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RESUMO

BRANDAO, Murilo Malveira. Diversidade genética de Myrcia splendens
(SW.) DC. (Myrtaceae) por marcadores ISSR em sistema corredor-
fragmento semideciduais no Sul de Minas Gerais. 2008. 80p. Dissertagdo
(Mestrado em Ciéncias Florestais) — Universidade Federal de Lavras, Lavras,
MG.

Em ecossistemas fragmentados, comuns no sul do estado de Minas Gerais, 0s
corredores de vegetacdo sdo elementos de grande importancia ecoldgica para o
fluxo génico de plantas e de animais. Os corredores de vegetacdo na regido de
Lavras, MG, sdo estreitos (entre 3 e 6m), de vegetacdo secundéria formada pela
colonizagdo de valas usadas em divisas de glebas e interligam fragmentos
remanescentes de vegetacdo primdria. Nestes dois ambientes € comum a
ocorréncia da espécie Myrcia splendens (Sw.) DC. (Myrtaceae), conhecida como
guamirim ou folha-midda, que produz frutos de dispersdo zoocérica. No intuito
de avaliar os fragmentos e suas conexdes, este trabalho objetivou caracterizar a
variabilidade genética das populacdes de M. splendens nos ambientes de
formacdo primdria (fragmentos) e secunddria (corredores). Dez primers ISSR
foram utilizados em 168 individuos distribuidos nos cinco fragmentos e 104 em
quatro corredores de vegetacdo e geraram um total de 70 locos polimérficos. Os
resultados indicam altos niveis de diversidade genética dentro das populacdes
nos fragmentos e nos corredores. A heterozigosidade esperada (H.) e o indice de
Shannon (/) nos fragmentos foram de 0,37 e 0,53, respectivamente e, nos
corredores, de 0,33 e 0,48, respectivamente. A AMOVA mostrou que a maior
parte da diversidade genética ocorre dentro das populacdes (96,49% nos
fragmentos e 91,15% nos corredores). O fluxo alélico estimado para o conjunto
dos fragmentos foi alto (Nm = 8,7). No geral, os fragmentos apresentaram maior
fluxo alélico com os corredores vizinhos. Ndo houve correlagdo significativa
entre distancia genética e geogréfica (r = 0,057; P = 0,43) entre fragmentos,
confirmando a baixa diferenciacdo genética entre eles. Nas formagdes primdrias
(F1 a F5) e nos corredores C1 e C2 os gendtipos estdo distribuidos de maneira
aleatéria. Nos corredores C3 e C4, observou-se estruturagdo genética espacial,
com valores de coancestria positiva na primeira classe de distincia, sendo os
valores de Sp de 0,012 e 0,014, respectivamente. Na paisagem estudada, os
corredores de vegetacdo sdo de grande importancia para minimizar os efeitos
negativos da fragmentagdo, portanto, sua conservagao e ampliacdo sao medidas
valiosas para a preservagdo da espécie e dos fragmentos remanescentes.



ABSTRACT

BRANDAO, Murilo Malveira. Genetic diversity of Myrcia splendens (SW.)
DC. (Myrtaceae) by ISSR markers in a system semidecidual corridor-
fragment in the South of Minas Gerais. 2008. 80p. Dissertation (Masters
Degree Forest Science) - Federal University of Lavras, Lavras, MG.

In the South of Minas Gerais State, the landscape is mainly characterized by
fragmented ecosystems. So, the presence of vegetation corridors has a great
ecological importance gene flow of plants and animals. In the regional the
corridors are narrow, between 3 and 6m and resulted from secondary vegetation
colonization trenches, built for land division purposes. These corridors
interconnect remaining fragment of primary forest. One of the most abundant
species in these environments is Myrcia splendens, which has zoocoric
dispersion, known as guamirim or folha-miida. Therefore, this work aimed to
access the genetic variability of M. splendens populations in primary formations
(fragments) and in secondary formations (corridors). The genetic variation
was assessed with 70 polymorphic loci using ten ISSR primers. The genetic
structure of the species was carried out using a sample of 168 individuals
distributed in five fragments and 104 individuals distributed in four corridors.
The results indicated high genetic diversity of the species in the fragments (H, =
0.37; I =0.53) and in the corridors (H.= 0.33; I =0.48). AMOVA revealed that
most of the genetic diversities of M. splendens were found within the
populations (96.49% in the fragments and 91.15% in the corridors). The gene
flow for the set of fragments studied was high (Nm = 8.7). In general, the
fragments presented higher gene flow with neighboring corridors. Low
differentiation among fragments and no significative correlation between genetic
and geographic distance (r = 0.057; P = 0.43) was observed. The primary
formations (F1 to F5) and the corridors C1 and C2 revealed that genotypes were
randomly distributed. Positive spatial autocorrelation was detected in the
corridors C3 and C4 with values of positive coancestry in the first distance class
(Sp = 0.012 and 0.014, respectively). In the analyzed landscape, the vegetation
corridors had a great importance to minimizing the negative effects of
fragmentation. Therefore, maintaining the corridors is a valuable measure for
conservation of the species and the forests remnants.
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1 INTRODUCAO

A perda e a fragmentacio de hdbitats sdo uma das principais
conseqiiéncias da inadequada exploragdo dos recursos naturais pelo homem.
Exploragdes irracionais dos recursos madeireiros, aliadas aos processos de
substituicdo da cobertura florestal para a expansdo das fronteiras agricolas e
pecudrias, além do crescimento urbano, t€ém acarretado a fragmentacdo dos
ecossistemas florestais. Areas anteriormente de vegetacio continuas foram
reduzidas a pequenos remanescentes, na grande maioria, isolados uns dos outros,
inseridos em uma “paisagem em mosaico”.

Como decorréncias dessas subtragdes e da fragmentagcdo da paisagem,
podem ocorrer perda de variabilidade genética e diminuicdo da capacidade
adaptativa das espécies em ambientes modificados. Processos de fragmentacio
causam o isolamento reprodutivo de individuos, que carregam uma pequena
amostra do conjunto génico da populacdo, podendo levar a perda de alelos
(Sebbenn et al., 2000; Jennings et al., 2001).

A fragmentacdo afeta os processos de dispersdo dos organismos entre os
remanescentes da vegetacdo. Segundo Brooker et al. (1999), varias espécies da
fauna, relacionadas com os processos de polinizacdo e dispersdo de grande parte
das espécies vegetais, t&ém sua migracdo dificultada entre fragmentos, afetando
diretamente as populagdes vegetais que dependem desses vetores. Nestas
paisagens, a conexao de um fragmento com o outro, promovida por corredor de
vegetacdo, € importante para a preservacdo destes ambientes. Estes corredores
possibilitam o movimento da biota entre fragmentos, promovendo a permuta de
polinizadores e dispersores de sementes e, com isso, a troca de material genético

entre os ambientes (Forman, 1997; Santos, 2002).



Na regido do Alto Rio Grande, no municipio de Lavras, sul de Minas
Gerais, é possivel observar a conexdo de fragmentos florestais a partir de
corredores de vegetacdo de formacdo secunddria. Esses corredores podem ser
considerados essenciais para a conservagao desses remanescentes devido a sua
diversidade floristica e a ocorréncia de espécies exclusivas nesses ambientes
(Castro, 2004). Neste sistema (corredor-fragmento), para o estabelecimento de
estratégias eficazes de conservagdo genética, € importante conhecer os niveis e a
distribuicdo da variabilidade genética nessas populagdes.

A equipe do Laboratério de Conservacdo Genética de Espécies
Arboéreas, do Departamento de Ciéncias Florestais da Universidade Federal de
Lavras, vem desenvolvendo trabalhos na &4rea de conservacdo genética de
espécies arboreas desde 1998. Sdo realizadas pesquisas abrangendo tanto
andlises fenoldgicas quanto estudos de diversidade genética, no sistema
corredor-fragmento e em outros ecossistemas da regido, com espécies de valores
ecoldgicos e econdmicos, como, por exemplo, Calophyllum brasiliense,
Copaifera langsdorffii, Eremanthus erythropappus, Protium spruceanum,
Xylopia emarginata, dentre outras.

Dentre o grande nimero de espécies arbéreas existentes sistema
(corredor-fragmento), Myrcia splendens (Sw.) DC. foi escolhida, por seruma
planta perene, abundante na é&rea, de ocorréncia tanto no ambiente dos
fragmentos quanto dos corredores (Castro, 2004) e por sua importincia
ecoldgica. Seus frutos s@o apreciados pela fauna, que ajuda na dispersao de suas
sementes.

Espera-se que as populagdes de M. splendens nos fragmentos apresentem
baixa diferenciac@o genética entre elas, ja que estdo conectados pelos corredores
de vegetacdo, demonstrando a relevancia dos corredores para a manutencdo da

diversidade genética. Espera-se, também, que ocorra maior fluxo alélico entre os



fragmentos conectados e com corredores vizinhos a eles, uma vez que essas
formacdes secunddrias servem como vias para o transito da fauna.

Assim, este estudo foi realizado com o objetivo de caracterizar a
diversidade genética de M. splendens no sistema corredor-fragmento na regiao
do Alto Rio Grande, municipio de Lavras, MG, no intuito de fornecer
informacdes que possam ser utilizadas para a adog¢do de estratégias de

manutencdo e de conservacdo genética. Especificamente, buscou-se neste

trabalho:
1. delinear os niveis de diversidade genética de M. splendens,
utilizando marcadores do tipo ISSR;
ii. verificar a distribuicdo da variabilidade genética das populacdes
nos ambientes de fragmentos (formacdo primdria) e corredores
(formagdo secunddria) e
1ii. estudar a distribuicdo espacial dos genétipos.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Fragmentacao florestal

Fragmentagdo florestal pode ser conceituada, do ponto de vista da
conservagdo bioldgica, como sendo a separagdo ou o desligamento ndo natural
de dreas amplas, com diferentes tamanhos, forma, grau de isolamento, tipos de
vizinhanca e histérico de perturbacdes, comprometendo a conservagdo da
biodiversidade (Viana & Tabanez, 1996, Korman, 2003). De forma
complementar, os fragmentos florestais podem ser definidos como uma area de
vegetacdo natural interrompida por barreiras. Tais barreiras podem ser naturais
como tipos de solos, formacdes rochosas e vegetais, lagos, dentre outras ou
antropicas, como estradas, hidroelétricas, ocupagdes urbanas e rurais (Forman,
1997; Castro, 2004).

Young & Boyle (2000) apontam trés efeitos principais da fragmentacio
sobre as espécies: redu¢do do niimero total de individuos, reducdo do tamanho
populacional médio, pois restringe individuos em pequenos fragmentos e
1solamento espacial de populages remanescentes.

Taxas alarmantes de perda na diversidade bioldgica estdo associadas
com a rdpida reducgdo das dreas ocupadas por vegetacdo (Oliveira, 2000). Ehrlich
(1988) aponta a destruicdo, a degradagdo e a fragmentacdo dos hdbitats,
resultados da expansdao da populagdo humana e suas atividades, como causas
maiores do declinio da diversidade bioldgica.

A fragmentagdo, dentre vdrias outras problemdticas que advém dela,
introduz uma quebra na continuidade da distribuicdo da vegetag¢do original,
reduz o hébitat disponivel para animais silvestres e plantas, além de acrescentar

bordas a uma paisagem continua anteriormente. Este processo de fragmentacio



afeta a biota nativa, além do ciclo hidrolégico, tanto local quanto regional e as
condi¢des sdcio-econdmicas da populagdo local (Murcia, 1995; Bierregaard
Junior & Dale, 1996). Além disso, esses processos podem levar a reducdo no
tamanho efetivo de populagdes naturais, a perda de habitat e a alteracdes nas
interacdes ecoldgicas e nos processos reprodutivos de vdrias espécies,
resultando, posteriormente, em modificacdes nos padrdes de diversidade e na
dindmica das comunidades (Silva et al., 2007).

Com a fragmentacdo, uma cadeia de novos elementos € introduzida na
histéria evolutiva de populacdes naturais, tanto de plantas como de animais.
Pardmetros demograficos de natalidade e mortalidade de diversas espécies
podem ser modificados, o que pode vir a refletir na estrutura e na dindmica de
ecossistemas (Viana & Pinheiro, 1998). Ressalta-se que a maior parte do fluxo
génico entre as populacdes de plantas é promovida pela fauna, padrdes de troca
de alelos entre as populacdes remanescentes sofrem modificagdes e,
consequentemente sua variabilidade e estrutura genética também sdo alteradas
(Ballal et al., 1994). Assim, em decorréncia da fragmentacdo de paisagens
naturais e da destruicdo de hdbitats, uma limitacdo evolutiva pode ocorrer, pela
perda de variabilidade genética e pela diminui¢cdo da capacidade adaptativa as
mudancas ambientais (Young et al., 1996; Young & Boyle, 2000).

Viana & Pinheiro (1998) apontam outros problemas da fragmentac¢do em
que, no caso de espécies arboreas, a alteragdo na abundancia de polinizadores,
dispersores, predadores e patogenos altera as taxas de recrutamento de plantulas.
Esses autores ainda salientam que os incéndios e as mudancas microclimdticas
que atingem mais intensamente as bordas dos fragmentos também alteram as
taxas de mortalidade de arvores. Modificacdes nos padrdes de dispersao de
sementes e pdélen podem promover alteracdes na estrutura e na diversidade
genética (Foré et al., 1992). Outros autores, no entanto, observaram que, em

alguns casos, o processo de fragmentagdo ndo levou ao aumento da divergéncia



entre as populagdes nem alterou o fluxo génico entre os fragmentos (Young et
al.,, 1993; Sun, 1996; Gonzdlez-Astorga & Nufies-Farfan, 2001; White et al.,
2002; Dick et al., 2003). Segundo Lowe et al. (2005), dependendo das alteragdes
ocorridas na paisagem fragmentada e das espécies que ali ocorrem, as respostas
a perturbagdo podem ser diferentes.

Desse modo, para predizer o destino de espécies em fragmentos
florestais e com vista a adequados programas de manejo dessas paisagens, &
essencial avaliar os efeitos da fragmentagdo e entender a dindmica das
populagdes nos fragmentos, bem como sua interagdo com os elementos da
paisagem. Esta é uma tarefa complexa, visto que, segundo alguns autores, o
efeito da fragmentacdo pode se estender indiretamente por meio de uma rede de
interacOes interespecificas e a mais prejudicial, provavelmente, é aquela que
afeta o sucesso reprodutivo (Dick et al., 2003; Bacles et al., 2004; Dutech et al.,
2005; Ward et al., 2005). Interrupcdo nos processos de polinizacio, decorrente
da fragmentacgdo florestal, pode resultar em reducgdo e isolamento de populagdes
vegetais e perda da variabilidade (Murcia, 1996). Além disso, estudos relevantes
sobre a capacidade desses sistemas fragmentados em conservar ou nio a
biodiversidade in situ e resistir a prolongada intervencdo humana devem ser

feitos.

2.2 Corredores de vegetacao

O Sistema Nacional de Unidade de Conservagdo da Natureza (SNUC),
instituido pela Lei n°. 9.985/2000 (Brasil, 2000a), conceitua corredor de
vegetacdo como sendo conexdes entre fragmentos florestais ou unidades de
conservagdo que proporcionam o fluxo de genes entre os ambientes e também
facilitam a movimentacdo da fauna entre os fragmentos. Além disso, é fator

importante para a manutencdo e a sobrevivéncia de populagdes, pois pode



minimizar o isolamento provocado pela fragmentagdo. Em planos de manejo, os
corredores de vegetacdo sdo freqlientemente destacados como elementos
importantes para a conservacdo de ecossistemas em paisagens que sofreram
fragmentacao (Haddad, 2000).

A importancia dos corredores de vegetacao ligando fragmentos isolados
¢ freqlientemente mencionada em alguns trabalhos e, nas ultimas décadas,
ganhou notdrio desenvolvimento nos estudos nesta drea (Haas, 1995; Hill, 1995;
Mech & Hallett, 2001; Castro, 2004; Vieira, 2005; Vieira & Carvalho, 2008).

Estudos de Debinski & Holt (2000) forneceram algumas informagdes
sobre a importancia dos corredores em ambientes fragmentados, sendo
estimados elos entre os remanescentes florestais. Segundo os mesmos autores,
nenhum resultado aponta eventuais efeitos negativos dos corredores, entretanto,
alguns trabalhos indicam corredores como propagadores ocasionais de pragas,
fogo e espécies exdticas, além de poder induzir o aumento da caca predatéria,
pois animais ficam mais expostos e mais vulnerdveis nesses ambientes
(Simberloff & Cox, 1987; Simberloff et al., 1992).

O Brasil ainda carece de estudos sobre corredores de vegetacdo,
entretanto, iniciativas governamentais, como o projeto “Corredores Ecoldgicos”,
sob coordenacdo do IBAMA (Brasil, 2002b), buscando a conexdo das maiores
fitofisionamias do pais, sdo acdes muito importantes visando a conservacao.
Outros estudos e projetos, como o Projeto de Conservagdo e de Utilizagao
Sustentdvel da Diversidade Bioldgica Brasileira, ou PROBIO, apontam a
importincia dos corredores de vegetacdo como estimivel metodologia para a
conservagdo da diversidade, uma vez que atuam na manutencao do fluxo génico.
E importante ressaltar que muitos dispersores e polinizadores ndo atravessam
matrizes abertas, ou seja, o fluxo génico de um fragmento com outro préximo,

muitas vezes, somente serd possivel com a presenca de um corredor de



vegetacdo, ligando tais fragmentos. Portanto, os corredores sdo uma importante
alternativa para a conservagdo da vegetacdo (Colli et al., 2003).

Para se determinar as fungdes dos corredores, levam-se em conta, dentre
outras, os fatores que influenciam tais fun¢des, como a forma do corredor, a sua
largura e extensdo, assim como a biologia, a ecologia e a histéria de vida das
espécies. Além disso, devem-se conhecer a necessidade do corredor para a
espécie, a pressdo antropica sobre eles, a localizacdo em relacio aos fragmentos,
a estrutura e a conectividade com os fragmentos (Noss, 1987; Lindenmayer,
1994; Nohlgren & Gustafsson, 1995; Forman, 1997).

Os corredores na regido do sul do estado de Minas Gerais, segundo
Castro (2004), s@o estruturas lineares, de largura reduzida, entre 3 e 6 m. Na
regido do Alto Rio Grande, no municipio de Lavras, os corredores sdo
originados de valas, antigamente usadas para a divisdo de glebas e, com o passar
do tempo, foram colonizados por espécies nativas ou, ainda, originados de faixas
de vegetacdo deixadas nos limites das propriedades apds desmatamento. Os
trabalhos desenvolvidos por Castro (2004) mostram o sucesso da coloniza¢ao
das valas na drea do presente estudo. A autora ressalta, ainda, a alta diversidade
floristica nesses corredores e sua importincia na conexdo entre fragmentos e na
conservacdo regional. Visando a conservacdo da diversidade genética, é
importante incrementar os corredores de vegetacdo, pois sdo elementos

importantes na paisagem e ainda pouco estudados.

2.3 Diversidade e estrutura genética

O estudo da diversidade genética em popula¢des compreende a descri¢ao
dos niveis de variabilidade genética mantida dentro das populagdes e como esta
se encontra dividida entre e dentro das mesmas (Hamrick, 1983). Fatores

evolutivos, como deriva genética e selecdo, sdo afetados pela dinamica



populacional de plantas, proporcionando modificagdes na estrutura genética nas
populagdes (Gaiotto et al., 2003). Ao longo do tempo, a estrutura genética é
resultante da reprodugdo, da dispersdo e da sobrevivéncia dos individuos de uma
populagdo. Portanto, € importante mesclar o conhecimento do sistema de
acasalamento e reproducio, a histéria de vida e os fatores ecoldgicos, pois 0s
mesmos t€m papéis importantes na dindmica evolutiva e ecoldgica das
populagdes (Loveless et al., 1998).

Populagdes fragmentadas t€m exposto algumas determinadas espécies
aos efeitos da endogamia e da deriva genética, efeitos que comumente ocorrem
em pequenas populacdes, porém, sem prejuizos para grandes populagdes
(Cavallari-Neto, 2004). Tais efeitos genéticos estdo relacionados com processos
estocdsticos associados a populacdes que tiveram seu tamanho reduzido (Bouzat,
2001). Portanto, paisagens que passaram por processo de fragmentacdo,
formando populagdes pequenas e isoladas, estdo mais sujeitas aos efeitos da
endogamia e da deriva genética, apresentando, na maioria das vezes, menor
variabilidade genética (Wrigth, 1931; Hartl & Clark, 1997).

Os estudos da estrutura genética, ou seja, a distribuicdo dos alelos e dos
gendtipos no espaco e no tempo, sdo fundamentados no teorema de Hardy-
Weinberg. Este teorema considera que, em uma populacdo de tamanho muito
grande (infinito), onde ocorrem cruzamentos ao acaso, as freqiiéncias génicas e
genotipicas permanecem constantes de geracdo a geragdo, isso na auséncia de
migracdo, selecdo e deriva. Seguindo este principio, € possivel o célculo tedrico
da freqiiéncia de um determinado genétipo (Futuyma, 2002).

A variagdo genética é condi¢do fundamental para que ocorra evolugao,
pois a sele¢do natural atua nas diferencas que ocorrem dentro das populac¢des
(Torggler et al., 1995). Com maior variabilidade genética na populacdo, maiores
serdo suas chances de sucesso diante das mudancas ambientais (Fleishman et al.,

2001; Jones et al., 2001).



Segundo Hamrick & Godt (1989), espécies de ampla distribuicdo
geogrédfica, vida longa, reproducdo por fecundagdo cruzada e dispersio de
sementes por animais apresentam maiores niveis de variabilidade genética. Pela
6tica populacional, a distancia geogrifica e o sistema de cruzamento contribuem
para a maior parte da variabilidade genética dentro das populacdes. Espécies
al6gamas possuem maior variacdo genética, dentro de suas populagdes, que
espécies autdgamas.

Em populagdes naturais, os estudos genéticos t€ém o objetivo de analisar
e quantificar como a variabilidade genética estd distribuida no tempo e no
espaco, sua distribuicio dentro e entre populagdes, permitindo melhor
entendimento de como a selecdo estd atuando em fungdo da adaptabilidade
(Estopa et al., 2006).

Sebbenn & Ettori (2001) salientam que a reducdo continua no tamanho
das populagdes as submete a perdas de variabilidade genética, por deriva
genética. A deriva poderd causar a depressdo por endogamia, levando a reducio
da capacidade adaptativa, da fertilidade, do vigor, do porte e da produtividade
(Allard, 1971).

Conhecer os padroes de variabilidade genética entre e dentro de
populacdes € um valioso instrumento que poderd ajudar na adogdo de préticas
mais eficientes, no tocante a conservagdo, podendo servir de base para técnicas
de manejo adequado de fragmentos e fornecer subsidios para medidas de
conservacao in situ (Frankel et al., 1995; Peakall et al., 2003; Renau-Morata et
al., 2005). A base da conservacdo de espécies ¢ a manutengdo da variabilidade
genética em populagdes (Yeeh et al., 1996). Sua descri¢dao e distribui¢do sio
fundamentais para o estabelecimento de medidas visando a conservagdo
verdadeiramente eficiente (Moura, 2005).

A caracterizagdo da variabilidade genética pode ser feita a partir de

medidas de diversidade genética intrapopulacional e interpopulacional, que
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poderdo ser estimadas a partir de dados de marcadores moleculares, como a
porcentagem de locos polimérficos, o indice de fixacdo, a heterozigosidade
esperada no equilibrio de Hardy-Weinberg e a heterozigosidade observada (Berg
& Hamrick, 1997; Cavallari-Neto, 2004).

A quantificagdo da diversidade pode ser feita a partir de marcadores
morfolégicos (os primeiros a serem usados), bioquimicos ou moleculares. No
final da década de 1960, os estudos de variagdao genética foram facilitados pelo
desenvolvimento de marcadores isoenzimaticos. Na década de 1980, tais estudos
foram impulsionados com o desenvolvimento dos marcadores moleculares em
DNA (Vasconcelos, 2002). A técnica da reag@o de polimerase em cadeia (PCR)
foi introduzida, por Saiki et al. (1985), para analisar o polimorfismo genético em
DNA. Em estudos populacionais de espécies arbéreas, os marcadores
moleculares t€m demonstrado ser uma ferramenta muito util (Sebbenn, 2001;
Freitas et al., 2005). Nesta 4rea da biologia molecular, os rapidos avangos t€ém
fornecido uma série de novos métodos para estudos genéticos de plantas e
muitas dessas informacdes sdo valiosas para programas de conservagdo genética
e melhoramento florestal (Estopa et al., 2006).

Sdo muitos os métodos utilizados para avaliar a estrutura genética de
populacdes e verificar o grau de variabilidade existente em uma dada espécie
(Bottino, 2006). Com o avango em melhorias nas técnicas de biologia molecular,
¢ possivel observar polimorfismo diretamente na seqiiéncia génica de
organismos, abrindo novas perspectivas para pesquisa em conservagao (Zucchi,
2002). Entre elas, podem ser mencionadas as técnicas de microssatélites, RAPD,

AFLP e ISSR, entre outras.
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2.4 Analise da diversidade e estrutura genética utilizando marcadores

dominantes

A caracterizac¢do da estrutura genética entre populacdes por marcadores
dominantes foi facilitada pela introducdo da estatistica @, por Excoffier et al.
(1992) e usada pela primeira vez, por Huff et al. (1993), a partir de dados
obtidos por RAPD. Excoffier et al. (1992) desenvolveram uma andlise de
variancia que incorporava informagdes sobre a divergéncia de DNA de dados
provenientes de haplétipos, derivada de uma matriz de distancias quadradas
entre todos os pares de haplétipos. Esta nova abordagem, denominada andlise de
varidncia molecular (AMOVA), possibilita produzir estimativas dos
componentes de varidncia das andlogas estatisticas F, chamada pelos autores de
estatistica @, refletindo a correlacdo da diversidade dos haplétipos em diferentes
niveis de subdivisdo hierdrquica. A estatistica ' de Wright (Wrigth, 1965) é uma
das abordagens possiveis para a caracterizacdo da estrutura genética entre
populagdes, a partir do uso de marcadores codominantes.

O método de AMOVA ajusta variados tipos de matrizes de entrada
fornecidas por diversos tipos de marcadores moleculares e diferentes tipos de
pressuposicdes evolutivas, sem modificar a estrutura bdsica da andlise. Para o
teste da significincia dos componentes da varidncia e das estatisticas @,
utilizam-se permutagdes. A base dessa andlise de varidncia molecular é que as
distancias genéticas sdo tratadas como desvios da média de um grupo e utiliza os
quadrados dos desvios como varidncia, permitindo a particio da variagdo
genética entre e dentro das populagdes analisadas. Excoffier et al. (1992)
mostraram que as somas de quadrados convencionais (SQ) podem ser escritas na
forma de somas de quadrados de diferencas entre pares de observagdes. Com
isso, os autores construiram uma andlise de varidncia molecular hierdrquica,

partindo diretamente da matriz das distancias quadradas de todos os pares de
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haplétipos. Segundo os autores, a AMOVA ¢ facilmente aplicavel em diferentes
situagdes e constitui uma estrutura coerente e flexivel para andlise de dados
moleculares.

Os niveis hierdrquicos sdo mostrados na Tabela 1, sendo:
P = ndmero total de populacdes

N = ndmero total de dados para dado haplétipo.

TABELA 1: Esquema da andlise de varidncia molecular (AMOVA).

Fonte de variacao GL SQ QM E(QM)
Entre populagdes P-1 SQa QMa O ; + 20‘;
Dentro de populagdes N-P SQb QMb 7. bz
Total N-1

o =0, +O,

Os componentes de variincia de cada nivel de hierarquia sdo obtidos das

esperancas dos quadrados médios. De acordo com Cockerham (1969), tem-se:

=

]

O =

Q.19

em que: Ogr = a propor¢cdo da variabilidade molecular de haplétipos
entre populacdes. Este indice também é denominado Fir.
Outro tipo de andlise em genética de populacdes € a utilizagdo do indice

de Shannon (Lewontin, 1972), comumente usado em estudos ecoldgicos para
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indicar a diversidade de espécies por drea. Este indice é bastante interessante
como medida de diversidade populacional, quando se tém em maos dados
dominantes, ou seja, ndo € possivel detectar os gendtipos heterozigotos. O indice

de Shannon da diversidade é dado pela expressao:

H=-XPi.log,Pi

em que Pi € a freqiiéncia da presenca ou auséncia de uma dada banda.

O indice de Shannon ndo se baseia na heterozigosidade da populagao e,
sim, na freqiiéncia fenotipica da ocorréncia do fragmento amplificado (presenca
ou auséncia da banda) na populacdo (Yeh et al., 1995; Moura, 2003; Goulart et
al., 2005).

A estrutura genética é estimada por meio do Gy ou pela andlise de
variancia molecular (AMOVA), ambos produzindo resultados semelhantes
(Nybom & Bartish, 2000). Outros parametros genéticos analisados sdo numero
de alelos observados (n,), nimero efetivo de alelos (n.) e porcentagem de locos

polimdrficos.

2.5 Estrutura espacial dos genétipos

Estudos sobre a distribui¢do dos genétipos podem ser utilizados para
estimar o grau de isolamento de popula¢des ou, em ambito intrapopulacional,
para auxiliar na deteccdo de agrupamentos de individuos aparentados, partindo
das freqiiéncias génicas ou genotipicas (Doligez & Joly, 1997; Ng et al., 2004;
Gonzales & Hamrick, 2005). Os fatores que determinam a estrutura genética
dentro de populacdes vegetais sdo limitada dispersio de pdlen e sementes,

isolamento, mortalidade e sele¢do. A estruturacdo espacial dos genétipos é
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considerada parte integrante dos processos genéticos populacionais (Sokal &
Menozzi, 1982; Epperson & Allard, 1989).

O fato de ocorrer estrutura genética espacial positiva, ou seja, individuos
aparentados proximos dentro das populacdes, pode ser um indicativo de
cruzamentos endogdmicos (Sebbenn, 1997). Outra via, padrdes genéticos nao
aleatérios podem existir sem distribui¢do espacial agregada dos individuos; por
outro lado, uma populagdo pode apresentar distribuicdo espacial agregada sem
qualquer acompanhamento de estrutura genética (Loveless & Hamrick, 1984;
Ng et al., 2004). Isso pode ocorrer devido ao fato que padrdes espaciais e
genéticos resultam, comumente, da heterogeneidade ambiental e de pressdes de
selecdo (Heywood, 1991). Mudancas na densidade e no comportamento dos
polinizadores podem levar a modificagdes na estrutura espacial dos individuos
de uma populacdo, uma vez que ocorrem alteragdes nos niveis de cruzamento,
como o aumento da autofecundagdo, levando ao aumento da endogamia
(Epperson & Allard, 1989; Bawa & Krugman, 1990; Franceschinelli & Bawa,
2000). Além de fatores ecoldgicos e genéticos operando nas populagdes naturais,
esta variacdo pode ser devida também a diferentes amostragens em escala
espacial e processos estatisticos (Smouse & Peakall, 1999; Gram & Sork, 2001;
Chung et al., 2002).

Outro ponto importante é que a estrutura também pode ser determinada
pela dispersdo de pdlen e de sementes (Loiselle et al., 1995; Ng et al., 2004),
pois a freqiiéncia alélica na préxima geracdo serd influenciada pelo nimero de
individuos que efetivamente trocaram alelos entre si (Neigel, 1997).

A estrutura genética espacial pode ser estudada utilizando andlise de
autocorrelacdo espacial, ou seja, a propriedade de varidveis assumirem valores,
em pares de localidades, separadas por certa distancia, mais similares
(correlagdo positiva) ou menos similares (correlagdo negativa) do que seriam

esperados pela associacdo aleatdria dos pares observados (Legendre, 1993). A
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mensuragdo da autocorrelacdo espacial, em cardter genético, tem sido feita com
o coeficiente I de Moran, lembrando que este coeficiente ndo € um parametro
populacional e sim uma estatistica de amostragem (Heywood, 1991; Ng et al.,
2004; Setsuko et al., 2004; Marquardt & Epperson et al., 2004). Os valores do
coeficiente / de Moran podem variar entre -1,0 (maximo para autocorrelagdes
negativas) e +1,0 (mdximo para autocorrelagdes positivas), sendo sua
interpretagdo semelhante a de um coeficiente de correlagdo, por exemplo, r de
Pearson (Legendre, 1993).

Outro tipo de andlise sobre a estrutura espacial dos genétipos € feita a
partir de estimativas de coeficientes de parentesco, ou coeficientes de
coancestralidade, e se baseia na probabilidade de amostrar aleatoriamente dois
alelos em dois individuos e de eles serem idénticos por descendéncia
(Cockerham, 1969; Ritland, 1996), permitindo a detec¢do de presenca ou de
auséncia de estruturagdo e avaliagdo do grau de parentesco entre os individuos.

Com vistas ao manejo e a conservagdo genética de espécies, conhecer a
estrutura genética € importante para populacdes de plantas que serdo
selecionadas para conservacdo ou coleta para programas de melhoramento
(Kevin et al., 2004; Moura, 2005; Vieira, 2005). Este conhecimento também ¢é
importante em estratégias amostrais em populacdes naturais para a obtencdo de
amostra representativas da diversidade populacional ou da espécie. Em manejo
sustentdvel, levando em considerag@o tais informagdes, é possivel minimizar os
impactos desta prética nos recursos genéticos (Gandara, 1996; Myamoto et al.,

2002; Ng et al., 2004).

2.6 Marcadores ISSR

Os microssatélites, ou seqiiéncias simples repetidas (SSR), sdo

seqiiéncias pequenas de nucleotideos (1 a 6 bases) repetidas em tandem. Essas
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seqiiéncias simples sdo bastante freqilientes e distribuidas ao acaso no genoma
dos eucariotas. Os locos de SSR se tornaram uma nova geracdo de marcadores
genéticos, porém, o uso deste marcador requer o conhecimento prévio da
seqiiéncia que flanqueia o SSR para que se construam os primers que serao
usados na reacdo da PCR (Liu & Wendel, 2001). Descobrir e caracterizar um
nimero grande de SSR é demorado, além de ser um processo oneroso.

Zietjiewicz et al. (1994) desenvolveram um tipo de marcador baseado
em SSR, as chamadas Inter Simple Sequence Repeats (interseqii€ncias simples
repetidas) ou simplesmente ISSR, que foi bastante popularizado com os
trabalhos Wolfe et al. (1998). Este marcador contorna a problemdtica da
informacao prévia das seqii€éncias que flanqueiam o microssatélite. Em adicdo, a
andlise de ISSR € tecnicamente simples em comparacdo com outros tipos de
marcadores. O método proporciona alta reprodutibilidade dos resultados e gera
abundante polimorfismo em muitos sistemas (Liu & Wendel, 2001). Semelhante
aos RAPDs, marcadores ISSR sao rapidos e faceis de trabalhar, além de gerarem
maior nimero de fragmentos polimérficos e constituirem uma técnica
relativamente menos onerosa. Entretanto, para estudos de genética de
populagdes, uma desvantagem dos marcadores ISSR é a sua dominancia
(Zietjiewicz et al., 1994). Comparagdo entre diferentes tipos de marcadores é
encontrada em Patzak (2001) e Nybom (2004).

A confiabilidade da técnica de marcadores RAPD em estudos de
diversidade genética entre populacdes € questionada (Harris, 1999; Isabel et al.,
1999), principalmente devido a baixa especificidade dos primers e a
repetitibilidade dos resultados obtidos. Harris (1999) sugere também que dados
obtidos por RAPD, marcador dominante como o ISSR, podem ser inexatos
devido ao uso de protocolos diferenciados nos estudos. Além disso,
comparacdes entre diferentes estudos com RAPD tornam-se dificeis, uma vez

que a selecdo de primers € diferente, além da quantidade e da andlise de dados
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obtidos, a ndo ser que as andlises sejam feitas pelo mesmo pesquisador e sob as
mesmas condicdes. Os primers ricos em GC, por exemplo, tém vdrios sitios de
ancoragem no DNA ou ancoragem nio especificas em baixas temperaturas de
anelamento (Harris, 1999). Os primers ISSR sdo mais robustos porque
apresentam maior superficie de ancoragem e possuem maiores temperaturas de
anelamento, aumentando a reprodutibilidade dos produtos de ISSR (Tsumura et
al., 1996).

O ISSR ¢ considerado um marcador semi-arbitrario, ampliado por PCR
em presenca de oligonucleotideos complementares para o microssatélite
designado, podendo ser ancorado no final 3’ ou 5’ com 1 a 4 bases de purina ou
pirimidina (Liu & Wendel, 2001; Patzak, 2001; Souza et al., 2005). Por
exemplo, os primers (CA)RY e (CA)sRG, em que R é uma purina e Y uma
pirimidina, ttm como alvo o mesmo nimero de repeticdes (oito repeticdes CA).
Diferem no final com um dinucleotideo parcialmente degenerado. Esses
segmentos ndo repetidos no final do primer podem variar, possuindo diferentes
alvos de repetigdes CA de diferentes localizacdes no genoma (Zietjiewicz et al.,
1994).

As seqiiéncias-alvo dos ISSRs sdo abundantes ao longo do genoma de
eucariontes e evoluem rapidamente (Fang & Roose, 1997; Esselman et al.,
1999). Portanto, ISSR tem provado ser util em estudos de genética de
populagdes.

Em ISSR, um tnico primer é usado na amplificagdo do DNA, gerando
multiplos fragmentos de comprimentos variados (Slotta & Porter, 2006). Para
separacdo e visualizagdo dos produtos da amplificac@o, a partir da técnica de
ISSR, pode ser empregada tanto a eletroforese em gel de agarose e deteccdo com
brometo de etideo (Nagaoka & Ogihara, 1997; Joshi et al., 2000) ou eletroforese

em gel de poliacrilamida e coloracdo com nitrato de prata (Blair et al., 1999).
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Marcadores ISSR tém sido usados em diversos estudos para andlise de
variabilidade entre linhas hibridas de cultivares, complexos hibridos naturais e
variabilidade em genética de populagdes (Wolfe & Liston, 1998; Wolfe et al.,
1998; Wolfe & Randle, 2001; Souza et al., 2005; Woods et al., 2005; Slotta &
Porter, 2006; Xiao et al., 2006).

2.7 Caracterizacao da espécie — Myrcia splendens (Myrtaceae)

A familia Myrtaceae possui cerca de 140 géneros e, aproximadamente,
3.000 espécies, distribuidas, principalmente, nas regides tropicais e subtropicais
(Barroso, 1984; Silva et al., 2005). Os dois principais centros de dispersio desta
familia sd0 a América e a Austrédlia (Joly, 2002). Segundo Arantes & Monteiro
(2002), Myrtaceae é uma das mais importantes familias nas comunidades
neotropicais e bastante citada em estudos floristicos e fitossocioldgicos em
diversas formacdes florestais (Rondon Neto et al., 2000; Myster, 2003; Nunes et
al., 2003).

Virias espécies dessa familia sdo muito atrativas para a fauna silvestre.
De acordo com Andrade (2003), frutos carnosos de Myrtaceae, na Mata
Atlantica, sdo consumidos por primatas e aves das familias Cracidae, Cotingidae
e Ramphastidae. Tabarelli & Peres (2002), pesquisando também outras florestas
neotropicais, sugerem que as sementes desta familia sdo dispersas por frugivoros
arboreos entre médio e grande porte.

O género Myrcia é um dos maiores na familia Myrtaceae, com mais de
300 espécies distribuidas do México até o sul do Brasil (Limberger et al., 2004).
Algumas espécies desse gé€nero sdo utilizadas na medicina popular como, por
exemplo, M. multiflora, utilizada como hipoglicemiante na forma de infuso ou
decocto (Corréa, 1984). Hecht (1984) isolou, em folhas desta espécie,

mirciatricina I e mirciafenona B, substincias que apresentaram atividade
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antidiabética associada 2 inibi¢do da atividade das enzimas aldose redutase e a-
glicosidase.

A espécie Myrcia splendens (Sw.) DC., conhecida popularmente como
guamirim e folha-mitdda, tem ampla distribui¢do. Ocorre desde o México até o
sul do Brasil (Figura 1) (Oliveira-Filho & Fontes 2000; Morais & Lombardi,
2006). Segundo Oliveira-Filho (2006), algumas sinonimias desta espécie sdo M.
acutata DC., M. rostrata DC. e M. communis Berg, M. fallax (Rich.) DC.

Myrcia splendens

FIGURA 1: Distribuicdo de Myrcia splendens (Sw.) DC. (In: International Plant
Genetic Resources Institute 2000).

Mpyrcia splendens (Sw.) DC. € uma &rvore entre 8 e 12 metros de altura.

O florescimento ocorre em setembro/outubro e inicia a frutificacdio em
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dezembro. Segundo Lorenzi (1998), trata-se de uma drvore de caracteristicas
pioneira e recomendada para a recuperacdo de dreas degradadas e para a
formacdo de florestas energéticas. Segundo mesmo autor, é recomendada
também para arborizag@o urbana. Apresenta crescimento rapido, podendo chegar
a 2 metros de altura em 2 anos; drvores desse porte ja produzem flores e frutos
(Torenzan-Silingardi, 2002).

Torenzan-Silingardi (2002), estudando a biologia reprodutiva de M.
rostrata (sinonimia M. splendens), relata que as flores desta espécie sao
hermafroditas, pequenas, com simetria radial de vida curta, antese no inicio da
manha, odor adocicado e pélen como principal recurso oferecido aos visitantes.
Nesta espécie, a alogamia é favorecida pela grande quantidade de anteras com
seus numerosos graos de pdlen, o que garante recurso suficiente para varios
visitantes numa mesma flor. A autora também observou que os principais
visitantes e polinizadores desta Myrtaceae sdo abelhas Halictidae, Apis,
Scaptotrigona e Trigona. A intensa visitagdo de abelhas por drvore, com varios
visitantes por flor, além do seu comportamento de coletar pdlen
consecutivamente em individuos da mesma espécie, sugere xenogamia, ou seja,
fecundacdo entre flores de individuos diferentes. A espécie € considerada
alégama facultativa, com maior producio de frutos por polinizacdo cruzada do
que por autopolinizag¢do (Torenzan-Silingardi 2002).

As porgdes ligiiida e sélida da polpa dos frutos apresentam efeito
inibidor na germinagdao de sementes de M. splendens. A viabilidade das
sementes € inferior a 30 dias e a degradacdo da polpa ocorre lentamente,
portanto, a interacdo com animais dispersores torna-se fundamental para a
manutencao dessa espécie vegetal no ambiente (Torenzan-Silingardi, 2002).

Nunes e colaboradores (2003), em estdgios regenerativos e do efeito

borda das espécies arbéreas da Reserva Florestal da UFLA, Lavras, MG,

classificaram a M. splendens como helidfila, de extrato médio, entre 8,0 a 17,4m
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de altura e dispersdo zoocdrica. Na regido do Alto Rio Grande, no municipio de
Lavras, local do presente estudo, a espécie tem sido mencionada entre aquelas
com maior valor de importancia (VI), estando presente tanto no ambiente de
fragmento quanto nos corredores que os interligam (CASTRO, 2004). Nos
fragmentos de vegetacdo daquela paisagem, M. splendens tem maior ocorréncia
nas bordas (observacao pessoal).

Em trabalho desenvolvido no campus da Universidade Federal de
Lavras, Andrade (2003) pesquisou algumas arvores com dispersdo zoocdrica
como nicleo de atracdo de avifauna e dispersdo de sementes. M. rostrata
(sinonimia M. splendens) foi uma das espécies que obtiveram os maiores
nimeros e freqiiéncia de intera¢des envolvendo o consumo de frutos por aves.
Segundo o estudo, foram atraidas espécies de aves, como, por exemplo, Elaenia
flavogaster (guaracava-de-barriga-amarela), Pitangus sulphuratus (bem-te-vi),
Tyrannus melancholicus (suiriri) e Thraupis sayaca (sanhago), para consumir 0s
frutos da planta. No total, Myrcia rostrata atraiu 27 espécies de aves,
proporcionando uma ‘chuva de sementes’ de grande importincia para a
dispersao e a distribuicdo espacial de varias espécies (Herrera & Jordano, 1981).
Portanto, a M. splendens pode ser indicada para compor programas de
recuperagdo de dreas degradadas e restauracdo ambiental. Sua importancia
ecoldgica é notdéria e mais estudos sobre Myrcia splendens sdo necessdrios,

buscando sua conservacio e a preservacdo da gama de interagdes que a envolve.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local do estudo

A drea de estudo localiza-se no municipio de Lavras, Sul de Minas
Gerais, na regido do Alto Rio Grande, entre as coordenadas 21°17°33,6”S e
44°59°15,1”W, 21°18°11,9”S e 44°59°18,8"W (Figura 2). Como descrito por
Castro (2004), os solos dominantes sdo Latossolos Vermelho-Amarelos e
Vermelhos distréficos e Cambissolo Haplicos Tb distréficos. O clima, segundo
classificagdo de Koppen, é do tipo Cwa. A vegetacdo pode ser definida como
uma disjun¢do do bioma cerrado inserida dentro da 4rea de distribuicdo das

florestas estacionais semideciduais do sudeste brasileiro (IBGE, 2004).
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FIGURA 2: Area de estudos (sistema corredor-fragmento), Lavras, MG.
Coordenadas em UTM. Em verde, os fragmentos analisados (F1 a
F5) e os corredores em marrom (Cl a C4) (modificacdes de
Castro, 2004).
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Na paisagem atual da drea, nota-se um nimero reduzido de fragmentos
florestais de pequeno porte, circundados, a maioria, por pastagem (Brachiaria
spp.) para a criagdo bovina e o plantio de café e de milho. Em alguns fragmentos
¢ possivel notar evidéncias de impactos causados pelo pisoteio do gado que
adentra na mata, principalmente no fragmento 5 (F5) estudado, o que prejudica a
regeneracdo em alguns trechos. Os fragmentos estudados apresentam curso
d’4dgua em seu interior e sdo interligados por corredores de vegetacao, entre 3 e 6
metros de largura, originados da colonizac¢do das valas escavadas para a divisa
de glebas. A extensao do corredor C1 € de 367m; o C2, 648m; C3 possui 1.039m
de extensdo e o0 C4, 542m.

Neste estudo, foram analisados cinco fragmentos interligados por
corredores de vegetacdo que também foram amostrados. A drea somada dos
fragmentos amostrados chega a 35,1 ha, com altitude variando de 959m a 981m;
a distincia geogréfica entre os cinco fragmentos variou de 680 m e 1.605 m

(Tabela 2).

TABELA 2: Area dos fragmentos (ha), altitude (m), distancia geogrifica, em
metros (acima da diagonal), entre os cinco fragmentos estudados.

Area  Altitude

Fragmento (ha) (m) F1 F2 F3 F4 F5
F1 1,0 981 - 755 729 1106 680
F2 7,2 959 - 887 1605 1430
F3 11,8 976 - 799 1144
F4 7,3 978 - 923
F5 7,8 971 -

A espécie Myrcia splendens ocorre em grande abundancia tanto nos
fragmentos quanto nos corredores (Castro, 2004), sendo encontrada,

preferencialmente, em ambrientes com maior incidéncia de luz.
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3.2 Amostragem

A amostragem da M. splendens nos fragmentos e nos corredores foi
aleatdria, abrangendo individuos com altura superior a 2 metros, distribuidos nas
bordas dos fragmentos e, quando encontrados, no interior deles. Foram
amostrados tanto exemplares agrupados como isolados. Nos corredores, a
amostragem seguiu o sentido de cada eixo ligando um fragmento ao outro

(Figura 3).

FIGURA 3: Vista aérea do sistema analisado, corredor-fragmento (21°17°S e
44°59°W) e disposi¢do (pontos em azul) dos individuos
amostrados (Imagem: Google Earth™ modificada).

No total, foram amostrados 272 individuos para os estudos genéticos de

M. splendens, sendo 168 individuos amostrados nos 5 fragmentos e 104 nos 4

25



corredores do sistema (Tabela 3). Todos os individuos amostrados foram
georreferenciados. A posi¢do e a distribui¢do espacial das plantas dentro dos
fragmentos foram obtidas pelo programa GPS-TrackMaker® (versio 13.2 beta) a
partir das coordenadas UTM (Universal Transverse Mercator) marcadas pelo

GPS (GPS-72 Garmin) de cada planta coletada.

TABELA 3: Ndmero de individuos amostrados (n) para as populagdes de
Mpyrcia splendens (Sw.) DC., no sistema corredor-fragmento.

Fragmentos Corredores

F1 F2 F3 F4 F5 Cl1 C2 C3 C4
n 33 31 30 38 36 22 21 36 25

A amostragem foi realizada de acordo com o tamanho e o isolamento das
populagdes e a acessibilidade aos individuos. De cada individuo, coletaram-se
amostras foliares que foram acondicionadas em sacos plasticos. Em seguida, tais
amostras eram colocadas em caixa de isopor contendo gelo, para o transporte até
o Laboratério de Conservacdo Genética de Espécies Arbéreas, da Universidade
Federal de Lavras, Departamento de Ciéncias Florestais (DCF-UFLA), onde

foram armazenadas em freezer, até o momento da extracdo do DNA.

3.3 Extracio de DNA

Para a extracdo de DNA, entre 150 e 200mg de folhas foram trituradas
em almofariz com areia lavada e esterilizada, e polivinilpirrolidona (PVP).
Imediatamente, adicionaram-se 900uL de tampdo de extracdo com 0,2% de B-
mercaptanol. O tampdo de extracdo constituiu-se de 2% de CTAB (cationic
hexadecyl trimethylammonium bromide), Tris HCL 1M (pH 8,0), EDTA
(ethylenediaminetetracetate) 0,2M (pH 8,0), NaCl 1,4M e 1% PVP (40). O
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material macerado junto com o tampao foi colocado em microtubos de 2 ml.
Estes foram acondicionados em banho-maria, a 65°C, por 40 minutos, sendo
agitados, em vortice, em intervalos de 10 minutos. Nesta etapa, ocorre a
solubilizacdo das membranas celulares. Percorrida esta etapa de incubagdo, as
amostras foram retiradas do banho-maria e realizou-se a extragdo dos dcidos
nucléicos com 600 pL. de solvente organico cloroférmio dlcool isoamilico, na
propor¢ao de 24 partes de cloroférmio para uma parte de dlcool isoamilico (CAI
24:1). Em seguida, os tubos foram agitados manualmente, durante 5 minutos. As
amostras foram, entdo, colocadas em centrifugacdo (12.000 rpm), por 10
minutos, separando-se as fases orginica e aquosa. A fase aquosa superior foi
retirada cuidadosamente e transferida para um novo tubo. A este foram
adicionados 450 pL de isopropanol gelado e deixado para precipitar (overnight)
no freezer. Apds este periodo, os tubos foram novamente centrifugados, a
12.000 rpm por 10 minutos, em centrifuga refrigerada. Decorrido esse periodo,
formou-se um pellet visivel contendo o DNA. O sobrenadante foi descartado e o
pellet lavado com 100ul de etanol a 70%, por 5 minutos, duas vezes e, depois,
lavados novamente com etanol, agora a 95%, por 5 minutos. Apds a lavagem, as
amostras foram secadas ao ar até a completa evaporacdo do etanol e
ressuspendidas em 100ul de TE (1% v/v Tris-HCL 1 M pH 8,0 e 0,2% v/v de
EDTA 0,5 M pH8,0 em dgua ultrapura autoclavada). As amostras foram
acondicionadas em freezer, a -20°C.

Para a reagdo de amplificacio do DNA foram feitas dilui¢des
padronizadas em todas as amostras, pegando-se 1pl do DNA ressuspendido em

TE e adicionando-se 200pl de dgua ultrapura autoclavada (diluicao 1:200).
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3.4 Reacoes de PCR e eletroforese

As reacdes foram preparadas em microplacas para PCR (PCR-96-
Axygen Scientific), sendo aplicada, em cada poco, uma aliquota de 2 ul do DNA
diluido (1:200). As amostras de DNA foram acrescentadas 10pul de coquetel de
reacdo contendo: 1,2 ul de tampao PCR 10X (constituido de 500 mM de Tris-
HCI pH 8.,0; 200 mM de KClI; 2,5 mg/mL de BSA; 200 mM de Tartazine e 1%
de Ficol), 1,04 pl de dNTP + MgCl, (dANTP a 2,5 mM; MgCl, a 25 mM), 0,96 pl
de diluente da enzima Taq polimerase, 0,3 pl de Taq polimerase (5 u/pl) e 2 pl
de primer (2 uM) e completado o volume final com dgua ultrapura.

As reacdes de PCR foram feitas em termociclador GeneAmp PCR
System 9700, no qual as amostras, inicialmente, sofreram desnaturacdo a 94°C,
por 4 minutos e, em seguida, a 37 ciclos de amplificacdo, tendo cada ciclo
submetido as amostras a 94°C, por 1 minuto, em seguida a 47°C, por 2 minutos
e, por fim, a 72°C, por 2 minutos. Apds os ciclos, o processo foi finalizado a
72°C, por 7 minutos e, em seguida, resfriado a 4°C.

Os produtos da PCR foram submetidos a eletroforese, em cuba
horizontal (Bio-Rad Sub-Cell®, modelo 192), em gel de agarose 1,5% (p/v),
contendo brometo de etideo (0,003% v/v a 5 ng/ml), em tampao TBE 0,5X
(Tris-Borato EDTA), a uma voltagem de 120V, por duas horas e meia. Como
marcador de peso molecular foi usado Ladder de 1Kb (Amresco). Decorrido o
tempo de corrida de eletroforese, o gel foi retirado da cuba e levado para
aparelho de fotodocumentacio (software de andlise de imagens UVP Doc Itls).
Os géis foram fotografados sobre fonte de luz ultravioleta, revelando os

fragmentos de DNA corados com brometo de etideo.
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3.5 Teste e selecao de primers ISSR

Foram testados 15 primers ISSR, dos quais foram selecionados 10
(Tabela 4), sendo verificado o perfil de amplificacdo de cada primer em gel de
agarose apos eletroforese. A reagdo de PCR foi feita utilizando-se quatro

amostras retiradas aleatoriamente dos 272 individuos analisados na pesquisa.

3.6 Analise estatistica dos dados

A partir da leitura cuidadosa das fotografias dos géis, foram
considerados apenas os fragmentos robustos e inequivocos, sendo descartados
aqueles com fraca intensidade ou baixa defini¢do. Assim, os individuos foram
genotipados quanto a presenca (1) e a auséncia (0) de fragmentos, gerando uma

matriz binaria.

3.6.1 Identificacdo do nimero 6timo de bandas

Para estimar o nimero de fragmentos polimérficos necessarios para
obter associacdes estdveis entre individuos, foi realizada a andlise de bootstrap.
Para cada par de individuos, a similaridade genética foi estimada a partir de
simulagdes com reamostragens de diferentes tamanhos, com 10.000
permutagdes, utilizando-se o programa GENES (Cruz, 2001). Foram obtidas as
estimativas de correlacdo de valores da matriz de similaridade com outras
matrizes geradas com diferentes nimeros de fragmentos. Outro indice também
foi fornecido: o valor de estresse (E), que indica o ajuste entre a matriz original e
a matriz simulada. Quando o valor de estresse assume valor inferior a 0,05, o
nimero de fragmentos é considerado suficiente para as andlises (Kruskal, 1964;

Dias & Kageyama, 1998).
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3.6.2 Diversidade e estrutura genética

O programa computacional PopGene (versdao 1.32) (Yeh et al., 1997) foi
utilizado para estimar as similaridades genéticas entre as populacdes, usadas
para a construcdo do dendrograma, pelo método UPGMA (Unweighted Pair-
Group Method with Arithmetic Averages), adotando a rotina SAHN (Sequential
Agglomerative, Hierarchical and Nested Clustering), com o auxilio do programa
NTSYS, versio 2.11X (Rohlf, 2000). Para verificar a consisténcia dos
agrupamentos, foram utilizadas 1.000 permutacdes com o programa TFPGA
(Tools for Population Genetic Analysis) versao 1.3 (Miller, 1997).

Para a andlise da diversidade genética intrapopulacional, empregou-se o
programa PopGene, em que, para dados dominantes, assume-se que as
populacdes estdo em Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW). Foi feita a anélise
de variancia (ANOVA) F-teste, a 95% de probabilidade, complementado com
exame a priori t Boferroni (Rice, 1989), para a comparacio dos indices obtidos

entre os cinco fragmentos e os quatro corredores. Foram estimados:

] numero de alelos observados (n,);

. numero efetivo de alelos (n.) (Kimura & Crow, 1964);

] heterozigosidade esperada (H.) (Nei, 1973);

. porcentagem de locos polimérficos;

o indice de Shannon (Lewontin, 1972);

] heterozigosidade total (H,);

. heterozigosidade média dentro da populacio (H,);

. diversidade entre populagdes (Dst), dada pela expressao:
Dst = H— H;
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. coeficiente de diferenciacdo populacional (Gsr), dado pela
expressao:
Gsr = Dst/ Hy;
. fluxo alélico (cdlculo indireto), pela férmula:

Nm = 0,5 (1 - Gst)/Gst (McDermott & McDonald, 1993).

A matriz bindria também foi utilizada para a divisdo da variancia entre
seus componentes dentro e entre populagdes (niveis hierdrquicos). A andlise de
variancia molecular (AMOVA) foi realizada de acordo com Excoffier et al.
(1992), com o auxilio do programa Arlequin, versdo 3.11 (Excoffier et al.,
2007). Assumindo que os individuos dentro das populagcdes possuem o mesmo
padrdo de cruzamento, calcula-se uma matriz de distincia fenotipica para os
pares de comparagdes, utilizando um coeficiente de similaridade genética. Para o
calculo da AMOVA, foi utilizado, como coeficiente, o quadrado das distancias
euclidianas, que € andloga as andlises de Excoffier et al. (1992), Huff et al.
(1993) e Nybom (2004). A significancia dos componentes da varidncia foi

testada com 10.000 permutagdes.

3.6.3 Estrutura genética espacial

Foi estimado o valor de coancestria, pelo coeficiente de kinship, entre os
pares de individuos para as classes de distancia (Hardy, 2003). Foi utilizado o
programa SPAGEDI, versdo 1.2 (Hardy & Vekemans, 2002), nas estimativas do
coeficiente de kinship. Na andlise, foi considerado coeficiente igual a zero para

endogamia. O coeficiente é dado pela férmula:

31



Fy= (Q/ - Qmj
1-0n
em que:
F;; € o coeficiente de kinship de coancestria genética entre i € j;
Q;; € a probabilidade de as amostragens aleatdrias de i e j serem idénticas por
ascendéncia;

0O, é a probabilidade média de que amostragem aleatéria feita na populacio seja

idéntica por ascendéncia.

A partir do erro padrdio da média das estimativas obtidas por
reamostragem jackknife, intervalos de confianca foram construidos, a 95% de
probabilidade, do coeficiente de coancestria médio estimado para as classes de
distancia, de forma mais apurada, de acordo com Hardy & Vekemans (2002).
Dentro de cada classe, fizeram-se 1.000 permutacdes para teste da ocorréncia de
estrutura genética espacial e sua magnitude foi calculada pela férmula
(Vekemans & Hardy, 2004):

Sp = -biog/ (1-Fij1))
em que:
By, € a inclinagdo da curva de regressdo do coeficiente de coancestria;
Fij;) € amédia do coeficiente de coancestria da primeira classe de distancia (F).

Os valores de S, foram utilizados para comparar a extensdo da estrutura
genética espacial entre as populagdes. Adicionalmente, foi realizado o teste de
Mantel entre as populacdes, pelo programa computacional PCord (McCure &
Mefford, 1997), com 1.000 permutacdes, para teste de correlacdo entre a

distincia genética e a distancia geografica.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Teste e selecao de primers de ISSR

Entre os 15 primers ISSR testados, 10 mostraram-se adequados,
produzindo fragmentos robustos, de boa intensidade, com bom perfil de
amplificacdo. Os primers utilizados geraram um total de 70 locos, variando de 3
a 11 locos por primer. Na Tabela 4 sio mostrados os nomes dos primers

escolhidos, suas respectivas seqiiéncias e o nimero de fragmentos produzidos.

TABELA 4: Primers utilizados, suas respectivas seqiiéncias e nimero de bandas

produzidas.

Nome do primer Seqiiéncia (5°-3’) Numero de bandas
AW3 (GT)6-RG GTG TGT GTG TGT RG 7
BECKY (CA)7-YC CAC ACACACACACAYC 7
CHRIS (CA)7-YG CAC ACACACACACAY G 11
DAT (GA)7-RG GAG AGA GAG AGA GAR G 3
GOOFY (GT),YG GTG TGT GTG TGT GTY G 5
JOHN (AG)7-YC AGA GAG AGA GAG AGY C 7
M1 CAA-(GA)S5 CAA GAG AGA GAG A 7
MANNY (CAC)4-RC CAC CAC CACCACRC 7
TERRY (GTG)4-RC GTG GTG GTG GTG RC 10
UBC 843 (CT)8-RA CTC TCT CTC TCT CTC TRA 6
Total 70

em que: R = purina (A ou G) e Y = pirimidina (C ou T).
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Um gel de agarose fotografado sobre luz ultravioleta, com o perfil de
amplificacdo do primer AW3, é mostrado na Figura 4. Bandas fracas ou de

dificil defini¢cdo ndo foram consideradas nas andlises.

L 49 50 51 5253 54 55 56 57 58 59 60 61 62 6364656667 68 6970 71 72 737475 76 7778

Primer AW3

FIGURA 4: Fotografia do gel de agarose, mostrando o perfil dos fragmentos
produzidos pelo primer AW3 em individuos (49 a 78) de Myrcia
splendens. Ladder: 1Kb

Vijayan et al. (2004), pesquisando cinco espécies de amora (Morus sp.),
na Asia, utilizaram 15 primers ISSR, obtendo um total de 150 fragmentos. Chen
et al. (2006) utilizaram 5 primers ISSR em estudos genéticos em populacdes de
Caldesia grandis e obtiveram um total de 60 fragmentos. Em estudos de
genética espacial de soja selvagem, foram utilizados 15 primers ISSR, obtendo-

se 182 fragmentos (Jin et al., 2006).
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4.2 Numero 6timo de fragmentos polimérficos

O ndmero 6timo de fragmentos obtidos pelos primers ISSR foi estimado
em 55, em que o valor de estresse foi inferior a 0,05 e a correlagcdo de 0,957
(Figura 5), o que representa um ndmero de fragmentos suficientes para obter
associagdes estaveis entre os individuos amostrados (Kruskal, 1964; Silveira et

al., 2003).

PRIPSE I 2
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0 7 14 21 28 35 42 49 56 63 70

Nimero de Fragmentos

FIGURA 5: Gréfico mostrando o coeficiente de correlagdo e o nimero de
bandas obtidas para a espécie Myrcia splendens.

O gréfico da Figura 5 mostra que, a partir de 55 fragmentos (bandas), a
correlagdo aproximou-se do valor maximo, o que sugere que o nimero de
primers utilizado e o nimero de fragmentos obtidos foram suficientes para as
andlises. Semelhante andlise foi feita utilizando-se marcadores dominantes
RAPD. Silveira et al. (2003) estimaram que 70 fragmentos foram suficientes

para estabilizar os dendrogramas gerados nas andlises feitas para cultivares de
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café. Cavallari-Neto (2004), estudando estrutura genética de Encholirium
(Bromelidcea), por meio da andlise de bootstrap, realizada pelo programa Dboot
(Coelho, 2000), mostraram que acima de 50 fragmentos obtidos foram
suficientes para a andlise. Tarezan et al. (2005), estudando individuos adultos e
regenerantes de Aspidosperma polyneuron, encontraram resultados semelhantes.

No presente estudo, algumas repeticdes de primers ISSR nos mesmos
individuos apresentaram padrdes idénticos entre as repeti¢des, reforcando a

potencialidade deste tipo de marcador nos estudos de diversidade genética.

4.3 Diversidade genética

Os 10 primers ISSR utilizados geraram um total de 70 locos, todos
polimdrficos. Foram considerados polimoérficos os locos nos quais a freqii€ncia
do alelo mais comum foi menor ou igual a 95% (Nei, 1987). Os valores de
diversidade genética intrapopulacional de M. splendens, estimados nos quatro
corredores e nos cinco fragmentos, sio mostrados na Tabela 5 e na Tabela 6,
respectivamente.

Com base na andlise de varidncia, os resultados obtidos nao
apresentaram diferengas significativas para os indices de diversidade genética
entre os corredores (Tabela 5), entre os fragmentos (Tabela 6) e entre os dois
ambientes. O nimero de alelos observados (N,) € o ndmero efetivo de alelos (V,)
nos corredores variaram de 1,76 (C1) a 1,91 (C3) e 1,54 (C1) e 1,63 (C3),
respectivamente. Nos fragmentos, N, variou de 1,84 (F5) a 1,94 (F2), com média
de 1,89e N,de 1,6 (F1 e F5) e 1,71 (F3), com média de 1,66.

A porcentagem de locos polimérficos (P) foi alta, variando, nos
corredores, de 75,7% (C1) a 91,4% (C3). Nos fragmentos, a amplitude foi ainda
maior: de 84,2% (F5) a 94,2% (F2). As médias de locos polimérficos nos

corredores e nos fragmentos foram de 83,2% e 89,7%, respectivamente. Os
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fragmentos F1 (87,1%) e F5 (84,2%) foram os que apresentaram menores
valores de locos polimérficos, sendo o primeiro o menor dos fragmentos (1,0 ha)
e o segundo, um dos mais perturbados. Estes fragmentos sdo os dois tnicos que
recebem apenas um corredor. Em alguns trabalhos com populagdes naturais (Ge
& Sun, 2001; Alexander et al., 2004; Xia et al., 2007), a porcentagem de locos
polimérficos tem sido utilizada como medida de diversidade genética.
Utilizando marcadores dominantes, Lacerda et al. (2001) encontraram 71% de
locos polimoérficos para Plathymenia reticulata e, para P. foliolosa, encontraram
64,9% (Lacerda et al.,, 2002). Para Hymenaea courbaril e Hymenaea
stigonocarpa, Branddao (2002) encontrou 77% e 65%, respectivamente. Em
(2005)

polimérficos, utilizando 8 primers RAPD.

Eremanthus Moura encontrou 75% de locos

erythropappus,

TABELA 5: Estimativas de diversidade de Myrcia splendens em quatro
corredores de vegetacdo (Cl a C4). N, nimero de alelos
observados; N.: nimero de alelos efetivos; H.: diversidade
genética de Nei; /I: indice de Shannon e P: porcentagem de locos

olimorficos.
Populacdes N, N, H. 1 P
1,76 1,54 0,30 0,44
cl (0.43) (0.37) (0,19) 0.27) 73,71
1,81 1,59 0,33 0,48
c2 (0,39) (0,35) (0,18) (0,25) 81,43
1,91 1,63 0,36 0,53
3 (0.28) (0.,30) (0,14) (0.19) o143
1,84 1,62 0,34 0,50
4 (0.36) (0.36) 0.18) (0.24) 84,29
Fanova 2,16 1,05 1,28 1.48 -
Média 1,83 1,59 0,33 0,48 83,21

( ): desvio padrdo. ™°: ndo significativo
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TABELA 6: Estimativas de diversidade de Myrcia splendens em cinco
fragmentos de vegetacdo (F1 a F5). N,: numero de alelos
observados; N.: ndmero de alelos efetivos; H.:. diversidade
genética de Nei; I: indice de Shannon e P: porcentagem de locos

olimorficos.

Populacdes N, N, H. 1 P
1.87 161 0.35 0.50
Fl (0.33) (0.33) (0.16) (0.22) 87,14
1.94 1.69 0.39 0.56
F2 (0.23) (0.28) (0.13) 0.17) 94,29
191 171 0.39 0.56
F3 (0.28) 0.31) (0.15) (0.20) 91,43
191 1.60 0.38 0.55
F4 (0.28) 0.31) (0.15) (0.19) 91,43
1.34 1.60 0.34 0.49
ks (0.37) 035 | ©17) | (024) 84,29
Fanova 1,19 1,86 1,82 1,76 —
Média 1.89 1.66 037 0.53 89.71

( ): desvio padrdo. ™°: ndo significativo

Em relag@o a heterozigosidade esperada (H.), também ndo foi observada
diferenca significativa entre as populacdes dos fragmentos e dos corredores. Este
indice variou de 0,34 (F5) a 0,39 (F2 e F3) nos fragmentos. Nos corredores, H,
variou de 0,30 (C1) a 0,36 (C3). Para o indice de Shannon (), também nao
houve diferenca significativa na diversidade genética de M. splendens nos
fragmentos e nos corredores, tendo os valores estimados variado de 0,44 a 0,53,
nos corredores C1 e C3, respectivamente; nos fragmentos, este indice variou de
0,49 (F5) a 0,56 (F2 e F3).

Os indices apresentados mostram altos niveis de diversidade genética
dentro das populacdes de M. splendens nos fragmentos e nos corredores, que
pode ser reflexo da eficiéncia dos corredores em manter tais niveis de
diversidade. Deve-se lembrar que estes parametros sao estimativas histéricas, ou

seja, para se ter uma real idéia dos efeitos da fragmentacdo atual nos indices de
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diversidade genética, estudos sobre progénies ou utilizando tipos de marcadores
mais adequados para este tipo de abordagem seriam mais adequados.

Em comparacdo com marcadores codominates, em geral, marcadores
dominantes apresentam maiores niveis de diversidade genética (Ge & Sun,
2001). Moura (2005), utilizando tanto marcadores codominantes (isoenzimas)
quanto dominantes (RAPD), encontrou altos niveis de diversidade genética na
espécie Eremanthus erythropappus, em cinco populacdes estudadas. Entretanto,
de acordo com Smith & Pham (1996), estimativas genéticas por meio de
marcadores dominantes sdo algumas vezes menores do que por marcadores
codominantes. Tarezan et al. (2005) encontraram baixos niveis de diversidade
genética, tanto em individuos adulto quanto regenerantes, de Aspidosperma
polyneuron, utilizando marcadores dominantes (RAPD). Vieira (2005),
realizando estudos na mesma drea do presente trabalho, encontrou altos niveis de
diversidade genética, utilizando marcadores codominantes (isoenzimas).

O processo de fragmentagdo da drea estudada tem idade aproximada de
200 anos; talvez o efeito deste processo ndo esteja ainda refletido nos pardmetros
estudados. Por outro lado, os corredores de vegetacdo, inseridos na paisagem,
interligando as populagdes, sdo de grande importincia para a manutengdo dos
niveis de diversidade. Neste mesmo sistema corredor-fragmento analisado,
Vieira (2005) e Vieira & Carvalho (2008), pesquisando a diversidade genética
de Protium spruceanum a partir de marcadores aloenzimdticos, encontraram
niveis semelhantes de diversidade, tendo os ambientes de fragmentos
apresentado niveis um pouco maiores do que os encontrados nos corredores. Os
autores consideraram, ainda, que os fragmentos, por apresentarem grande
nimero de individuos reprodutivos, provavelmente, permitem maior nimero de
recombinacdes e miltiplas paternidades nas progénies de P. spruceanum, o que

favorece o aumento dos niveis de diversidade genética em funcdo do aumento
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das taxas de cruzamento, como discutido em Treuren et al. (1993) e
Franceschinelli & Bawa (2000).

Estudos com populagdes de M. splendens que nao estdo conectadas por
corredores e também estudos com progénies ou regenerantes desta espécie sao
interessantes. Informacdes sobre a biologia reprodutiva e a fenologia de M.
splendens nesta area, somadas aos pardmetros de diversidade genética, podem
resultar em conhecimento importante para a conservagao da espécie e do sistema

corredor-fragmento.

4.4 Estrutura genética

Os valores da heterozigosidade genética total (H,), heterozigosidade
média dentro de populacdes (H;) e fluxo alélico (Nm), pela andlise de variancia
entre fragmentos (formacdo priméria) e corredores (formagdo secunddria), nio
apresentaram diferencas entre si (Tabela 7). O H, para os fragmentos foi de
0,390 e de 0,370, para os corredores. Os valores da heterozigosidade média da
populacdo dos fragmentos e dos corredores foram de 0,369 e 0,336,
respectivamente. Os valores de H, foram superiores aos observados para
espécies nativas arbéreas (0,22) (Nybom, 2004). Em relacdo ao fluxo alélico
(Nm), o valor foi de 8,72 para os fragmentos estudados e de 4,93 para os
corredores. Em principio, fluxo alélico maior do que 4 migrantes por geragdo é
suficiente para contrapor os efeitos da deriva genética (Wright, 1951; Slatkin,
1987). Segundo Mills & Allendorf (1996) e Wang (2004), de 1 a 10 migrantes
por geracdo entre fragmentos pode evitar os efeitos do acasalamento de

individuos aparentados.
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TABELA 7: Dados da estrutura genética de Myrcia splendes nos fragmentos e
nos corredores. H, = heterozigosidade genética total, H, =
heterozigosidade média dentro da populacdo; Dsr = diversidade
entre populagdes; Gsr = coeficiente de diferenciacdo populacional
e Nm = fluxo alélico.

Hl Hs DST GST Nm
0,390 0.369
Fragmentos 0.016) 0.016) 0,021 0,054 8,72
0,370 0,336
Corredores (0.015) 0.016) 0,034 0,092 4,93
Fanova 0,870 2,367 7,720° 9,722° 1,28
NS

: ndo significativo; * P <0,025 teste F complementado pelo exame ¢
Bonferroni (RICE, 1989); ( ): desvio padrio.

Os valores de diversidade entre populagdes (Dst) € do coeficiente de
diferenciacdo populacional (Ggr) apresentaram diferenga significativa entre os
dois ambientes. Para os fragmentos, o valor de Dgr foi de 0,021 e, nos
corredores, este valor foi mais alto, atingindo 0,034. Andlogos aos valores de
Dgr, os valores de Ggr foram maiores no ambiente corredor, sendo de 0,092
neste ¢ de 0,054 no ambiente fragmento. Estes valores apontam que a
variabilidade entre e dentro das popula¢des, no ambiente fragmento, contribuiu
com 5,4% e 94,6% da heterozigosidade total, respectivamente. Nos corredores, a
proporcao é de 9,2% entre e de 90,8% dentro. O valor de Ggsr foi abaixo da
média esperada para espécies de fecundagdo cruzada (Ggsr=0,22) (Nybom,
2004). Mesmo ndo sendo significativa a diferenca de Nm entre os dois
ambientes, o valor para este indice, que € estimado com base nos valores de Ggr,
foi maior entre os fragmentos (Nm = 8,7), condizente com a baixa diferenciagdo
genética entre os fragmentos (Tabela 7).

Comparagdes entre o fluxo alélico (Nm) das formagdes primdrias

(fragmentos) e secunddrias (corredores) também foram realizadas. Os valores de
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Nm comparando os cinco fragmentos com os quatro corredores da paisagem
estudada e a porcentagem de contribuicdo de fluxo alélico de cada corredor de

vegetacdo sdo mostrados na Tabela 8.

TABELA 8: Comparagdo do fluxo alélico (Nm) para Myrcia splendes entre os
fragmentos e os corredores de vegetacdo. Entre parénteses, os
respectivos fragmentos interligados pelo corredor.

Fragmento Corredor Nm Porcentagem de

contribuicio
Cl1 (F1-F2) 5,31 2,20
Fl C2 rars) 6,33 26,26
C3 #3559 7,09 29,39
C4 (ars) 10,16 42,14
Cl1 (F1-F2) 5,98 17,20
o C2 F2r3) 8,44 24,26
C3 #3559 8,54 24.55
C4 ¢ars) 11,82 33,99
Cl ¢1m) 4,35 15,80
o C2 rrs) 6,13 22,27
C3 (F3-F4) 7,02 25,47
C4 ¢ars) 10,05 36,47
Cl ¢1m) 6,04 16,47
F4 C2 (F2-F3) 8,30 22,62
C3 F3r 8,84 24,08
C4 (pyrs) 13,52 36,83
Cl ¢1m) 5,95 19,46
F5 C2 rars) 6,35 20,78
C3 (F3-F4) 6,95 22,72
C4 pors 11,33 37,05
Fanova 1,05 ™

™*: ndo significativo

A partir da andlise de variancia, nao foi observada diferenca significativa

entre os valores de Nm para as combinacdes fragmento/corredor. Esses dados
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sdo similares aos encontrados por Vieira (2005), para a espécie Protium
spruceanum, analisada no mesmo sistema.
Na Tabela 9 sdo mostrados os valores de fluxo alélico entre os cinco

fragmentos e a porcentagem de contribui¢do de cada um com o fluxo alélico.

TABELA 9: Fluxo alélico (Nm) de Myrcia splendens entre os cinco fragmentos.

Porcentagem de

Fragmentos Nm Lo
contribuicio
F2 11,55 19,05
- F3 9,57 15,78
F4 16,50 27,21
F5 23,03 37,96
Fl 11,55 17,34
- F3 22,14 33,22
F4 22,58 33,88
F5 10,38 15,57
Fl 9,57 16,52
3 F2 22,14 38,22
F4 17,86 30,82
F5 8,36 14,44
Fl 16,50 22,56
Fd F2 22,58 30,87
F3 17,86 24,41
F5 16,20° 22,15
Fl 23,03 39,72
Fs 2 10,38 17,90
F3 8,36 14,43
F4 16,20 27,95
Fanova 2,37

" P <0,001 teste F complementado pelo exame ¢ Bonferroni (RICE, 1989).
O valor de Nm foi maior nos fragmentos F1 com F5 (23,03) do que F1

com F3 (9,57) e F4 com F5 (16,20). Estes valores foram diferentes pela andlise

de varidncia, ajustada com o exame ¢ Boferroni, a P<0,001. Os demais valores
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ndo foram diferentes estatisticamente. Neste caso, também se espera que haja
maior fluxo alélico entre fragmentos que sdo interligados pelos corredores de
vegetacdo e os resultados mostram que, apesar de os fragmentos F1 e F5 ndo
estarem ligados diretamente por corredor, estes ndo estdo completamente
isolados. De acordo com Hartl & Clark (1997), quando o fluxo génico entre
populagdes excede a quatro migrantes por geragdo, ocorre homogeneizagdo dos
alelos entre estas. Focando as duas situacdes, fluxo alélico entre fragmentos e
corredores e fragmentos entre si (Tabela 8 e 9), nota-se que ha grande fluxo
alélico no sistema como um todo, sendo observadas estimativas superiores a 4.

E importante ressaltar que os valores de fluxo alélico aqui encontrados
sdo reflexos do fluxo ocorrido historicamente, produzindo os padrdes atuais
observados de estrutura genética (Smouse & Sork, 2004). Outros tipos de
amostragens, como, por exemplo, amostragem de progénies e ou utilizacdo de
outros tipos de andlises, como a andlise de paternidade, podem auxiliar na
melhor compreensdao do fluxo alélico contemporaneo na paisagem estudada.
Trabalhos em microescala também sdo importantes para melhor entender os
padrdes da atual estrutura genética destas populacdes.

Enfim, os altos valores de Nm obtidos podem ser reflexos, entre outros
fatores, do considerdvel tamanho populacional da espécie, tanto nas formagdes
primdrias quanto nas secunddrias e da efici€éncia dos mecanismos de dispersdo
de sementes e de pélen. Dada a morfologia dos frutos, a espécie possui dispersao
zoocdrica (Souza & Lorenzi, 2005). Tais dispersores utilizam, frequentemente,
os corredores de vegetacdo para se movimentarem de um fragmento a outro, em
busca de recursos. De fato, é possivel notar a movimentagao desta biota nestes
corredores, 0 que mostra a importancia de estudos voltados também para a fauna
do sistema estudado, o que vem sendo feito, recentemente, pela equipe da

Ecologia, Departamento de Biologia da UFLA (comunicagdo pessoal).
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Na tabela 10 encontram-se os resultados da andlise de varidncia
molecular (AMOVA) para os cinco fragmentos de vegetacdo primdria e, na

Tabela 11, os resultados para os corredores de vegetagdo secunddria.

TABELA 10: Andlise de variancia molecular (AMOVA) em cinco fragmentos
de vegetacdo primdria de Myrcia splendens. GL = graus de
liberdade e SQ = soma do quadrado dos desvios.

Fonte de Componentes ~ Variagdo

variacio GL SQ da variancia Total (%) P
Entre 4 88.48 0.36 3,51 <0,0001
populacdes
Dentro de 163 1623.71 9,96 96,49  <0,0001
populagdes
Total 167 171220 10,32 100

FST . 0.035

TABELA 11: Andlise de variancia molecular (AMOVA) em quatro corredores
de vegetacdo secunddria de Myrcia splendens. GL = graus de
liberdade e SQ = soma do quadrado dos desvios.

Fonte de Componentes  Variagdo

variacao GL SQ da variancia total (%) P
Entre 3 81,72 0,76 8,85 <0,0001
populacdes
Dentro de 100 78245 7,82 91,15  <0,0001
populacdes
Total 103 864,18 8,58 100

Fsr: 0,088

Os resultados obtidos sdo condizentes com os valores estimados de Ggr,

ou seja, a maior parte da diversidade genética de M. splendens encontra-se
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dentro das populagdes, tanto nos ambientes de vegetacdo primdria (96,49%)
quanto nos ambientes de vegetacdo secunddria (91,15%).

Segundo Nybom & Bartish (2000), estimativas de diferenciacdo genética
entre populacdes, cuja fecundacdo € cruzada, sdo, em média, 28%, obtidas a
partir de dados de marcadores dominantes e calculadas pela AMOVA. Em
Plathymenia reticulata, Lacerda et al. (2001) encontraram 12,3% de
diferenciacdo entre populacdes. Goulart et al. (2005), em estudo realizado em
duas populagdes de Mabea fistulifera, encontraram 8,97% de diferenciacio entre
as populacdes.

Vieira (2005) e Vieira & Carvalho (2008), para a espécie Protium
spruceanum, neste mesmo sistema, encontraram niveis semelhantes de
distribuicdo da variabilidade genética, com 97% da variabilidade ocorrendo
dentro das populacdes. Estes resultados estdo de acordo com os observados em
outras espécies arboreas tropicais de fecundagdo cruzada e vida longa, ou seja, a
maior propor¢do da variabilidade genética encontra-se dentro das populacdes
(Loveless & Hamrick, 1984; White et al., 1999; Melo Junior et al., 2004;
Nybom, 2004; Apte et al., 2006).

Considerando o tipo de polinizacio da espécie M. splendens
(entomofilia), a dispersdo dos didsporos (zoocoria), a proximidade dos
fragmentos e o fato de eles estarem interligados pelos corredores de vegetacao,
era esperada baixa divergéncia genética entre eles. A divergéncia genética entre
populagdes € reduzida com o aumento do fluxo alélico, via pdlen e/ou sementes.
Estudos em fragmentos semelhantes a estes analisados, mas que ndo estdo
conectados com corredores, podem ajudar a avaliar a eficiéncia dos corredores
para intercambiar alelos de um local a outro, de forma que niao ocorra
divergéncia genética entre eles e confirmando sua importancia ecoldgica e

genética na paisagem regional.
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As estimativas de identidade e de distincia genética de Nei (1978) para a
espécie M. splendens, nos corredores e nos fragmentos, sdo mostradas na Tabela

12.

TABELA 12: Estimativas de identidade (acima da diagonal) e distincia genética
(abaixo da diagonal) de Nei (1978), entre corredores e fragmentos
de M. splendens.

Populacdes Cl1 cC2 (C3 C4 Fl F2 F3 F4 F5
C1 e 0,965 0,959 0,898 0,918 0,922 0,889 0,923 0,928
C2 0,035  w 0,983 0,917 0,928 0,944 0,919 0,943 0,929
C3 0,041 0,016 s 0,926 0,930 0,938 0,923 0,941 0,929
Cc4 0,106 0,086 0,076 s« 0,957 0,961 0,953 0,967 0,962
F1 0,085 0,074 0,072 0,043 s 0,959 0,948 0,973 0,985
F2 0,080 0,056 0,063 0,038 0,041 .« 0,981 0,981 0,954
F3 0,117 0,084 0,079 0,047 0,052 0,018 s 0,974 0,940
F4 0,079 0,058 0,060 0,033 0,026 0,018 0,026 s 0,973
F5 0,074 0,073 0,072 0,037 0,015 0,047 0,061 0,027  sxex

A distancia genética média entre os corredores foi de 0,060 e, entre os
fragmentos, foi de 0,033. A menor distancia genética nas formagdes secunddrias
(corredores) foi entre os corredores C2 e C3 (0,016), que interligam os
fragmentos F2 com F3 e F3 com F4, respectivamente; a maior distincia entre os
corredores foi de 0,106 entre os corredores C1 e C4, que interligam F1 com F2 e
F4 com F5, respectivamente. Nas formacdes primdrias, ou seja, nos fragmentos,
a maior distancia genética entre eles foi de 0,061 entre os fragmentos F3e FS e a
menor foi entre F1 e F5 (0,015).

Em geral, os corredores apresentaram menor distincia genética com os
fragmentos aos quais estdo interligados, com excecdo do corredor CI, que
apresentou menor distancia genética com o fragmento F5 (0,074). O corredor

C2, que interliga os fragmentos F2 com F3, apresentou menor distancia com o
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fragmento F2 (0,056). Ja o corredor C3, que faz conexdo com os fragmentos F3
com F4, apresentou menor distancia com F4 (0,060). O corredor C4 apresentou
as menores distancias genéticas com os fragmentos aos quais estdo ligados por
meio dele, no caso F4 (0,033) e F5 (0,037). Esses resultados indicam que a
colonizagdo das valas, que hoje formam os corredores, possivelmente, ocorreu a
partir da dispersao de didsporos oriundos dos fragmentos mais préximos.

A partir da matriz de identidade genética de Nei (1978) entre as
populagdes amostradas (corredores e fragmentos), construiu-se um dendrograma

pelo método UPGMA (Figura 6).
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FIGURA 6: Dendrograma UPGMA das populacdes de Mpyrcia splendens
amostradas nos sistema corredor-fragmento, calculado de acordo
com a identidade genética de Nei (1978). Os nimeros acima dos
nés indicam a consisténcia dos mesmos, apds 1.000 permutagdes.
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O dendrograma mostrado na Figura 6 apresenta uma faixa de
similaridade de 92,5% a 98,5% entre as populacdes (corredores e fragmentos).
Acima de 96% de similaridade, observa-se a formagdo de dois grupos: o
primeiro formado por trés corredores (C1, C2 e C3) e o segundo grupo formado
pelos cinco fragmentos (F1 a F5) e pelo corredor C4, o que mostra uma
tendéncia de agrupamento em funcdo da origem das populacdes (formagdes
primdrias e secunddrias). Os corredores de vegetacdo, que sdo formagdes
secunddrias, se agruparam separadamente dos fragmentos, formacdo primadria,
com exce¢do do corredor C4. Este corredor apresentou altos indices de fluxo
alélico entre os cinco fragmentos (Tabela 8). Como ja mencionado, fluxo génico
acima de quatro migrantes por geracdo permite uma homogeneizagdo dos alelos
entre as populacdes, que passam a funcionar como populacdes panmiticas (Hartl
& Clark, 1997).

O Teste de Mantel apontou ndo haver correlagao significativa entre as
distancias geografica e as distincias genéticas estimadas (r = 0,057; P = 0,436)
para M. splendens entre os fragmentos de vegetacdo. Este resultado pode ser
devido a baixa divergéncia genética entre os fragmentos, que apresentam altos
valores de fluxo alélico entre eles (Tabela 9). Entretanto, para melhor andlise da
variabilidade genética e sua distribuicdo entre as populacdes de M. splendens, é
interessante que se faca uma amostragem de maior nimero de populacdes e de
localidades e, se possivel, de populacdes que ndo estejam interligadas por
corredores, uma vez que os fragmentos aqui estudados sdo relativamente
proximos e estdo interligados. Tais informagdes sdo importantes em programas
de conservagao in situ.

Sdo poucas as informagdes sobre o histérico de fragmentacdo da drea
estudada e da colonizagdo das valas, que constituem, hoje, os corredores de
vegetacdo, para se fazer algumas inferéncias sobre a paisagem. Entretanto, € de

grande importancia a interligacdo dos fragmentos remanescentes pelos
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corredores de vegetacdo na paisagem em questdo, o que pode explicar a baixa

diferenciacdo entre as populagdes.
4.5 Estrutura genética espacial

Os individuos amostrados estdo representados na Figura 7. Os pontos em
amarelo mostram as plantas coletadas, sobrepostos a imagem aérea do local de

estudo obtida pelo Google Earth™ (Versdo 4.0.2722) a partir das coordenadas
UTM, marcadas pelo GPS.
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Fragmento 2

Fragmento 5

FIGURA 7: Posicdo e distribuicdo espacial de drvores de Myrcia splendens
(pontos em amarelo) em fragmentos e corredores na regido do
Alto Rio Grande, em Lavras, sul de Minas Gerais.
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Na Tabela 13 sdo mostrados os valores da estatistica S, da estrutura
genética para as amostras de M. splendens analisadas nos cinco fragmentos de
formagdo primdria, nos quatro corredores de formacdo secundéria e para o
conjunto dos corredores. Os valores de S, sdo medidas da magnitude da
estruturagdo genética. Nesta tabela também sdo mostrados os valores de
significancia (P) dos testes de permutacdo, o coeficiente de kinship para a
primeira classe de distincia e os valores da inclinag¢do da curva de regressao do

coeficiente de coancestria (By,,).

TABELA 13: Caracterizagdo da estrutura espacial de M. splendens nos 5
fragmentos, em 4 corredores de vegetacdo e nos corredores
como um todo, incluindo para cada populagdo o coeficiente de
kinship (F;) para primeira classe de distincia, B,,, estatistica S,
e valor de significincia (P).

Populagdes F; B, S, P
Fragmento 1 -0,0031 -0,0004 0,0004 0,956™
Fragmento 2 0,0183 -0,0041 0,0042 0,440™
Fragmento 3 0,0063 -0,0104 0,0104 0,126™
Fragmento 4 -0,0040 -0,0003 0,0003 0,878™
Fragmento 5 -0,0106 -0,0070 0,0069 0,212
Corredor 1 0,0017 -0,0024 0,0024 0,732"™
Corredor 2 -0,0019 -0,0097 0,0097 0,170™
Corredor 3 0,0150 -0,0123 0,0125 0,009
Corredor 4 0,0502 -0,0140 0,0148 0,029°
Corredor total 0,0364 -0,0205 0,0213 0,000

" P<0,05; ™, ndo significativo.

A distribuicdo espacial dos genétipos de M. splendens, nos cinco
fragmentos e nos quatro corredores de vegetacdo, foi obtida por meio do
coeficiente de Kinship entre plantas para cada classe de distincia e estd

representada nos correlogramas da Figura 8.
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FIGURA 8: Correlogramas do coeficiente de coancestria (kinship), por classes
de distincia, para individuos de Myrcia splendens nos fragmentos e
nos corredores de vegetacdo; ---- intervalo de confianga, a 95% de
probabilidade. (...continua...)
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FIGURA 8, cont.
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Diante dos resultados da estatistica S, da estrutura genética (Tabela 13)
para as formagdes primdrias (fragmentos), ndo foi observada estruturagdo
genética, com uma distribuicao aleatéria dos individuos dentro dos fragmentos.
Resultados similares foram observados para os corredores C1 e C2. Entretanto,
os corredores C3 e C4 apresentaram estruturacdo genética na primeira classe de
distancia. O corredor de vegetagdo C3 apresentou valor de coancestria positiva
(F=0,015; P=0,009) na primeira classe de distancia (70m). O corredor C4
apresentou resultado similar, sendo positivo e significativo (F;=0,050; P=0,029)
para a primeira classe de distancia (27m). Avaliando o sistema corredor como
um todo, ou seja, formacdes secunddrias em conjunto, observa-se que hd
estruturacdo genética nestes ambientes. Neste caso, foi encontrado valor positivo

(F;=0,036) e significativo (P=0,000) para coancestria na primeira classe (184m).
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Os resultados dos correlogramas (Figura 8), em uma visdo geral, indicam
a ocorréncia de distribuicdo aleatéria dos genétipos de M. splendens nas
formagdes primdrias (fragmentos), devido, possivelmente, ao fato de o fluxo
alélico ocorrer em quantidade suficiente para evitar o agrupamento de individuos
aparentados (Tabelas 8 e 9). No fragmento dois (F2), observa-se valor de
coancestria negativo (-0,03) e significativo (P=0,03), na segunda classe de
distancia (91m).

Por outro lado, a observacdo da estruturacdo genética para as formagdes
secunddrias pode ser um indicativo de colonizagdo agregada dos individuos, ou
seja, pode ter ocorrido uma dispersao limitada de sementes na colonizacdo das
valas. Nos corredores C1 e C3, os valores de coancestria foram negativos e
significativos, na quarta (160m) e quinta classe (527m), respectivamente (Cl=-
0,05; P=0,02; e C3=-0,03; P=0,005). J4 o corredor quatro (C4) e a andlise feita
com os corredores em conjunto apresentaram valores positivos de coancestria
nas primeiras classes de distincia. Para C4, o valor de coancestria foi de 0,05
(P=0,00) na classe de 27m. Na andlise dos corredores, no total, os valores de
coancestria nas duas primeiras classes foram, respectivamente, de 0,03
(P=0,000), na primeira classe, de 184m e, na segunda classe (388m), o valor foi
de 0,01 (P=0,00), mostrando que individuos mais préximos sdo mais
semelhantes entre si. Esta dltima andlise ainda mostrou que, da sexta classe de
distdncia em diante (1247m,) os valores de coancestria foram negativos e
significativos (-0,02; P=0,00), mostrando que, a partir dessa distincia, os
individuos sdo mais diferentes geneticamente.

A dispersao limitada de pdlen e sementes tem sido reportada como as
maiores causas de estruturagio genética espacial dentro das populagdes (Latta et
al., 1998; Smouse & Peakall, 1999). E possivel que os dispersores de sementes
nos ambientes corredores nao foram muito eficientes para dispersar os

didsporos, sendo as sementes dispersas nas vizinhangas das drvores maternas, o
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que pode ter originado a estruturagdo genética espacial, ou seja, individuos mais
proximos nestes ambientes sdo mais semelhantes entre si do que individuos
espacialmente distantes (Vieira, 2005).

As classes de distancias representadas nos correlogramas (Figura 8),
além de informacdo importante para o manejo, seria uma indicagdo do
distanciamento minimo entre individuos a serem amostrados para programas de
melhoramento genético da espécie e para a coleta de sementes em recuperacio
de dreas degradadas, pois, assim, a amostragem seria maximizada, visando a
obten¢do de maior variabilidade genética (Jin et al., 2003; Kelly et al., 2004;
Vieira, 2005; Cloutier et al., 2007).

A média dos valores de S, (0,0068) para a espécie estudada (Tabela 13)
foi semelhante a de espécies cuja dispersdo de sementes é feita por animais
(5,=0,0088) (Vekemans & Hardy, 2004). Este valor também foi semelhante ao
encontrado para a espécie Sextonia rubra (Mez) van der Werff (Lauraceae)
(5,=0,006), que € uma espécie hermafrodita, com polinizacdo por insetos e
dispersdo de sementes por passaros (Hardy et al., 2000).

Contudo, estudos com distribuicdo espacial dos genétipos de M.
splendens em microescala, com amostragem de individuos regenerantes,
associados a estudos da biologia reprodutiva, podem auxiliar na compreensdo da
estrutura genética da espécie neste sistema corredor-fragmento. Tais dados sdo

importantes para a comparagao com outras espécies de hdbitos semelhantes.
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5 CONCLUSOES

A espécie Myrcia splendens apresenta altos niveis de diversidade
genética dentro das populagdes analisadas, sendo superior a média
relatada para espécies arboreas tropicais.

Foi observada baixa diferenciagcdo genética entre os fragmentos
(formagdo primdria), o que pode ser explicada pelo elevado fluxo alélico
entre eles, sendo este associado ao fato de estes remanescentes estarem
ligados pelos corredores de vegetacao.

Os corredores de vegetacdo apresentaram menor distancia genética com
os fragmentos por ele conectados e apresentaram elevados indices de
fluxo alélico entre eles.

Nao foi observada correlacdo entre distancia genética e distancia
geogréafica, o que pode ser reflexo dos altos valores de fluxo alélico
encontrados entre os fragmentos, configurando baixa diferenciacdo
genética entre essas formacdes primadrias.

O dendrograma construido pelo método UPGMA a partir da matriz de
identidade genética de Nei (1978) sugere a existéncia de um padrio
hierdarquico de semelhanca genética entre os ambientes de formacdo
secunddria (corredores de vegetacdo) e entre os remanescentes primarios
(fragmentos), com excecdo do corredor C4, que apresentou maior
semelhanga com as formagdes primdrias. Este corredor apresentou altos
indices de fluxo alélico entre os cinco fragmentos.

Para as formacdes primdrias (fragmentos), ndao foi observada
estruturagdo genética espacial, indicando que os genétipos de M.
splendens estavam distribuidos de maneira aleatéria. Nas formacdes

secunddrias, o mesmo padrdo foi observado para os corredores C1 e C2.
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Os corredores C3 e C4 apresentaram valores de coancestria positiva na
primeira classe de distincia, 70m e 20m, respectivamente, mostrando
que individuos de M. splendens agrupados a distdncias menores que
estas sdo semelhantes geneticamente.

Os fragmentos e os corredores estudados mostraram-se potenciais para
conservagdo in situ e para a coleta de sementes, caso sejam destinadas a

recuperagao de dreas.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Estudos em genética de populacdes sdo uma ferramenta importante para
medidas de conservacdo de remanescentes florestais. Estes estudos focam a
conservacdo genética de espécies e, como os processos de fragmentacdo e
isolamento de populagdes, podem afetar a diversidade genética.

Para predizer o destino de espécies em fragmentos florestais ¢é
importante a avaliacdo das conseqiiéncias do isolamento e a redugdo das
populagdes, medidas valiosas em programas de manejo e conservacgio (Young &
Clarke, 2000).

O processo de fragmentacdo, sendo relativamente recente na regido,
pode nio ter afetado ainda os indices de diversidade genética observados para as
populagdes de M. splendens. Por outro lado, os corredores de vegetagdo
formados, interligando esses remanescentes, sdo elementos de grande
importincia na paisagem, devido a sua fung¢do como vias de troca génica entre
os fragmentos, minimizando os impactos da fragmentagdo.

A visdo dos corredores de vegetacdo da regido como facilitadores de
movimento de fauna, da dispersdo de propdgulos e do intercambio genético é
uma linha de estudos que estd sendo desenvolvida. Como visto neste estudo, a
conservacdo desses elementos na paisagem € uma medida importante para a
conservacgdo da espécie e do sistema como um todo, pois visa a manutengdo do
nimero de migrantes e das populacdes das espécies nos fragmentos.

Sendo assim, a manutengdo e a preservagdo dos corredores e fragmentos
na paisagem estudada sdo medidas fundamentais para a preservacao da M.
splendens e do sistema corredor-fragmento. Diante destas perspectivas, novos
estudos referentes a biologia reprodutiva desta espécie, além de trabalhos sobre a

diversidade genética de outras espécies, com mecanismos diferentes de
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polinizacdo e/ou dispersdo, sdo de grande valia para a melhor compreensio da
dindmica entre os remanescentes desta paisagem e fardo parte da continuidade
do trabalho. O manejo eficaz desses fragmentos estd vinculado com o acimulo

de informacdes sobre diferentes grupos de espécies.
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