamia € um indicativo que a
biologia reprodutiva d€. citrifolia e F. eximiapode ser o principal fator que mantém suas
populacdes diversas geneticamente. A alogamia s@écies dd-icus é, aparentemente,
obrigatdria, e a auto-fecundacédo é excluida emafuma sua historia natural. Além disto,
para espécies com polinizadores especializadasce §énico mantido a longas distancias,
como ocorre nas espécieskleus, a fragmentacao e o isolamento fisico tém meresss

na diminuicdo da troca génica. Desta forma, ressalta importancia da conservagédo de

remanescentes florestais, mesmo em paisagens fnagjinentadas.



53

ABSTRACT

Predictions about genetic consequences of foraghfentation point toward reduction
and spatial isolation of natural populations. Irdty, these changes affect genetic
variation and divergence among populations in teoigenetic drift, inbreeding and
restricted gene flow. These effects may affectpesistence of species, leading to loss
of biodiversity. This effect may be stronger in @ngsms involved at close interespecific
relationships. Species of genbgus (Moraceae) are important in tropical forests by
providing food resources for different groups oftgbrates and showing a mutualistic
relationship with pollinating wasps. Natural pogidas ofFicus citrifolia P. Miller and
Ficus eximia Schott, in fragments of semideciduous forestsédn Baulo State (Parque
Estadual Morro do Diabo - PEMD ~ 33,000 ha, Estdééalogica de Caetetus - EEC ~
2000 ha and Estacdo Ecoldgica de Ribeirdo Pret®&PEE 200 ha) were sampled to
assess whether both reduction and fragmentatibatufat leave to loss of diversity and
changes in genetic structure in their populatidhgpulation genetic parameters were
estimated by using 11 microsatellite markers indghmpled individuals (average of 45
individuals / species / area). Results showed tihathabitat loss and fragmentation
reduce allelic richness df. citrifolia and F. eximia populations. In spite of thig;.
citrifolia andF. eximiashowed high genetic variability, no inbreedingggance of rare
and exclusive alleles in their population. Analysfsgenetic structure, based on allele
frequencies, indicated that genetic diversityFotitrifolia andF. eximiaoccur mostly
within populations. Populations from PEMD and EEB#wed the highest genetic
divergence between themselves. Changes in genegisily between populations &t
citrifolia andF. eximiasuggest that genetic drift may act in small poportes such as
EERP. Moreover, the absence of inbreeding sugdeatsreproductive biology of.
citrifolia and F. eximia favors to keep their populations in high levels genetic
diversity. Natural history oFicus species imposes an allogamous reproductive system
and avoids self-fertilization. Moreover, in specrdth specialized pollinators and long-
distance gene flow, as observedHFitus fragmentation and habitat isolation do not
prevent gene flow, resulting in fertilization. Sbese results emphasize the importance

of conservation of forest remnants, even in higldgmented landscapes.
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1. INTRODUCAO

A conservacdo dos recursos genéticos florestais semtornado prioridade,
principalmente, pelos impactos negativos na furalidade e composicdo dos
ecossistemas ocasionados pelo aumento da poputaghana e de suas atividades
econdmicas (Laurance et al., 2006). No Brasil, xate 1,7 milhnbes de hectares de
florestas sdo perdidos anualmente (Wright, 2005)raymentacdo e a reducdo de
habitat resultando em remanescentes florestais ne®re isolados representam uma
séria ameaca a biodiversidade (Young et al., 1996).

Teoricamente, mudancas populacionais associadasaabegradacdo e reducao de
habitat levariam a erosdo da variacdo genéticaneeaio da divergéncia genética
interpopulacional em fungdo da deriva genéticaeddogamia e do reduzido fluxo
génico (Ellstrand & Elam, 1993, Lowe et al., 2006mp & Pefuelas, 2006). Para as
espécies neotropicais, a reducdo do habitat é|ngamte, equivalente a reducdo do
tamanho populacional (Lowe et al., 2005). Populagdequenas nos remanescentes
florestais estdo, portanto, mais susceptiveis dego® genéticos da fragmentacdo
florestal (Ellstrand & Elam, 1993). No entanto,cadevidade das espécies florestais
combinada com a dispersado efetiva de pdlen e senpaatem amenizar esses efeitos
(Hamrick, 2004; Jump & Pefuelas 2006).

Estudos de fragmentacao florestal tém providencmao suporte empirico para
corroborar as predi¢cdes dos efeitos negativos algmfetnacéo florestal (Foré et al.,
1992; Young et al., 1993; Hall et al., 1994; Aldiriet al., 1998; White et al., 1999;
Cascante et al., 2002; Petit et al., 2002; Badles. €2004; Muir et al., 2004; Bacles et
al., 2005; Lowe et al., 2005). Por outro lado, éstude populagcdes em remanescentes
florestais que ndo demonstram um efeito negativivadgmentacéo e reducéo de habitat

nao sao, universais e, alguns trabalhos tém emom®&vidéncias de restrito fluxo de
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pélen e aumento da endogamia em populagdes fragdan(Sork et al., 2002; Koenig
& Ashely, 2003; Jump & Pefiuelas, 2006).

Detectar os efeitos da fragmentacdo em plantasflorastas tropicais, é dificil. O
tempo da fragmentacdo dos remanescentes floréstatente em relagdo ao tempo de
geracdo de muitas espécies arboreas, dificultanaltaa os efeitos da deriva genética
(Williams et al., 2007). Nao menos importante, asestigacoes dos efeitos da
fragmentacdo florestal sdo limitadas em funcédoudé@recia de réplicas €., fragmentos
com érea, forma, grau de isolamento e historicali#gacdo semelhantes). No entanto,
trabalhos que contemplam uma amostragem de rensantescflorestais em larga
escala, como os realizados por Hall et al. (1984¢gJes et al. (2004), Muir et al. (2004)
e Bacles et al. (2005) e, podem ser elucidativosssenformacdes da biologia das
espécies e o historico de fragmentacgéo forem caadsec

No Brasil, 0 marco do processo de fragmentacdoreedna 500 anos, com a
derrubada de florestas para a ocupacdo da colam@péa e para a extracdo de
madeiras como o0 pau-brasil (Dean, 1996). A expl@wamqtensiva da madeira e
mudancgas no uso da terra pela agricultura e ocapat@na, sdo os principais fatores
responsaveis pela fragmentacdo de habitat (Satgwiral, 2004). Inserido neste
panorama, o Estado de S&o Paulo, anteriormenteadoupor matas semideciduas e
cerrados, esta praticamente tomado por culturdecdas e pastagens, restando apenas
13,9% da cobertura vegetal natural (Zorzetto et28l03). Diretrizes norteadoras do
processo de repovoamento florestal heterogéneo stad& tém sido promovidas
visando a promoc¢do da conservacao de espéciesaigegetpecialmente arboreas de
ocorréncia regional (Barbosa, 2002), como algumsgéaes do génerd-icus

(Moraceae).
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Espécies do géneréicus foram escolhidas para o presente estudo devideeao
papel chave nos ecossistemas tropicais (Shanahah 2001), pela capacidade de
dispersdo de seus agentes polinizadores (Harrif03, 2ZZavodna et al. 2005b) e
dispersores (Shanahan et al. 2001) e pela amptcuiade ambiental favorecida por
habitos diversos em que ocorresxy, epifitas, hemiepifitas, terrestres).

Em vista do atual cenario florestal no Estado de Baulo e, considerando que a
diminuicdo da diversidade genética em espéciesdggempenham papel chave nas
florestas tropicias pode afetar a resiliéncia geeigs associadas, o presente estudo teve
por objetivos: (1) caracterizar a diversidade estutura genética de populacdes
naturais de~icus citrifolia P. Miller e Ficus eximiaSchott em remanescentes florestais
e, (2) verificar se a diversidade e a estruturaétiesn dessas populacdes sofrem
alteragbes com a reducéo e fragmentacéo de habitat.

A conservacdo de figueiras nos ecossistemas rmgtuein processos de
fragmentacdo, e a restauracdo de ecossistemasefitgios séo desafios complexos
que requerem conhecimentos sobre dindmica popuokdcidiologia reprodutiva e
diversidade e estrutura genéticas de suas popslaD&sta forma, o entendimento do
funcionamento e da susceptibilidade das populad@Egcus a fragmentacdo de habitat
é fundamental para o estabelecimento de estratdgiasnservacdo destas e de outras

espécies ecologicamente relacionadas.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1  Areas de estudo

Este estudo abrangeu trés areas, todas no intddoEstado de Sao Paulo,
diferenciadas principalmente pela intensidade degnfientacdo: paisagem muito,
medianamente e pouco fragmentada. Como paisageto fragmentada selecionou-se
uma area no municipio de Ribeirdo Preto. Como gaimamedianamente fragmentada
selecionou-se a regido do municipio de Galia e cpaisagem pouco fragmentada

selecionou-se a regidao do Pontal do ParanapanequadB).

Legenda

Escala - Remanescentes de Floresta Estacional Semidecidual
[ 2 4 6 8 10 km Ml Remanescente florestal amostrado
e ™ Drenagem

Norte Area sem informagao

FIGURA 4 - Localizagcdo das areas de estudo no Estado d@&4#o. A) Regido do
Pontal do Paranapanem8) (Regido do municipio de Gélia €)(Regido de Ribeirdo
Preto. Fonte: L.F.M. Coelho, dados néo publicados.
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Todas as areas amostradas sdo remanescentes ed¢aflestacional semidecidua
(Veloso et al., 1991). De maneira geral o procelesocupacédo do interior paulista esta
relacionado a substituicdo da agricultura de sté®iga e pecuaria pela cafeicultura em
ampla escala, processo que teve inicio por volti8d€. Com a chegada de imigrantes
gue vieram substituir a méo-de-obra escrava e acavde ferrovias no interior do
Estado, as cidades do interior paulista comecaramhar e novas cidades comecaram
a ser fundadas, possibilitando um expressivo awmenproducado de café, as custas da
substituicdo de areas florestadas por fazendask@V& Barbosa, 2000). Um maior
detalhamento do histérico de fragmentacéo para eadadas trés paisagens estudadas

€ apresentado.

2.1.1 Paisagem muito fragmentada

O municipio de Ribeirdo Preto localiza-se nas ceadas 21° 10’ 30”S e 47° 48’
38”0 com altitude variando entre 500 e 800 m. Adeia chegou a Ribeirdo Preto em
1883, aumentando a capacidade de escoamento @jdentamente as areas plantadas.
Portanto, muitos dos remanescentes atuais provam&nestao isolados a mais de 100
anos (Kotchetkoff-Henriques, 2005). Existem, apmadamente, 887 ha de
remanescentes de mata mesdfila nesse municiptdpdidos em 18 fragmentos que
variam entre 1,5 e 180 ha (Kotchetkoff-Henrique®03). Nessa paisagem foi

amostrado a Estacdo Ecoldgica de Ribeirdo, umad@raproximadamente 200 ha.
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2.1.2 Paisagem medianamente fragmentada

A regido do municipio de Galia localiza-se nas denadas 22° 24’ 11"S e 49° 42’
0570, com altitude variando entre 500 e 700 m. r@ngde diferencial do processo de
substituicdo de &reas florestais por cafezaisasstéciado ao Sr. Olavo Amaral Ferraz,
gque em 1927 comprou uma propriedade com cercad@8 alqueires, reservando cerca
de 900 alqueires de mata virgem como &rea de cagaando a &rea restante com
cafezais, portanto os fragmentos nessa regiao ssii@olos a cerca de 80 anos. Com o
passar dos anos, Ferraz adotou uma postura cociseigga, abandonando a cacga.
Receoso do destino da area de mata apds a sua Femaz solicitou ao governo do
estado a desapropriagcdo da &rea florestada pacd@erie uma unidade de conservacéo,
objetivo alcancado em 1976. Em 1987 a area fostommada na Estacdo Ecoldgica de
Caetetus (EEC), com 2176 ha de floresta estacgmmaidecidual (Tabanez et,&005).

A paisagem ao redor da EEC, apesar de bastantadragda, possui fragmentos com
area bastante expressiva, alguns atingindo enee50000 ha, além de outros com
menos de 100 ha (Tabanez et al.,, 2005). Nessagpaiséoi amostrado a Estacéo

Ecoldgica de Caetetus.

2.1.3 Paisagem pouco fragmentada

A regido do Pontal do Paranapanema (22° 26'S e26D) teve a taxa de
desmatamento aumentada acentuadamente em 1922a aihragada da ferrovia em
Presidente Prudente. De maneira que em 1941 orgnderEstado de Sdo Paulo iniciou
0 processo de criacao de trés reservas floresaiegido do Pontal do Paranapanema,

totalizando 297.370 ha de floresta estacional seciddal (Ditt, 2000). Entretanto, a
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demora na efetivacdo das reservas, somada a iofluéos fazendeiros na politica
estadual, fizeram com que, em 1946, o entdo Goderrdo Estado Ademar de Barros
distribuisse as terras da reserva entre amigosreligmnarios, causando uma drastica
reducdo da cobertura vegetal nessa regido (Ded@6).1Das trés reservas a Unica
viabilizada foi a do Morro do Diabo, transformada #986 em Parque Estadual (Ditt,
2000). Atualmente, além dos 33.845 ha protegidds Parque Estadual do Morro do
Diabo (PE Morro do Diabo), restam 12.000 ha disfdbs em diversos remanescentes

(Ditt, 2000). Nessa paisagem foi amostrado o PaEsgtedual Morro do Diabo.

2.2  Amostragem

A amostragem dos individuos dfe citrifolia e F. eximia (Figuras 5, 6 e 7) foi
assistematica, abrangendo individuos tanto agrgpeoimo isolados, ao longo de cada
area. O georeferenciamento espacial dos individieos. citrifolia e F. eximia nos
fragmentos foi obtido utilizando o sistema de posiamento global GPS (Garmin.
Modelo GPS Map 60 CSx), com erro de aproximadamgmbe Medidas do diametro a
altura do peito (DAP) e da altura foram obtidasapados os individuos arboreos Por
suas caracteristicas — hemiepifita e com reprodug#l, a determinagdo dos
individuos reprodutivos dE. citrifolia ndo foi possivel. Pafa. eximig a fim de captar
os possiveis efeitos da fragmentacdo florestaBnfoamostrados os individuos mais
jovens com DAP< 30 cm. Extrapolando as estimativas de taxa decionesto
encontradas por Machado et al. (2007), os indiddie¥r. eximiacom DAP de 30 cm
teriam, aproximadamente, 68 anos — idade inferimrtempo de isolamento dos

remanescentes florestais que foram  selecionados a paste  estudo.
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As amostras de trés a cinco folhas de cada indivigeoreferenciado foram
acondicionadas em sacos plasticos, refrigeradasae térmica a 0° C e transportadas
para o Laboratério de Genética Vegetal (FMRP - U&R)e foram armazenadas em

freezer a -20° C, até o momento de extracdo do DNA.
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o L] ESTACAO ECOLOGICA DE RIBEIRAO PRETO
(op) -+ Ficus citrifolia P. Miller (N=24)
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© O Ficus eximia Schott (N=24)
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203 km E 205

FIGURA 5 - Distribuicdo espacial dos individuos amostradosd@lfficus citrifolia e
Ficus eximiana Estacdo Ecologica de Ribeirdo Preto. Coordsn&tieM (Datum

Corrego Alegre).
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FIGURA 6 - Distribuicdo espacial dos individuos amostra@dsde Ficus citrifolia e
Ficus eximiana Estacdo Ecologica de Caetetus. Coordenadas (DEMim Corrego

Alegre).
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FIGURA 7 - Distribuicdo espacial dos individuos amostra@dsde Ficus citrifolia e
Ficus eximiano Parque Estadual Morro do Diabo. Coordenadas (D&fium Cdorrego

Alegre).
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2.3  Extragcéo e amplificacéo de DNA para analises géticas

A extracdo de DNA das folhas foi realizada pelaaaelogia de Doyle & Doyle
(1990), modificada por Alzate-Marin et. §2005). As reacbes de amplificacdo foram
realizadas em um termociclad@ppendorf®), utilizando 11 pares de marcadores SSR
previamente transferidos e caracterizados garacitrifolia e F. eximia Para a
amplificacéo por reacao de polimerizagdo em cg@d) foram utilizados 10 ng/ul de
DNA gendmico em um volume total de 10 pl conten@m®! KCI, 10 mM Tris-HCI
pH 8.9, 1,5 mM MgCJ, 200 uM de cada um dos desoxirribonucleotideog RJAICTP,
dGTP e d TTP), 0,20 ul de cada iniciadoicrossatélite 3' e 5’ (F forwarde R —
reverse Tabela 4) e 0,12 unidades Bag polimerase.

O protocolo de PCR consistiu de uma desnaturagéa@alim 96°C por 3 minutos,
seguidos por 30 ciclos a 94°C por 30 segundos, 0fQ minuto, 72°C por 1 minuto e
extenséo final a 72°C por 7 minutos. Os produtoardglificacdo foram separados sob
condicdes desnaturantes em gel de poliacrilamitié, d@ uréia e 1 X TBE. Os
fragmentos obtidos foram detectados em coloracéoratvato de prata (20%) segundo
protocolo de Sanguineti et §1994). Terminada a etapa de coloragdo, os gésnfo
lavados, colocados sob placas de vidro e protegidos papel celofane, para que
pudessem ser deixados em superficie lisa parageoassecagem ao ar livre. ApGs este

procedimento, os géis foram fotodocumentados ezemnaalos.



65

TABELA 4. Marcadores SSR transferidos e caracterizadosHyeuwa citrifolia e Ficus
eximia.

LocosSSR Acesso GenBank Produto esperado (pb)
FinsT7 AM039810 193
FinsN1 AMO039805 150
Frac86 DQ659281 153
Fracl54 DQ659284 147
Frub29 DQ659290 188
Frub38 DQ659291 195
Frub61 DQ659292 145

Frub391 DQ659294 149
Frub415 DQ659297 150
Frub416 DQ659289 228
Frub422 DQ659298 172
Frub436 DQ659299 135

2.4 Analise dos dados

2.4.1 Analise do desequilibrio de ligacéo

Para avaliar a independéncia de ligacdo, foi ajalia medida composta de
desequilibrio de ligacdo de Burrows (Weir, 197%gndo o programa GDA versao 1.1
(Lewis & Zaykin, 2000). A medida de desequilibrie ligacdo de Burrows € a mais
indicada em situacfes em que a unido de gametastpodcorrido de forma aleatoria
ndo e a identificacdo dos gendtipos € incompletaif\W1979). A hipbtese de

segregacao independente foi testada com o testpugdrado descrito por Weir (1979).
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2.4.2 Aderéncia ao Equilibrio de Hardy-Weinberg (ENV)

Para testar a hipétese que as populag6és ci&rifolia e F. eximiaencontram-se em
equilibrio de Hardy-Weibenrg utilizou-se o testatexde Fisher pelo programa GDA

versao 1.1 (Lewis & Zakkin, 2000).

2.4.3 Aderéncia ao Equilibrio de mutacao e deriva

Para verificar se as populacdes Ee citrifolia e F. eximia encontram-se em
equilibrio entre mutagéo e deriva genética, ou, $¢ga& Heq, andlises foram realizadas
com todos os locos polimorficos e citrifolia e F. eximia Desvios significativos do
equilibrio de mutacdo e deriva (efeito gargalo, g@mplo) sdo importantes de serem
detectados e tém sido analisados no estudo deiggeidét populacdes (Bacles et al.,
2004; van Rossum & Prentice, 2004; Ramakrishnaal.e2005). A hipotese nula foi
testada pelo teste do sirg# Wilcoxon, por ser o mais robusto quando utilizadra
menos de 20 locos (Piry et al., 1999), baseandenses.000 replicacdes. Para isso,
utilizou-se o programa Bottleneck 1.2.02 (CornuetL&kart, 1996). Estes testes
baseiam-se no principio de que populacdes queimg@aram uma reducao recente de
seu tamanho efetivo populacional (entre 12 gerag@egindo van Rossum & Prentice,
2004) exibem uma reducao mais rapida do numerdettessalo que da heterozigosidade
esperada (B) pelas propor¢cdes de EHW nos logeslimorficos. Assim, segundo
Luikart et al. (1998), populacées que passaramuporprocesso recente de gargalo
genéticoapresentam um excesso temporario de heterozigesitisb faz com queeH
se torne maior que a heterozigosidade esperadacolibrio entre mutacao e deriva

(HeQ), pois esta é calculada a partir do numero desl@ornuet & Luikart, 1996; Piry
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et al., 1999). Consequentemente, em uma populagisajreu um recente processo de

gargalo genético, espera-se quetHeq

2.4.4 Diversidade genética intrapopulacional

A partir das frequéncias alélicas foram obtidoseguintes indices de diversidade
genética:

a) porcentagem de locos polimorficdd:(foi obtida pela média aritmética do nimero
de locos polimorficos pelo numero total de locos. Os locasam considerados
polimérficos quando a frequéncia do alelo mais amméo excedeu 95%, conforme
sugerido por Nei (1987), para amostras inferiore8 adividuos;

b) nimero médio de alelos por lodd):(obtido pela divisdo do nimero total de alelos
pelo numero total de locos. Esta estimativa forneua idéia da distribuicdo dos alelos
nas diferentes populagfes estudadas;

c) heterozigosidade média observada)(lbi obtida pela razdo entre o niumero total de
heterozigotos e o nimero de individuos;

d) heterozigosidade média esperade)(lfbi obtida segundo as frequéncias genotipicas
esperadas, conforme equilibrio de Hardy-Weinbek\WE, pela média aritmética entre
todos os locos polimérficos analisados (Nei, 1987).

O coeficientd= de Wright (1931), que mede a correlagéo dos aleleggametas que
formam um zigoto, foi obtido por loco e pela méd@s locos, a partir das seguintes
relacdesf” = 1 - Ho/He (loco) ef” = 1 - Ho/He (média entre locos), senfloa estimativa
do indice de fixacdo de Wright;aHa estimativa da heterozigosidade observada a H
estimativa da heterozigosidade esperada. Essese$ntiram obtidos utilizando-se o

programa GDA versédo 1.1 (Lewis & Zaykin, 2000). @as estimativas obtidas dos
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indices de fixagdo médios considerando cada pdpmldgram estabelecidos intervalos
de confianca a 95% de probabilidade, utilizande-ggocedimento déootstrapcom

10.000 repeticbes (Weir, 1996). Além disso, utiizme o programa FSTAT 2.9.3.2
(Goudet, 2002) para verificar se existem diferengas estimativas de diversidade

genética entre as espéciegitrifolia e F. eximiae entre suas populacdes.

2.4.5 Estrutura genética

A estrutura genética foi abordada a partir da issiga F de Wright obtida a partir
da decomposicdo dos componentes de variacdo daeadélvariancia das frequéncias
alélicas inter e intrapopulacionais. Foram estinsadodistribuicdo da variabilidade
genética entre as populacddssy, assim como dos niveis de endogamia ao nivel
populacional ) e total F). Para verificar se estas estimativas médias eram
diferentes de zero, estimou-se o intervalo de aog com 95% de probabilidade, pelo
método de reamostragebootstrap utilizando-se 10.000 repeticdes sobre os locos.
Essas andlises foram efetuadas nos programas Gi3aove.1 (Lewis & Zaykin, 2000)
e FSTAT 2.9.3.2 (Goudet, 2002). A presenca de sleldos foi verificada usando o

programa MICRO-CHECKER (Van Oosterhout et al., 2004
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Desequilibrio de ligacao

Os alelos identificados nos 11 locos das populaci@eBicus citrifolia e Ficus
eximiano Parque Estadual Morro do Diabo, na EstacdotBma de Caetetus e na
Estacdo Ecologica de Ribeirdo Preto ndo estdo iadssc e segregam
independentemente. Desta forma, todos os locosnfa@nsiderados nos estudos de

diversidade e estrutura genéticaFdeitrifolia e F. eximia

3.2  Aderéncia ao Equilibrio de Hardy-Weibeng

Os resultados do teste exato de Fischer paracarge as proporcdes genotipicas se
ajustam ao modelo de EHW para cada loco enconteamasTabela 5. O modelo de
equilibrio tem como pressupostos cruzamentos aiest0auséncia de mutacéo,
migracao, selecéo, deriva genética e tamanho tofddas populacdes (Futuyma, 1992).
Em geral, as espéciés citrifolia e F. eximiaapresentam locos aderidos ao EHW em
todos os fragmentos. No entanto, p&tacitrifolia e F. eximig nas populacdes do
PEMD e na EEC, a maioria dos locos apresentamakesignificativos ao EHW. Estes
desvios podem ser decorrentes da subestruturagéidapmnal principalmente nas
areas maiores e, pela presenca de alelos nuloglérgp Além disso, os desvios do
EHW, nas populagdes dfe citrifolia e F. eximiano PEMD, na EEC e na EERP podem
ter sido causados por uma restricdo evolutiva itappelo mutualismo, dado a sua
dependéncia reprodutiva de polinizadores espesificpela presenca de assincronismo
de floracao e frutificacéo, pela distribuicéo esqlados individuos e pela capacidade de

dispersédo dos agentes polinizadores a longas digtan
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TABELA 5. Presenca de alelos nulos e probabilidades de ¢éssito de Fisher para a
hipétese do Equilibrio de Hardy-Weinberg, para mdividuos deFicus citrifolia e
Ficus eximianos fragmentos Parque Estadual Morro do Diabo (BPEMEstacdo
Ecologica de Caetetus (EEC) e Estacao Ecologi®ilurao Preto (EERP).

P (Fisher)

Ficus citrifolia Ficus eximia
Locos PEMD EEC EERP PEMD EEC EERP
FinsOT7 0,000e 0,001 0,813 -- -- --
FinsON1 0,000 0,000 0,003 0,000 0,000 0,001
Frac086 0,000e 0,000e 0,179 0,000e 0,000e 0,858
Fracl154 - -- -- 0,000 0,006 0,167
Frub029 0,006¢ 0,151 0,015e 0,000e 0,065 0,116
Frub038 0,012 0,117 0,388 0,000e 0,000e 0,234
Frub061 0,000e 0,000e 0,002 0,001- 0,000e 0,105
Frub391 0,000e 0,000e 0,031 0,005 0,032 0,003
Frub415 0,439 0,642 0,039 0,912 0,183 0,779
Frub416 0,000 0,000 0,002 0,000 0,002 0,003
Frub422 0,000e 0,005e 0,444 0,032 0,546 0,664
Frub436 0,000e 0,000e 0,020e 0,001 0,000e 0,162

SignificativoP < 0,05;  presenca de alelos nulos; -- loco montiow

3.3  Aderéncia ao equilibrio de mutacao e deriva

Pelos testes de adequacdo ao modelo de mutacadird®s alelos (Cornuet &

Luikart, 1996; Luikart & Cornuet, 1998; Piry et,al999), as populacdes Becitrifolia

e F. eximig nas areas de estudo, mostram-se em equilibricutiecdo e deriva (Tabelas
6 e 7), exceto a populagédo He eximiana Estacdo Ecologica de Ribeirdo Preto que
apresentou desvios marginalmente significativés=(0,06; Tabela 7) , indicando a
ocorréncia de gargalo genético nesta populagdoReasum & Prentice (2004) e Vieira
(2005) encontraram gargalos genéticos recenteséeiasvpopulagdes arbéreas, sendo
interpretados como conseqiéncia da fragmentacao pdpslacoes resultante de

perturbacao de humana.
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TABELA 6. Testes de equilibrio entre mutacdo e deriva genptica as populacdes de
Ficus citrifolia nas populacbes do Parque Estadual Morro do Di&kMD), da
Estacdo Ecologica de Caetetus (EEC) e da Estagiddita de Ribeirdo Preto (EERP).

POPULACOES N*  Déficit® Excessd  Teste Wilcoxon P

PEMD 6,48 2 9 0,087 0,104
EEC 5,98 3 8 0,141 0,163
EERP 5,31 3 8 0,097 0,146

* nimero esperado de locos com excesso de hetesidagle sob o modelo, seguido
por: * locos com déficit de heterozigosidadelecos com excesso de heterozigosidade.

TABELA 7. Testes de equilibrio entre mutacdo e deriva genptica as populacdes de
Ficus eximianas popula¢cdes do Parque Estadual Morro do DiaeMD), da Estacéo
Ecoldgica de Caetetus (EEC) e da Estacdo Ecoldgitibeirdo Preto (EERP).

POPULACOES N*  Déficit® Excessd  Teste Wilcoxon P

PEMD 5,73 3 8 0,182 0,238
EEC 5,80 2 9 0,073 0,082
EERP 5,61 2 9 0,003 0,061

* nimero esperado de locos com excesso de hetesidagle sob o modelo, seguido
por: ! locos com déficit de heterozigosidadelecos com excesso de heterozigosidade.

O tempo de isolamento das populacéesFdecitrifolia e F. eximia no Parque
Estadual Morro do Diabo e na Estacdo EcolOgica aetéfus € recente (menos de 80
anos). Segundo Luikart et al. (1998), populacé@spgissaram por um processo recente
de gargalo genético devido a reducdo e fragmentgp@stal apresentam um excesso
temporério de heterozigosidadee(P Heq). Isto foi observado pafa eximiana EERP,

uma érea fragmentada e isolada ha pelo menos H20 an
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3.4  Diversidade genética intrapopulacional

3.4.1 Frequéncias alélicas

As estimativas das frequéncias alélicas das popesader. citrifolia e F. eximianos
fragmentos florestais sdo apresentadas nas Tabeles Pard. citrifolia e F. eximia
foram detectados totais de 92 e 79 alelos, respeotinte. Pela andlise das frequiéncias
alélicas dos 11 locos polimorficos nos trés fragmerestudados - Parque Estadual
Morro do Diabo (PEMD), Estacao Ecologica de Cast@HEC) e Estacdo Ecoldgica de
Ribeirdo Preto (EERP) - verifica-se a ocorréncialéés exclusivos e rarosg, alelos
com frequéncia menor e ou igual a 5%; White e1@99) pard-. citrifolia e F. eximia

No entanto, um menor numero de alelos de baixaiémcja {.e., raros) foi observado
no fragmento de menor tamanho (Figura 8) indicamdnas populac¢des e citrifolia

e F. eximia presentes nesta area (EERP) estdo mais senstveatedacdes pos-
fragmentacdo, sendo susceptiveis a gargalos gesiétiomo detectado paFa eximia

na EERP. Gargalos genéticos experimentados porlgg®s em decorréncia das
alteracOes de habitat podem causar a perda indeptende alelos (predominantemente
os raros) em cada fragmento, aumentando, portaatodivergéncia genética
interpopulacional (Jump & Pefiuelas, 2006). White akt (2002) investigando a
distribuicdo da diversidade genética dentro de jagfes fragmentadas @wietenia
humilisem florestas tropicais detectaram perda de atlddsaixas freqiéncias em locos
microssatélites, corroborando a premissa do aumdatalivergéncia genética em

detrimento da perda de alelos raros.
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TABELA 8. Frequéncias alélicas em locos microssatéliteSicles citrifolia no Parque
Estadual Morro do Diabo (PEMD), na Estacdo Ecobgie Caetetus (EEC) e na
Estacdo Ecoldgica de Ribeirdo Preto (EERP).

Populacdes Populacdes
Locos Alelos PEMD EEC EERP Locos Alelos PEMD EEC EERP

T7 172 0,02* 0,03* 0,04* 86 178 0,11 0,13 0,29
178 0,84 0,85 0,81 180 0,07 0,09 --
180 0,06 0,10 0,15 182 0,16 0,13 --
182 0,06 0,03* -- 184 -- 0,09 -
184 0,02% - -- 186 0,01* 0,05 --

N1 151 0,11 0,11 -- 188 0,02 0,02 --
154 0,41 0,30 0,22 192 0,01* -- --
157 0,39 0,39 0,50 194 0,03* -- --
160 0,10 0,20 0,28 196 0,03% - --

29 186 0,10 0,13 0,15 391 136 0,01% - --
192 0,45 0,24 0,33 138 0,05 0,02 0,05*
196 -- -- 0,02% 140 0,08 0,06 0,05*
196 - -- 0,02% 142 0,20 0,20 0,18
198 0,09 0,20 0,19 144 0,18 0,17 0,34
204 0,12 0,12 0,10 146 0,20 0,32 0,23
210 0,08 0,07 0,06 148 0,14 0,13 0,11
216 0,04* 0,07 0,08 150 0,07 0,06 0,05*
222 0,12 0,16 0,06 152 0,02 0,03* --
228 -- 0,03* -- 154 0,01 0,01 --

38 190 0,03* 0,21 -- 158 0,03% - --
195 0,02 - 0,02* 415 132 0,46 0,54 0,33
200 0,03* - 0,11 140 0,01 0,04* 0,10
205 0,33 0,28 0,04 148 0,52 0,41 0,42
210 0,29 0,27 0,43 156 0,01 -- 0,15
215 0,12 0,08 0,04 416 212 0,07 0,02 0,07
220 0,18 0,16 0,24 216 0,27 0,19 0,34
225 -- -- 0,11 220 0,21 0,31 0,16

61 130 0,03* - -- 224 0,29 0,19 0,34
134 0,05* 0,07 -- 228 0,15 0,29 0,09
138 0,02% - -- 232 0,02% -- --
142 0,06 0,03* -- 422 155 0,13 0,07 --
146 0,07 0,20 0,26 158 0,20 0,58 0,52
150 0,34 0,34 0,11 161 0,30 0,06 0,02
154 0,24 0,17 0,37 167 0,07 0,21 0,31
158 0,07 0,06 0,24 170 0,13 0,02*  --
162 0,03* 0,09 0,02* 173 0,08 0,03* --
166 0,03* 0,03 -- 176 0,02* 0,03* --
170 0,01% - -- 436 133 0,03* 0,04 --
174 0,02% - -- 143 0,04* 0,05* --
178 0,03* - -- 148 0,03* 0,04 --

86 166 0,08 -- 0,02* 153 0,04* 0,05 --
168 0,09 0,01 0,02* 158 0,12 0,09 0,03*
170 0,01* 0,26 0,29 163 0,17 0,18 0,10
172 0,08 0,05 0,10 168 0,31 0,27 0,55
174 0,12 0,07 0,19 173 0,17 0,12 0,18
176 0,10 0,10 0,08 178 0,09 0,15 0,15

* alelos rarosfreqiéncia< 0,05); « alelos exclusivo-- auséncia do alelo no Ic
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TABELA 9. Frequéncias alélicas em locos microssatéliteEides eximiano Parque
Estadual Morro do Diabo (PEMD), na Estacdo Ecolgie Caetetus (EEC) e na
Estacao Ecologica de Ribeirdo Preto (EERP).

Populacbes Populacdes
Locos Alelos PEMD EEC EERP Locos Alelos PEMD EEC EERP

N1 158 0,03* 0,02 -- 86 174 0,14  -- -
160 0,39 0,28 0,15 178 0,12 0,11 --
162 0,50 0,50 0,46 154 144 -- 0,07 0,10
164 0,08 0,20 0,40 147 0,23 0,24 0,13
29 195 0,05 0,04 -- 150 0,27 0,24 0,35
200 -- -- -- 153 0,23 0,26 0,13
205 0,06 0,11 0,17 156 0,27 0,17 0,29
210 0,20 0,11 0,15 159 - 0,02% -
215 0,23 0,15 0,02* 391 140 - 0,14  --
220 0,17 0,20 0,23 144 0,15 0,31 0,08
225 0,06 0,13 0,23 148 0,35 0,22 0,08
230 0,09 0,11 0,08 152 0,32 0,19 0,21
235 0,06 -- 0,13 156 0,18 0,14 0,35
240 0,06 0,11 -- 160 -- -- 0,21-
245 -- 0,02% - 164 -- -- 0,06-
255 -- 0,02% - 415 158 0,34 0,37 0,19
38 197 0,18 0,13 -- 164 0,66 0,63 0,81
202 0,02% - -- 416 215 0,08 0,07 0,19
207 0,18 0,17 0,16 220 0,35 0,26 0,19
212 0,11 0,23 - 225 0,42 0,59 0,27
217 0,21 0,44 0,70 229 0,15 0,09 0,23
222 0,29 0,04 0,14 230 -- -- 0,08
227 0,02% - -- 235 -- -- 0,04%
61 120 0,06 0,02*  -- 422 156 0,33 0,41 0,10
125 0,04* 0,02 -- 158 0,30 0,27 0,29
130 0,07 0,08 - 160 0,06 -- 0,04*
135 0,30 0,22 0,05* 162 0,03* 0,09 0,04*
140 0,06 0,12 0,18 164 0,09 0,02* 0,06
145 0,11 0,18 0,16 166 0,14 0,11 0,06
150 0,15 0,18 0,34 168 0,03* 0,09 0,23
155 0,06 0,02* - 170 0,02* -- 0,17
160 0,07 0,10 0,27 436 148 0,04* 0,04* --
165 0,07 0,06 -- 153 0,02 0,02 --
170 0,02% - -- 158 0,23 0,24 --
86 162 0,04% - -- 163 0,04 0,04* 0,22
164 0,10 0,07 0,14 168 0,16 0,30 0,54
166 0,02 0,07 0,27 173 0,05 0,02 0,24
168 0,20 -- 0,07 178 0,18 0,11 -
170 0,22 0,54 0,36 183 0,11 0,07 -
172 0,16 0,21 0,16 188 0,18 0,15 --

* alelos raros (frequénci&0,05);+ alelos exclusivc -- auséncia do alelo no Ic
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Ficus citrifolia

Ficus eximia

PEMD EEC EERP

m Total de alelos m Alelos raros O Alelos exclusivos ‘

FIGURA 8. Numero total de alelos, alelos raros e excluspas as populacbes de

Ficus citrifolia e Ficus eximiano Parque Estadual Morro do Diabo (PEMD — 33.000
ha), na Estacdo Ecologica de Caetetus (EEC — Zh@p@ na Estacdo Ecoldgica de

Ribeirdo Preto (EERP — 200 ha).

A riqueza alélica e a presenca de alelos raroschusxos nas populacdes
naturais sdo importantes para a tomada de decisdeBnbito da conservacdo dos
recursos genéticos (Kalinowski, 2004). Portantadteobservado alelos exclusivos e
raros nas populacdes de citrifolia e F. eximiano PEMD, na EEC e na EERP,
estratégias para a conservagao gen#tiséu e ex situsdo fundamentais para conservar

e garantir a manutencao da variabilidade genétisaasd populacdes.
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3.4.2 indices de variabilidade genética

Os indices de diversidade genética estimados i gastfreqtiéncias alélicas dos 11
locos microssatélites dos individuos &e citrifolia e F. eximia amostrados nos
fragmentos Parque Estadual Morro do Diabo (PEMBjag¢&o Ecoldgica de Caetetus

(EEC) e Estacgéo Ecoldgica de Ribeirdo Preto s&saptados na Tabela 10.

TABELA 10. indices de diversidade genética das populacd&scds citrifolia e Ficus
eximiado Parque Estadual Morro do Diabo (PEMD), da Estdfcoldgica de Caetetus
(EEC) e da Estacéo Ecoldgica de Ribeirdo Preto EJER nimero médio de alelos por
loco, Ho: heterozigosidade média observade, keterozigosidade média esperada e
indice de fixacao.

Ficus citrifolia Ficus eximia
PEMD EEC EERP PEMD EEC EERP
A 8,1 6,6 5,4 6,4 6,0 4.8
(3.,6) (2,6) (1,7 (2,9) (2,6) (1,9)
Ho 0,59 0,64 0,68 0,69 0,66 0,72
(0,23) (0,24) (0,22) (0,25) (0,29) (0,23)
He 0,73 0,72 0,69 0,75 0,73 0,69
(0,18) (0,18) (0,14) (0,13) (0,12) (0,17)
f 0,18 0,11 0,01 0,08 0,10 -0,05
IC** 95%

Limite inferior ~ -0,003 -0,054 -0,158 -0,162 -0,126 -0,186
Limite superior 0,343 0,245 0,168 0,297 0,306 0,069

() = desvio padrdo; [ ] = intervalo de confian¢a;= significativo a 5% de

probabilidade; **: Intervalo de confianca a 95 % ple@babilidade, obtido do erro
padrdo da média do indice de fixacdo estimado &r mhe 10.000 re-amostragem
“bootstrapping” sobre locos.

EmF. citrifolia o nUmero de alelos por loco variou de quatro €PEMD), de trés a

11 (EEC) e de trés a oito (EERP). PRraeximig a variacdo do numero de alelos por
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loco foi de dois a 10 (PEMD), de dois a 11 (EECYes dois a oito (EERP). As
heterozigosidades média esperada)(ld observada (b) detectadas em todas as
populacdes d€. citrifolia e F. eximiaforam superiores a 58% e 68%, respectivamente
(Tabela 10). O indice de fixacdo médio em todapamulacdes dé&. citrifolia e F.
eximia ndo diferiram estatisticamente de zero (Tabela, ®0pgerindo que essas
populacbes ndo sao endogamicas. Corroborando canveis elevados de diversidade
genética observados pdfa citrifolia e F. eximig Nason et al. (1998) reportaram alta
diversidade genética em outras espéciesFaeis Nazareno & Carvalho (2009)
investigando o sistema reprodutivo deicus arpazusatambém identificaram
expressivos indices de diversidade genética.

Os niveis elevados de diversidade genética detectads populacdes de.
citrifolia e F. eximia pode ser reflexo da biologia reprodutiva dessggaiss, que
apresentam forte protoginia, flores funcionalmenteissexuais e sincronia de
florescimento em seus individuos e, pela capacidadéo a longas distancias de suas
vespas polinizadoras. Sork & Smouse (2006) sugepeen em casos de espécies com
polinizadores especializados e fluxo génico mansidongas distancias, como ocorre
nas espécies deicus a fragmentacdo e o isolamento fisico ndo impedefiuxo
génico. Desta forma, o fluxo génico mediado pelaspas polinizadoras, entre
fragmentos ou individuos isolados permite que nosesmbina¢des genéticas ocorram,
ampliando e mantendo a diversidade génica das pgijes.

Desta forma, os resultados encontrados pparaitrifolia e F. eximia permitem
inferir que, mesmo inseridas em paisagens fragmasteos individuos das espécies
apresentaram elevados indices de diversidade gendistes resultados atestam o
potencial de conservacéo genétitaitu e ex situdessas espécies. Ressalta-se que, nada

pode mitigar totalmente os efeitos negativos dager fragmentacdo de habitats. A
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perda da diversidade biolégica e consequiente digdiayrogressiva da variabilidade
genética € um processo irreversivel. Hardin (196BYtou que atras dos mais variados
problemas ambientais, como a perda de biodiversijdadtd a mesma l6gica da
“tragédia dos comuns” — 0s beneficios sdo indiVidados e os prejuizos coletivizados.
Seguindo esta logica, se pensarmos em desflorestantes lucros individuais para os
que destroem as florestas s@o 6bvios, mas a edossmo, a degradagédo de nascentes e
do ar, as perdas na fauna, flora e funcionalidame etossistemas (a exemplos da
polinizacédo e dispersdo) sdo prejuizos compartibguobr todos nds. Assim, enquanto

essa logica persistir, a luta pela conservacaoattviersidade se torna prioritaria.

3.4.3 Perda de diversidade genética

Embora uma reducao significativa na diversidadeétjem deF. citrifolia e F.
eximig nos fragmentos florestais estudados, foi detactashndo como medida a
rigueza alélica, a heterozigosidade média espeftddaou diversidade génica) nao
apresentou diferencas significativas (Tabela 11lyigdeza alélica é mais sensivel a
reducdo no tamanho populacional do que a hetersidigge devido a eliminagédo
preferencial de alelos raros que contribuem powaca psta estimativa (Nei et al., 1975;
Cournuet & Luikart, 1996). Depois de uma reducéo tdmanho populacional, a
diversidade génica pode levar muitas geracdesghamgar a um equilibrio. A riqueza
alélica, nesse sentido, pode refletir com maiocip@® os atuais niveis de diversidade
genética dos remanescentes florestais (Varvia,et@86; Cournuet & Luikart, 1996).

A teoria prediz uma grande perda de diversidadétgenpor deriva e endogamia
em arvores sujeitas a fragmentacdo florestal, amaea seja escasso um suporte

empirico para esta teoria (Kramer et al., 2007kaymentacdo de habitat pode levar a
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modificagcdes no sistema reprodutivo das plantasnido ao aumento da endogamia,
reduzindo a adaptabilidade e a viabilidade dosviddbs e, aumentando o risco de
extingado local das populacdes (Ellstrand & Elan93t9Young et al., 1993; Young et

al., 1996; Petit et al., 2002; Hamrick, 2004; Lostal., 2005; Jump & Pefiuelas, 2006).

TABELA 11. Valores de probabilidade (gerados por 5.000 pexgiais) dos testes de
igualdade entre populacdes para os indices destiagle genéticad: nimero médio de

alelos por loco; . heterozigosidade média observadae heterozigosidade média
esperada para as populacdesFimis citrifolia e Ficus eximiado Parque Estadual
Morro do Diabo (PEMD), da Estacdo Ecolégica de €aest (EEC) e da Estacao
Ecologica de Ribeirdo Preto (EERP).

Ficus citrifolia Ficus eximia
POPULACOES A Ho He A Ho He
PEMD — EEC — EERP 0,04 0,31 0,47 0,01 0,60 0,13
PEMD — EEC 0,46 0,47 0,77 0,59 0,69 0,51
PEMD — EERP 0,01 0,08 0,13 < 0,001 0,59 0,09
EEC - EERP 0,32 0,47 0,28 0,12 0,18 0,31

Como no presente estudo, poucos trabalhos relatam@andiminuicao significativa
na diversidade genética em ao menos uma das medédasiriacdo genétice.,
rigueza alélica, i Ho). Exemplos incluentucalyptus albensyma espécie zoocorica
da Australia (Prober & Brown, 1994jthecellobium elegansaima espécie neotropical
polinizada por insetos (Hall et al., 1996hgus sylvaticaJump & Pefiuelas, 2006) e
Quercus roburn(Vakkari et al., 2006), espécies anemocoricasfldasstas temperadas.
Em contraste, as espécies tropid@mapa guianensigHall et al., 1994)Caryocar
brasiliense(Colevatti et al., 2001) ®inizia excelsa(Dick, 2001) e, as espécies das

florestas temperadas da América do Nodieer saccharunfForé et al., 1992; Ballal et



80

al.,, 1994) e da Europd&raxinus excelsior(Bacles et al., 2005), ndo apresentaram
reducdo na variacao genética em areas fragmentadas.

Ainda ha poucos estudos que apdiem predicbes asode que as populacbes de
plantas nos remanescentes florestais deveriameagpaesnenor diversidade genética e
maiores taxas de endogamia e diferenciacdo gertetigae as populacdes em florestas
continuas (Jump & Pefuelas, 2006). Em uma revisidemplando 23 espécies
neotropicais (Lowe et al., 2005), efeitos limitadds fragmentacdo florestal foram
encontrados em apenas cinco espécies e, nenhuss gesvisdes foram conclusivas
em sua totalidade. O Unico estudo que encontroimpacto negativo da fragmentacéo
florestal, com reduc&o da diversidade genéticayurad investigacdo de populacdes de
Terminalia amazonieem florestas continuas comparada a popula¢fesagmdntos
florestais isolados ha mais de 1000 anos (Pithalr,62003).

Uma das dificuldades em avaliar os efeitos da feagatédo sobre as populagbes
arbéreas é que em muitos casos, a reducdo de thébitxente para que se possa
detectar os efeitos poOs-fragmentacdo, especialmente espécies longevas. Os
resultados encontrados pdtacitrifolia e F. eximiasé foram significativos em uma
escala geografica amplag(, em comparacdes de areas com reducdes de at@Adx)
como o PEMD e a EERP), pela amostragem ter inclindiwiduos estabelecidos pés-
fragmentacdo e, pelo uso de marcadores molecuddt@sente informativos. Neste
contexto, os resultados obtidoslicam que a fragmentacdo de habitat, mesmo e¢ent
200 anos), afeta negativamente as espéciedtrifolia e F. eximiareduzindo sua riqueza

alélica.
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3.5  Estrutura genética

As estimativas médias obtidas mostraram ausénaédiegamia dentro (valores de
Fis ndo diferem estatisticamente de zétcs 0,05; Tabelas 12 e 13) e para o conjunto
das populacdes de. citrifolia (Fr = 0,096; ICgs0, = -0,096 — 0,264) &. eximia
(Fr = 0,162; IC 959, = -0,009 — 0,301) e, baixa divergéncia genétiEgy) (
interpopulacional. Valores tedricos dEsr variam de zero (populagbes néao
diferenciadas) a um (populagdes completamenteediféadas), embora este méaximo
tedrico seja pouco provavel de ser alcancado nasilgges naturais (Balloux &
Lugon-Moulin, 2002). Pard. citrifolia, 97% da variabilidade genética encontra-se
dentro de suas populacbes e, apenas B 0,031; ICgs5¢, = 0,015 — 0,054) de
diferenciacdo genética € interpopulacional. Paraeximia 95% da variabilidade
genética é intrapopulacional com diferenciacéo tigaméntre populacdes de 5%s( =
0,050; ICgys50, = 0,033 — 0,069). Estes valoreskig sdo baixos em relagdo ao maximo
tedrico, entretanto, estdo de acordo com o obseresd outras espécies arboreas
tropicais (Dayanandan et al., 1999; Moraes etl8B9; Botrel & Carvalho, 2004; Melo
Janior et al., 2004; Pinto & Carvalho, 2004; Pietoal., 2004; Vieria, 2005; Moura,
2005). Com relacdo as espécies florestais, Hanwickl. (1992) constataram que
diversos fatores influenciam os niveis de divedgdgenética nas espécies tropicais.
Espécies arboreas, comparadas as outras formadajeapresentam uma alta variagdo
intraespecifica e geralmente exibem menos variagire as populacdes,
particularmente nas espécies muito dispersas, &BM®S de cruzamento ao acaso e

sementes dispersas pelo vento ou por animais (diaetrial., 1993).
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TABELA 12. Estimativas dos coeficientes médios de endogaanfa das populacdes
(Fis), do conjunto das populagddsr e da divergéncia genética entre populagbes (
de Ficus citrifolia do Parque Estadual Morro do Diabo (PEMD), Estagéologica
Caetetus (EEC) e Estacdo Ecologica de Ribeirdo PEEIRP).

PEMD EEC EERP
Fis  Fr Fsr Fs Fr Fsr Fs Fr Fst
PEMD 0,15 0,19 0,05*
EERP 0,08 0,11 0,03*
EEC 0,16 0,18 0,03*
IC** 95%
Limite inferior -0,02 -0,01 0,01 -0,08 -0,05 0,01 -0,03-0,01 0,02

Limite superior 0,31 0,33 0,05 0,21 023 0,05 0,29 0,32 0,07

Valores no corpo das tabelas s&o estimativas méalitisas por re-amostragem
“jackknife” sobre todos os locoB;s, Fir e Fstséo significativamente diferentes de zero
para *: P < 0,05. **: Intervalo de confiangca a 95 % de pitabdade, obtido do erro
padrdo da média estimado a partir de 10.000 re{angesn “bootstrap”.

TABELA 13. Estimativas dos coeficientes médios de endogaenaa das populacdes
(Fis), do conjunto das popula¢cddsr e da divergéncia genética entre populacbe$ (
de Ficus eximiado Parque Estadual Morro do Diabo (PEMD), EstaE#@oldgica
Caetetus (EEC) e Estacdo Ecoldgica de Ribeirdo FE&ERP).

PEMD EEC EERP
Fis  Fr Fst Fs Fr  Fst Fs Fr  Fst
PEMD 0,03 0,11 0,08*
EERP 0,02 008 0,06*
EEC 0,09 0,10 0,01
IC** 95%
Limite inferior -0,15 -0,13 -0,01 -0,15 -0,08 0,04 -0,17 -0,08 050,

Limite superior 0,30 0,31 0,03 0,17 0,22 0,08 0,19 0,26 0,11

Valores no corpo das tabelas s&o estimativas méalitisas por re-amostragem
“jackknife” sobre todos os locoB;s, Fir e Fstséo significativamente diferentes de zero
para *: P < 0,05. **: Intervalo de confianca a 95 % de pitabdade, obtido do erro
padrdo da média estimado a partir de 10.000 re{angesn “bootstrap”.

Estudos de variacdo intraespecifica usando técmoealeculares em espécies
florestais demonstraram a existéncia de uma praad@aestrutura genética dentro de

varias espécies (Dawson et al., 1995; Gillies gt18199; Cardoso et al., 2000). Em
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contraste, estudos com marcadores moleculares d& f@N&elaram pouca variagao
genética entre populacdes de espécies arbolredsatsofSchierenbeck et al., 1997;
Gillies et al., 1999). Desta forma, a alta varidaitle genética intrapopulacional, além
das caracteristicas inerentes a cada espécie spotmbém em funcdo da alta taxa de
mutacao dos locos microssatélites (Kayser et @DQR

Nos casos em que se observam baixa diferenciac@iggeentre populagbes, como
detectado par&. citrifolia (Tabela 12) &. eximia(Tabela 13), o fluxo génico pode
estar contrapondo os efeitos da deriva genéticea Bsordagem foi utilizada por
McCauley et al. (1995) ao verificar uma baixa difezsiacdo entre populagdes Sieene
alba utilizando isoenzimas epDNA e, por Ciampi (1999) em estudos c@upaifera
langsdorffii Por outro lado, mesmo aparentemente isoladagafeamente~ 350 km
distantes entre si), as populacdesFdeitrifolia e F. eximiano PEMD, na EEC e na
EERP estdo inseridas em paisagens onde co-ocoragmeéntos florestais (Figura 4).
Evidéncias empiricas indicam que fragmentos flaiestdo definem populacdes, uma
vez que o fluxo génico via pélen (Dow & Ashley, B9Streiff et al., 1999; Apsit et al.,
2001; White et al., 2002; Latouche-Halle et alQ£20Nakanishi et al., 2004) e semente
(Dally et al., 2001; Estrada & Coates-Estrada, 2(@aihes et al., 2005; Bacles et al.,
2006; Gonzales-Martinez, 2006b; Sato et al., 2006)rre além das areas dos
fragmentos. Em tal cenario, os fragmentos seriamptetamente congruentes com
fluxo génico mitigando o efeito do isolamento ooaado pela fragmentacao florestal.
Neste contexto, a baixa diferenciacdo genéticaveimsimilares de heterozigosidade
esperada (B), como os observados paFfa citrifolia e F. eximia em todos o0s
fragmentos (Tabela 10), indicam que a dispersatrida de polen e semente foi
extensiva no Estado de S&o Paulo, sugerindo que regtdo poderia estar sobre

panmixia. Ainda sobre esta perspectiva e, considera dispersédo a longas distancias
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de podlen (Nason et al., 1998; Zavodna et al., 200&tzareno & Carvalho, 2009) e
diasporos (Shanahan et al., 2001) FEertus spp., as populacbes de citrifolia e F.
eximia podem ser panmiticas, mesmo inseridas em paisdigameentadas. Aliado a
isto, acredita-se que a baixa diferenciacdo geméiliservada para as espédies
citrifolia e F. eximiaé devido ao tempo de pos-fragmentacdo néo tessitwente para
retratar divergéncias genéticas nessas populagdesentanto, ressalta-se que a
divergéncia genética entre as populacdes-deximado PEMD e EERP foi alta e
significativa st = 0,080; ICgs54, = 0,050 — 0,111). Uma vez que as estimativas de
diferenciacdo genética sdo baseadas nas frequé@igliaas, o valor désrobservado é
corroborado pela diminuicdo da riqueza alélicaapelducdo de alelos raros e pelo
indicativo de efeito gargalo na populacaddeximiana EERP.

Ressalta-se que a baixa diferenciacdo e a auséackmdogamia, observadas nas
populacbes d&. citrifolia e F. eximianas areas estudadas, sugerem que qualquer um
dos remanescentes florestais podem providenciapaliés para esforcos de restauracao
e, ou enriquecimento de areas degradadas, bem gama@ conservaca@x-situdessas

espécies.

3.6  Variagéo genética entrd-icus citrifolia e Ficus eximia

As espécie§-. citrifolia e F. eximiaapresentaram niveis semelhantes de diversidade
genética (Tabela 14). Isto €&, provavelmente, deoter do fato dessas espécies
compartilharem o mesmo sistema reprodutivo e osnogsnecanismos de polinizagao

e dispersao de diasporos. Os niveis de diversigedética observados nessas espécies

podem ser funcéo da assincronia de florescimentoigpede a auto-fertilizacéo, dos
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cruzamentos aleatérios mediados pelas vespaszamlinias evitando a endogamia e, da

interacéo estreita das vespas polinizadoras compdaatas hospedeiras.

TABELA 14. Valores de probabilidades (gerados por 5.000 pegdes) dos testes de
igualdade entré&icus citrifolia e Ficus eximiapara os indices de diversidade genética.
A: niumero médio de alelos por locop:Hheterozigosidade média observada & H
heterozigosidade média esperada.

Ficus citrifolia Ficus eximia P
A 7,481 6,427 0,175
Ho 0,663 0,666 0,671
He 0,769 0,731 0,168

No entanto, a riqueza alélica das espééiesitrifolia e F. eximia € afetada
negativamente pela fragmentacédo florestal, seRdaeximig aparentemente, mais
sensivel a reducédo de habitat. Uma vez que esgésie€s tém algumas caracteristicas
ecologicas em comum, a susceptibilidade a fragmaatforestal das espécieskeus
pode estar relacionada ao tipo de habitat, ao iestég sucessdo e ao habito que
ocorrem.

As figueiras diferem entre si em relacdo ao halpialendo ser arbustivas, arboreas
ou hemiepifitas (Berg, 1989). Essas ultimas iniceasua vida como epifitas no topo de
grandes arvores, e entdo estendem suas raizesgaodo tronco da arvore hospedeira
até se fixar no chéo.

Ficus eximia uma espécie terricola, longeva e ocorrendo medalimente no
interior de mata (L.F.M. Coelho & R.A.S. Pereiradds ndo publicados), deveria,
teoricamente, manter suas populacdes estaveis gisoa longevidade assegura a
representacdo de varios grupos dentro de uma mdoul&e os diferentes gendtipos ou
alelos séo favorecidos durante a fase de estaleetd, os individuos que sobrevivem

a maturidade genética irdo manter um "registro” edentos evolutivos. A sua
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continuada sobrevivéncia retardaria a perda daagé&oi genética. Entretanto, com a
fragmentacdo e a reducdo de areas, 0s habitatsrieza expostos a condi¢cdes externas
adversas, anteriormente inexistentes, o que resaéa Ultima analise, numa
deterioracdo da diversidade biol6gica comprometemdsobrevivéncia das espécies
(Tilman et al., 1994). E neste contexto gueeximiase insere: restrita, principalmente,
ao interior de mata, modificacdes no habitat podewar a perda de individuos
reprodutivos e a uma diminuicdo no recrutamentanaleos individuos, acarretando
gargalos genéticos como o detectado na populacE&B&.

Por outro ladoJF. citrifolia por ser uma espécie, preferencialmente, hemigpifit
pioneira e com ciclo de vida mais curto (L.F.M. Boe& R.A.S. Pereira, dados nao
publicados) estaria menos susceptivel a reducabag@entacdo de habitat. O habito
hemiepifito contorna o problema de escassez de agudossel, permitindo que as
plantas desenvolvam e ampliem suas copas e degsanvslas raizes (Prosperi et al.,
2001). Destarte, o habito hemiepifito garanté-.acitrifolia um maior sucesso de
estabelecimento de suas plantulas, mesmo em dteae@te fragmentadas, como foi
observado nas areas de estudo.

Contudo, a conservacgao Heeximiarequer, além da manutencéo e criacdo de areas
protegidas, medidas que favorecam o0 seu estabeleine incremento em areas
altamente fragmentadas como a EERP. O enriquecm&nh mudas oriundas de
populac6es fonte, com elevada riqueza alélica centmntrada no PEMD, em areas
propicias para o seu estabelecimento seria misier subsidiar a adaptagéo local da
espécie. Por ser, aparentemente, adaptada a ateagizadas, como € observado até
mesmo em centros urbanos, a conservacéde. airifolia é também necessaria, haja
vista a interdependéncia dessa espécie com outrganismos (e.g., vespas

polinizadoras e dispersores).
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Estudos futuros, que avaliem a fecundidade e oita@oento de individuos de
eximia e F. citrifolia, serdo fundamentais para um melhor entendimento da

susceptibilidade dessas espécies as alteracOesrdaibi
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4, CONCLUSOES

Os estudos realizados colicus citrifolia e Ficus eximia nas areas de estudo,

possibilitaram chegar as seguintes conclusdes:

» A fragmentacéo florestal provavelmente reduziwgaeta alélica das populactes

deF. citrifolia eF. eximia

= A riqueza alélica e a presenca de alelos rarosclugxos nas populagdes
naturais de-. citrifolia e F. eximiaatestam o potencial de riqueza genética e a

importancia de se preservar 0s remanescentestéisresn que ocorrem;

= Mesmo inseridas em paisagens fragmentadas, oddodi das espécies e
citrifolia e F. eximia apresentaram elevados indices de diversidade icgnét
caracterizando seu potencial para programas dei@gsio genéticia situ e ex

situ;

= A maior parte da variabilidade genéticaklecitrifolia e F. eximiaencontra-se

dentro de suas populacoes;

= Em geral, ndo foi detectada a ocorréncia de endagaas populacdes de

citrifolia eF. eximia

= As espécie§. citrifolia e F. eximiando apresentaram diferengas nas estimativas

de diversidade genética.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

O aumento da populagdo humana e suas atividade$remas tém resultado na
destruicdo, degradacdo e fragmentacdo de florestasfituindo uma séria ameaca a
conservacao da biodiversidade e, portanto, aoss@sgenéticos. Entender e mitigar os
impactos causados pelo rapido crescimento populalc® das atividades econémicas,
gue no Brasil ttm provocado a reducdo anual denilfes de hectares de florestas
(Wright, 2005), sdo necessarios. Para isto, azeedlo de pesquisas béasicas e o
entendimento da ecologia de paisagem, manejo dssistamas e 0 uso de ferramentas
gue auxiliem na tomada de decisdes, como 0 uso deadores genéticos, €
fundamental para a conservacao de espécies. AE3u,di histéria natural e a biologia
das espécies devem ser compreendidas, para querpesyeficazes de conservagéo
sejam adotados.

Unir conhecimentos ecologico e genético € essermaah compreender quéo
susceptiveis as espécies estdo a fragmentacdegeatidcdo de habitats naturais. Desta
forma, os resultados encontrados paius citrifolia e Ficus eximiapermitem inferir
gue, mesmo inserida em paisagens fragmentadasjiv&luios da espécie apresentaram
elevados indices de diversidade genética, auséeciendogamia, presenca de alelos
exclusivos e raros, e uma alta distribuicdo daabéidlade genética intrapopulacional.
Tais resultados séo reflexos do sistema reprodulizoespécie (alogamia) e pela
especificidade e capacidade de voo de suas vespaizgdoras, que dispersaram graos
de pdlen a longas distancias.

Para as regides onde as florestas foram severameghieidas e degradadas, nas
Filipinas, Madagascar, na floresta Atlantica e mor&do brasileiros (Laurance, 2005), a

conservacao de pequenas areas € a Unica opcasep@raservar 0S remanescentes
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florestais. Assim, o principio do SLOSSiifgle Large Or Several Smadle fundamenta
apenas na teoria, uma vez que, na pratica, 0 quenseara conservar sdo apenas
vestigios florestais, com excec¢des das floresta€almgo e da Amazénia, que ainda
possuem extensas areas de floresta (Laurance,.2005)

Se apenas nos resta conservar 0s remanescengstaigrestratégias que diminuam
o risco de extin¢do local das populacdes, comoptaimeacao de trampolins ecoldgicos
tornam-se viaveis, visto a sua importancia paraaautencao do fluxo génico e seu
potencial para a resiliéncia de habitats degradafiesim as figueiras, que tém papel
chave nos ecossistemas, podem ser incrementadagpaeagens fragmentadas,
funcionando como trampolins ecoldgicdsto favoreceria a disseminacdo de outras
espécies arbdreas pela deposicdo de propagulos,ddépermitir a continuidade de

outras espécies correlacionadas (Nazareno & Carvali09).
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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