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INTRODUCAO

Em um grande paradoxo, embora as florestas sejam vitais a prestacdo de bens e servigos
ambientais essenciais a vida humana, as atividades antrdpicas figuram como principais responsaveis pela
fragmentagdo florestal, degradacdo de dreas e vulnerabilizacio de tais servicos. E nesse cendrio, que
alcanca todos os biomas, e em particular os dois hotspots de biodiversidade brasileiros, a saber Mata
atlantica e Cerrado, que a exigéncia por regularizacdo ambiental e mitigacdo dos impactos antrépicos
sobre ecossistemas florestais tém fomentado a restauragdo ecoldgica, ja que esta € vista como um
importante instrumento de conservacdo e resgate ambiental (RODRIGUES; GANDOLFI, 2004;
BRANCALION et al., 2013).

Estima-se, considerando a Lei 12.651/12 (Cddigo Florestal brasileiro), que a édrea total a ser
restaurada no Brasil seja de cerca de 21 milhdes de hectares (SOARES-FILHO et al., 2014), sendo que
o Pais assumiu no acordo de Paris a desafiadora meta de restaurar 12 milhdes de hectares até 2030.

Em uma abordagem recente, restaurar uma area € propiciar a formacao de florestas vidveis e com
capacidade de autoperpetuacdo que, portanto, preconiza a existéncia de diversidade de espécies e
diversidade genética (BRANCALION et al., 2009) especialmente, em um contexto de mudangas
climaticas globais, que enfatiza o papel decisivo da variabilidade genética na sobrevivéncia das espécies
(ISERNHAGEN et al., 2009) e funcionamento do ecossistema.

A partir da perspectiva do papel da diversidade genética, que nas areas restauradas € introduzida
mediante utilizacdo de sementes de espécies nativas, por meio da semeadura direta ou plantio de mudas,
entende-se que esta etapa de introdugdo € decisiva para moldar a trajetoria das novas populacdes e
assegurar o potencial evoluciondrio e de adaptag@o a cendrios ambientais atuais e futuros.

No Brasil, a demanda por sementes com qualidade genética e fisiologica (SOUSA et al., 2015) é
estimada que atinja a ordem de 4.443 toneladas anuais para atender o Decreto n° 8.972/17 (Plano
Nacional de Recuperagdo da Vegetacao Nativa) e honrar os compromissos internacionais firmados no
Acordo de Paris (Contribui¢do Nacionalmente Determinada, 2016).

Contudo, uma das principais questdes levantadas é de onde obté-las para restabelecer as
comunidades vegetais (BRANCALION et al., 2013; BUCHAROVA et al., 2018). Visto que a
inadequacdo de fonte de sementes pode ter consequéncias importantes para o sucesso imediato e a
viabilidade a longo prazo das areas restauradas (BOSHIER et al.,2015) e € considerada umas das razdes
para o nao sucesso de projetos de restauracao (GODEFROID et al., 2011). O que representa prejuizos do
ponto de vista ecoldgico, por tratar-se do recomego da trajetdria de recuperacdo da area e também

financeiro, dado o ainda elevado custo da cadeia produtiva envolvida na pratica da restauracio ecoldgica.
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Movimentar sementes € mudas e, portanto, fontes genéticas em grandes escalas ou entre
populacdes adaptadas a diferentes ambientes pode proporcionar reducdo da aptidao das populagdes
resultantes, em decorréncia do cruzamento entre populacdes divergentes (Outbreeding depression)
(WEEKS et al., 2011) e reduzir o sucesso dos projetos de restauracdo se forem mal adaptados e/ou
afetarem negativamente as populacdes nativas adjacentes (MCKAY et al., 2005). Ademais, Sousa et al.
(2015) abordam que sementes de espécies nativas devem ser utilizadas préximas ao seu local de origem,
pois isto propiciaria que genes ou blocos génicos de adaptacao local sejam mantidos.

Entretanto, em um contrabalanco, é preciso também considerar que sementes de populagdes
locais nem sempre serdo as mais adequadas, pois podem nao abrigar variabilidade suficiente para que as
populacdes restauradas possam adaptar-se e sobreviver em virtude do estabelecimento de arvores com
diversidade genética restrita e potencial adaptativo limitado (BOSHIER et al., 2015; BUCHOROVA et
al., 2018).

Especialmente considerando que na prética restringir o uso de sementes (e sob 0 mesmo principio
mudas) a apenas fontes locais, nos casos em que nao hd diferenciagao entre procedéncias, pode significar
o ndo suprimento da demanda, dada a frequente limitacdo do ainda deficitdrio setor de mudas e sementes
de espécies nativas e mesmo a auséncia e/ou degradacdo de remanescentes florestais locais de onde
sementes possam ser colhidas.

Outro ponto é que, provavelmente, presumir que as populacdes sempre serdo adaptadas
localmente e que a defini¢cdo do que € local € baseada em limites geopoliticos pode ser uma estratégia
errOnea, tendo em conta que tais limites frequentemente nao condizem com os padrdes de variabilidade
genética das espécies (BOSHIER et al., 2015).

Torna-se entdo evidente que, independentemente de modelos tedricos de translocagdo, é
necessario entender como as populacdes sdo estruturadas na paisagem, pois o entendimento da variagao
genética neutra e adaptativa entre procedéncias na paisagem pode ser usado como insight chave para
nortear a escala de movimentacao de sementes (AITKEN, 2004) de modo a estabelecer o quao amplo ou

restritivo este deve ser.

JUSTIFICATIVA

O cenario de degradacao dos diversos biomas implica, necessariamente, na tomada de medidas
mitigatdrias e conservacionistas. A genética de populagdes consiste, em ferramenta essencial para
embasar estratégias de conservacdo de remanescentes florestais e nortear a restauracdo ecoldgica,

sobretudo, em um campo cuja atenc¢do deve ser dada diante das mudangas climdticas associadas ao
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Antropoceno: As atividades relacionadas a coleta e uso de sementes florestais nativas, particularmente,
a movimentacdo destas na paisagem diante da demanda por sementes que cresce concomitantemente com
a urgéncia por restaurar areas.

Sementes de espécies nativas representam o recomeco para areas que perderam a capacidade de
regeneracgdo e, portanto, as diretrizes de coleta e uso de sementes (fontes genéticas) terdo efeitos presentes
e futuros na dinamica de restabelecer florestas, influenciando tanto as areas alvo da restauracdo como o
entorno destas e, consequentemente interacdes, processos € Servigos ecossistémicos.

Movimenta-las requer a compreensiao de como variagao adaptativa e neutra € distribuida entre as
populacdes no contexto da area de ocorréncia das espécies, aspecto extremamente relevante para espécies
florestais neotropicais. Para isso proponho entender a influéncia da heterogeneidade ambiental e da
escala geografica na diferenciacdo genética de populacdes e em tracos quantitativos iniciais da histdria
de vida em uma espécie florestal.

Utilizo como modelo bioldgico o vinhatico (Plathymenia reticulata Benth. heterotipico
Plathymenia foliolosa Benth.), espécie florestal de grande importincia ecoldgica inserida no contexto
dos dois hotspots brasileiros, nativa da América do Sul ocorrendo na Bolivia, Paraguai, Suriname e no
Brasil e que apresenta neste uma ampla distribui¢do, o que a torna um modelo bioldgico excelente para
este estudo.

Pertencente a familia Fabaceae, subfamilia Mimosoideae, a espécie ocorre nos dominios
fitogeograficos da Amazodnia, Caatinga, Cerrado e Mata Atlantica (WARWICK; LEWIS, 2003; MORIM,
2015). Conhecida popularmente também como vinhdtico-da-mata, amarelinho, candeia, dentre outros
nomes, Plathymenia reticulata, apresenta alta diversidade ecofisiolégica que permite sua ocorréncia em
ampla faixa geogrifica (LEMOS-FILHO; GOULART; LOVATO, 2008) distribui-se ao longo de
gradientes de altitude, latitude, precipitacdo, temperatura e solos (CARVALHO, 2009). Sendo constatada
diferencas entre as populagdes de savana e floresta sugerindo a existéncia de ecétipos do Cerrado e Mata
Atlantica (LEMOS-FILHO; GOULART; LOVATO, 2008).

Utilizada para recomposicao de dreas degradadas (LORENZI, 2008), hé relevante importancia no
vinhatico, também do ponto de vista econdmico, pois destaca-se por apresentar madeira de alta qualidade,
leve, de fécil trabalhabilidade e alta resisténcia natural a organismos xil6fagos (LACERDA et al., 2004;
LORENZI, 2008) o que resulta no seu amplo emprego na constru¢do naval, civil e utilizagdo em
mobilidrio de luxo, estacas, esteios ¢ mourdes (CARVALHO, 2009).

Dado tais atributos a espécie vém sendo utilizada por empresas do setor florestal, para plantios

comerciais, € € uma das espécies mais presentes e desejadas por agricultores em sistemas agroflorestais
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na regido cacaueira do Sul da Bahia (SAMBUICHI et al., 2012). Sendo seu potencial observado desde a
antiga Capitania de I1héus, onde ja era intensamente explorada para ser utilizada como forro de navios,
e ainda hoje ha relatos de sua exploragao para fabricagc@o de canoas.

Assim, enfatizo que a escolha desta espécie como modelo bioldgico trata-se, estrategicamente, de
uma tentativa de contribuir para praticas de restauracdo e conservacdo da espécie, através do
conhecimento dos aspectos ja descritos para uma espécie de relevante papel ecoldgico, mas também
fornecerd contribuicdes para utilizacdo da espécie em plantios comerciais e sistemas agroflorestais,
contribuindo para o desenvolvimento econdmico, social e ambiental, dado o potencial econdmico da

espécie e diretrizes a serem fornecidas mediante a realizacao do presente projeto.

OBJETIVO GERAL:
Caracterizar a estrutura, diversidade genética e a variacdo genética quantitativa em tragos iniciais de
Plathymenia reticulata, no contexto do Antropoceno e da heterogeneidade ambiental
OBJETIVOS ESPECIFICOS:
I.  Estudar a variagdo fenotipica entre procedéncias de sementes de Plathymenia reticulata;

II.  Investigar a influéncia da heterogeneidade ambiental na variacdo fenotipica e possivel variancia
adaptativa de tragos da biometria de frutos e sementes, germinagdo e desenvolvimento inicial de
mudas de Plathymenia reticulata;

III.  Estudar a influéncia da heterogeneidade climatica e de varidveis ambientais individuais na
estrutura genética de populacdes de Plathymenia reticulata;
IV.  Estudar a diversidade e estrutura genética ao longo da drea de ocorréncia da espécie;

V. Avaliar o efeito da escala geografica na diferencia¢do genética populacional.

METODOLOGIA

Para atingir os objetivos I a III utilizou-se, concomitantemente, dois critérios para direcionamento
dos municipios de coleta: tipologia climdtica e ocorréncia registrada de Plathymenia reticulata. Para tal
fim empregou-se o mapa de classificagdo climatica de Koppen para o Brasil (ALVARES et al., 2013),
que pauta-se na sazonalidade e nos valores médios anuais e mensais da temperatura do ar e da
precipitacdo (KOPPEN, 1936), e em dados de ocorréncia da espécie na Bahia disponiveis em herbérios
e levantamentos fitossocioldgicos. Definiu-se para este estudo 11 populagdes distribuidas em quatro

tipos climdticos sendo eles: Af, Aw, BSh e Cfb do estado da Bahia (Figura 1), nos quais serdo amostradas
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trés populacdes por tipo climatico (exceto para o tipo Cfb no qual serdo amostradas duas populacdes).

Somados os tipos climaticos ocorrem em 55.9% da érea total do Brasil e em 77.1% do estado da Bahia.
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Figura 1. Classificacdo de Koppen para a Bahia e municipios onde serdo amostradas populagdes de

Plathymenia reticulata

Serd considerado, a priori, como uma populacdo um grupo de vinhdticos distribuidos

naturalmente e aleatoriamente dentro de um raio de no maximo 40 km. A altitude entre os municipios de

coleta varia entre 74 a 1115m, a temperatura minima entre 17 e 21.9 °C, temperatura médxima entre 21.1

e 26.6 °C e precipitacdo anual total de 649 a 1494 mm (Tabela 1). As distancias entre pares de municipios

de coleta variam entre 42 ¢ 527 km.

Tabela 1. Municipios de coleta, classificacdo de Koppen, altitude e dados climéticos.

Municipio Vegetagio Local de Koppen Altitude Temperatura Temperatura Precipitacdo Precipitacdo Precipitagdo
coleta (m) min ("C) max("C) mensal mensal anual
min (mm) Max(mm) total(mm)
Belmonte FOD RPPN Af 74 219 26.6 98 164 1494
Buerarema FOD Area privada Af 203 215 26 66 137 1248
Una FOD REBIO Af 122 219 26.4 71 148 1379
Abaira Caatinga RPPN Aw 961 18 22.1 17 145 873
Amargosa FES RPPN Aw 457 20.7 24.8 39 110 904
Lengo6is FE PNCD Aw 693 20 23.6 27 153 968
Contendas ¢, inga FLORA BSh 464 20.8 248 6 132 649
do Sincord
Jequié FED Area privada BSh 499 20.2 24.5 33 110 820
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Miguel FES PESP BSh 658 20.3 23.8 20 94 691
Calmon )

Ibicoara CSL Areaprivada  Cfb 1042 173 215 35 137 872
Mucugé CSL RPPN Cfb 1115 17 21.1 17 150 892

FOD= Floresta ombrofila densa; FES=Floresta estacional semidecidual, FED=Floresta estacional decidual; CSL=Cerrado
sensu lato. RPPN= Reserva Particular do Patrim6nio Natural; REBIO= Reserva Bioldgica; PNCD= Parque Nacional da
Chapada Diamantina; PESP= Parque Estadual das Sete Passagens; FLOR A= Floresta Nacional;

Objetivo I e II. Biometria, germinacdo e desenvolvimento de mudas em resposta a procedéncias de
sementes de Plathymenia reticulata e tipos climaticos

Para estudar a variacdo fenotipica em tragos de sementes entre procedéncias e a influéncia da
heterogeneidade ambiental em tais tracos serdo amostrados, por populacdo, 10 individuos adultos
(critério de inclusdo circunferéncia a altura do peito = 15 cm) de Plathymenia reticulata com distancias
minimas de 125 m. Destes serdo coletados frutos diretamente da copa da arvore antes do inicio da
deiscéncia dos frutos. A localiza¢do de todos os individuos sera registrada por sistema de posicionamento
global (GPS).

Frutos e sementes serdo caracterizados quanto a biometria sendo para isso determinado, por
populac@o, a massa fresca, comprimento (cm), largura (cm), espessura (mm) em 100 frutos e 200
sementes, ndmero total e nimero de sementes danificadas por fruto, em 100 frutos.

O peso de 1000 sementes serd determinado mediante a pesagem de oito repeti¢cdes de 100
sementes (BRASIL, 2009). O Teor de 4gua das sementes serd determinado pelo método da estufa a 105+3
°C, por 24 horas, utilizando duas repeticdes de 25 sementes para cada tratamento (BRASIL, 2009), com
resultados expressos em porcentagem (base imida).

A qualidade fisioldgica serd avaliada mediante teste de germinacgdo, envelhecimento acelerado,
condutividade elétrica, emergéncia de plantulas e desenvolvimento inicial de mudas.

Teste de germinagdo (G): As sementes serdo previamente escarificadas com lixa na regido oposta
ao hilo. O teste serd conduzido em delineamento inteiramente casualizado em condicdo de germinadores
tipo Biochemical Oxigen Demand (BOD) com quatro repeticdes de 25 sementes. As contagens serao
realizadas diariamente, sendo considerada germinada a semente em que houve protusdo da radicula. Sera
avaliado o percentual de germinacdo, tempo médio, intervalos de tempo entre 16% e 84% de germinagao
(uniformidade), comprimento médio da parte aérea e radicular de plantulas normais, indice de velocidade
de germinacdo e formacdo de plantulas normais. Ao término do experimento serd contabilizado o

percentual de sementes duras e mortas, mediante o teste de Tetrazdlio.
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Teste de condutividade elétrica (CE): Quatro repeticoes de 50 sementes serdo colocadas em dgua
deionizada e mantidas a temperatura de 20 °C, durante 24 h. Ap6s cada periodo, a condutividade elétrica
da solugdo serd medida em condutivimetro (MARCOS-FILHO; VIEIRA, 2009).

Envelhecimento acelerado de sementes (EA): Cem sementes serdo acondicionadas em caixas
gerbox com tela metélica contendo dgua destilada (40 mL) (COSTA; TRZECIAK; VILLELA, 2008)
proporcionando um ambiente com aproximadamente 100% de umidade relativa do ar no seu interior,
exposta a 41 °C por 48 h. Apés este periodo, serdo submetidas ao teste de germinacao e a determinacao
do teor de 4gua, conforme descritos anteriormente.

Emergéncia (E) de plantulas: Quatro repeticdes de 50 sementes, com dorméncia previamente
superada, serdo semeadas em bandejas pldsticas preenchidas com substrato comercial e dispostas em
casa de vegetacdo. A contagem de sementes emergidas ocorrerd diariamente. Serdo avaliados o
percentual de emergéncia, indice de velocidade de emergéncia, sobrevivéncia e altura de plantulas ao 10°
dia apds o inicio da emergéncia.

Experimento de jardim comum: Para cada matriz quatro repeticoes de 25 sementes serao
semeadas em bandejas plasticas e dispostas em casa de vegetacdo. Serd contabilizado, diariamente, a
emergéncia até sua estabilizacdo e avaliado o percentual de emergéncia e indice de velocidade de
emergéncia. Aos 30 dias, de 10 plantulas, selecionadas aleatoriamente, em cada matriz, serd
contabilizado o nimero folhas e foliolos, 0 comprimento de radicula e da parte aérea, massa fresca e seca
total.

Dez plantulas de cada matriz, o que contabiliza 80 por tipo climatico e 320 ao total serdo
transplantadas para tubetes pldsticos preenchidos com substrato comercial e mantidos em casa de
vegetacdo. Aos 15,30,45,60,75,90 e 105 e 120 dias (pds transplantio) serd avaliado o nimero de folhas
e foliolos, didmetro do colo (DC), altura (H) das mudas e sobrevivéncia. Aos 120 dias sera avaliado a
altura (H) e comprimento de raiz, massa fresca (MF) e massa seca (MS) da parte area (MSPA) e da raiz
(MSR). Serdo calculadas as relacdes entre altura e didmetro do colo, altura e massa de matéria seca da
parte aérea, massa da matéria seca da parte aérea e de raizes, e indice de qualidade de Dickson
(MST/(H/DC +MSPA/MSR). Para correlacionar as varidveis avaliadas serd empregado correlacdes de
Pearson.

Tracos relativos a biometria de frutos e sementes serdo submetidos a estatistica descritiva e a
abordagem de Nested ANOVA. Serdo considerados os seguintes niveis hierdrquicos: Tipo climatico,
populacgdes, matrizes e frutos. Serdo obtidos os componentes de variancia e partir destes estimadas as

propor¢des da variacdo fenotipica total que se deve aos efeitos dos tipos climaticos, populagdes dentro
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de tipos, matrizes dentro de populacdes e frutos dentro de matrizes. A divergéncia fenotipica (P,,) entre
tipos climaticos e populacdes serd estimada.

A partir das varidveis do experimento de jardim comum a variancia nos niveis mencionados sera
desmembrada em seus componentes genéticos e ambientais. Serd determinado a diferenciacdo genética
quantitativa (Qs;) entre tipos climaticos e procedéncias (populacoes).

A fim de inferir sobre a existéncia de adaptacdo local, a divergéncia entre caracteres quantitativos
serd comparada com a diferenciacdo genética (F.) obtida mediante genotipagem das mudas com
marcadores microssatélites neutros.

Para avaliar correlagOes entre varidveis ambientais individuais e varidveis quantitativas oriundas
da biometria, germinag@o e desenvolvimento inicial de mudas, anteriormente descritas, serd empregada
a Andlise de Redundancia (RDA) (MEIRMANS, 2015). As varidveis ambientais incluirdo: temperatura
e precipitacdo, inerentes a classificacdo de Koppen, altitude, evapotranspiracdo, radiacdo solar,
declividade, dentre outras, disponiveis para os municipios de coleta em base de dados do Ambdata

(INSTITUTO NACIONAL DE PESQUISAS ESPACIAIS, 2013) e Worldclim (HIJIMANS et al., 2005).

Objetivo I11. Gendmica da paisagem: A heterogeneidade climdtica e varidveis ambientais impulsionam
a diferenciacdo genética de Plathymenia reticulata?

Serdo amostrados 25 individuos adultos de Plathymenia reticulata com distancia minima de 125
m por populacdo dos quatro tipos climaticos, conforme delineamento de amostragem citado. Destas
matrizes serdo coletadas folhas jovens para extracdo de DNA gendmico total que seguird o protocolo de
Novaes et al. (2009).

O DNA sera visualizado por meio de eletroforese e quantificado em espectrofotdmetro
NanoDrop. Marcadores AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) serdo utilizados para realizar
a varredura genomica.

Tais marcadores, ainda que dominantes, representam uma abordagem para realizar varreduras
gendmicas em espécies nao-modelo, cujo genomas ndo foram sequenciados, pois ndo necessitam de
informagdes prévias de sequenciamento e oferecem alta cobertura de densidade do genoma (LI et al.,
2018), oferecem a possibilidade de identificar regides gendmicas possivelmente associadas a selecdo
divergente e, portanto uma estratégia para identificacdo de adaptacdo genética de loci relacionados com
mudancgas ambientais ao longo do alcance da espécie (YANG et al., 2016; YANG et al., 2019).

Para tanto, apés ser quantificado e diluido, o DNA de cada individuo seré clivado com duas

enzimas restricdo (EcoRI e Msel), posteriormente adaptadores especificos serdo ligados aos terminais
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dos fragmentos gendmicos e pré amplificados por reagdo em cadeia de polimerase (PCR) em
termociclador. Os fragmentos de AFLP gerados serdo amplificados utilizando combinagdes de
oligonucleotideos seletivos, marcados com corantes fluorescentes. Em seguida, as amostras serio
genotipadas, utilizando o Genetic Analyzer ABI/Hitachi 3500.

Serdo calculadas as frequéncias alélicas, diversidade genética (He) de Nei e porcentagem de
alelos polimérficos mediante o software AFLP-SURV (VEKEMANS et al., 2002). A estrutura genética
das populagdes serd avaliada usando o programa STRUCTURE (PRITCHARD et al., 2000). A
diferenciagdo geral e pareada (F ;) e a significancia estatistica da estimativa (HO: F,=0) serd testada com
permutacdes (VEKEMANS et al., 2002).

Para detecc@o de locus outlier, loci que demonstram diferenciacdo genética significativamente
maior ou menor entre as populagdes do que o esperado sob neutralidade (FENG; JIANG; FAN, 2015;
WILLIAMS; NEVILL; KRAUSS, 2013) serdo utilizadas duas abordagens baseadas em F,: DFDIST e
BayeScan e, posteriormente a interpolacdo destas (FENG; JIANG; FAN, 2015). De acordo com Yang et
al. (2019), loci com um F,, incomumente alto sdo putativamente sob sele¢ao direcional, enquanto locos
com baixo valor de F ., sdo considerados potencialmente sob selecdo estabilizadora.

Ap6s a andlise de assinaturas de selecdo, os loci serdo distribuidos em trés sub conjuntos de dados
AFLP de acordo com o padrdo de deteccdo: todos os loci, loci neutros e loci sob selecdo. Para cada
subconjunto de dados, serdo geradas matrizes de valores de F,, para estimar subsequentemente a analise
de Andlise de variancia molecular (AMOVA). A AMOVA serd executada utilizando o GenAlEx
(PEAKALL; SMOUSE, 2012) para particionar a diferenciacdo genética total em quatro niveis
hierarquicos: entre e dentro de tipo climatico, entre populagdes e dentro populagdes. O fluxo génico (Nm)
entre as populagdes, serd calculado com base no F .. de locos neutros.

Para avaliar a hipétese de diferenciacao genética mediada pela heterogeneidade ambiental sera
inicialmente realizado teste de Mantel no GenAlEXx utilizando os trés subconjuntos de dados AFLP, para
testar se a diferenciacdo genética entre populagdes estd relacionada com a distancia geografica
(WRIGHT, 1943). Posteriormente serd testado a correlagdo entre diferenciagdo genética e a distancia
ambiental, controlando o efeito da distancia geografica, de modo a evitar viés na resposta encontrada.

A Andlise de Redundancia (RDA) sera utilizada para avaliar a influéncia das varidveis ambientais
(univariadas) e as frequéncias alélicas ndo transformadas como matrizes de resposta, com o objetivo de
verificar possiveis correlacdes entre loci AFLP e varidveis ambientais. As varidveis ambientais incluirdo:

temperatura, precipitacdo, altitude, evapotranspiracdo, radiacdo solar, declividade, dentre outras,
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disponiveis para os municipios de coleta em base de dados do Ambdata (INSTITUTO NACIONAL DE
PESQUISAS ESPACIALIS, 2013) e Worldclim (HIIMANS et al., 2005).

Objetivo IV e V. Estrutura e diversidade genética no Antropoceno: Plathymenia reticulata uma espécie
amplamente distribuida no Brasil

Populacdes de vinhdtico serdo amostradas a partir da aquisi¢ao de sementes junto a ONGs, redes
de sementes e viveiros comerciais ao longo da drea de distribui¢do natural da espécie que inclui os
dominios fitogeograficos da Amazonia, Caatinga, Cerrado e Mata Atlantica.

Tal abordagem foi pensada de modo a gerar uma avaliacdo da diversidade genética e endogamia
de lotes de sementes comercializados no Brasil, respondendo perguntas tais como se o nimero/distancia
entre matrizes de coleta de sementes tem sido suficiente, ou se tais lotes sdo advindos matrizes
aparentadas, implicando na formagdo de populacdes restauradas com base genética restrita, baixo
potencial adaptativo a condigdes ambientais atuais e futuras e comprometimento de processos
ecossistémicos.

Sementes oriundas destas populagdes serdo germinadas e o DNA gendmico total extraido de 30
plantulas por populagdo. As amostras serdo genotipadas para treze locos microssatélites nucleares (SSR-
Simple Sequence Repeats) (OLIVEIRA et al., 2012), os produtos de PCR visualizados por eletroforese
capilar em sequenciador Genetic Analyzer ABI/Hitachi 3500. A deteccdo e estimativa do tamanho de
alelos em pares de base serd realizada por meio do programa GeneScan.

Sera estimado os seguintes parametros genéticos populacionais de diversidade e estrutura:
Ntimero de alelos por loco (A), porcentagem de locos polimérficos ( P ), ntimero efetivo de alelos por
loco (A.), nimero de alelos exclusivos (A.), riqueza alélica (A.), heterozigosidade observada (H,) e
esperada (H.) (diversidade genética esperada sob o equilibrio de Hardy-Weinberg), heterozigosidade
maxima e coeficiente de endogamia (indice de fixac@o de alelos ( f)).

Para testar a diferenciacdo populacional, serdo estimadas as estatisticas de F Wright: F.,, F,; e F;
mensuradas a partir do modelo aleatério de Weir (1996). Valores de F,, em pares de populagdes serdo
calculados no GenAlEx.

O fluxo génico histdrico entre as populacdes serd estimado de forma indireta segundo o modelo
de ilhas de Crow e Aoki (1984). A significincia das estatisticas de estrutura genética (estatisticas F) serd
testada por meio reamostragem do tipo bootstrap, utilizando 10.000 reamostragens sobre os locos ao
nivel de 5%, utilizando correcdo de Bonferroni.

Para verificar o nimero de agrupamentos genéticos, uma simulagdo Bayesiana de agrupamento

serd implementada no software STRUCTURE. A decomposicao da variacio genética total em trés niveis
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hierarquicos (estado, entre populacdes e dentro de populacdes) sera procedida por meio da andlise da
variancia molecular (AMOVA) usando GenAlEx.

A matriz de distancias geograficas entre as populacdes serd correlacionada com a matriz de
distancia genética através da RDA e uma andlise de semelhancgas de paridade entre pares de populacdes
serd realizada utilizando anélise de similaridades (ANOSIM). Inferindo a partir destas distancias a partir

da qual ha diferenciacdo genética significativa ao longo da paisagem.

ATIVIDADES PREVISTAS

-Expedi¢des a campo: Durante essa atividade serdo realizados deslocamentos para as areas de coleta
visando marcacdo de individuos (utilizando GPS) e coleta de folhas e frutos (empregando tesoura de
poda e poddo). Serdo realizadas expedi¢des a campo com intuito de coletar material foliar para extracao
de DNA e coleta de frutos. A execucdo do projeto depende, indissociavelmente, da realizagdo das
expedi¢des a campo, assim os custos inerentes ao deslocamento para as areas de coleta e com pagamento
de guias locais serdo vitais para permitir amostragens amplas e representativas e viabilizar o projeto. A
equipe de campo constard de além de mim e um guia local, de mais um p6s- graduando que auxiliara
durante as coletas. Assim os gastos com hospedagem, deslocamento, e alimentcao estdo previstas para 3
pessoas.

-Extragdo de DNA: Consiste na extragdo de DNA gendmico dos individuos amostrados, mediante
protocolo de extracdo e posterior verificacdo da qualidade deste. Serdo utilizados para isso, e portanto
comprados reagentes para tampdes e géis como Agarose, Acido Bérico, Tris, EDTA, Etanol,
Isopropanol, Cloroférmio. Tubos, placas, caixas, ponteiras, etiquetas e canetas serdo necessarios.
-Amplificacdo de DNA: Etapa realizada ap6s a extragdo do DNA genomico. Serdo utilizados as enzimas
de restri¢do, reagentes de PCR (Taq , Nucleotideos, Tampdes) e primers microssatélites (SSR). Tubos,
placas, caixas, ponteiras, etiquetas e canetas serdo necessarios.

-Genotipagem: A genotipagem dos fragmentos gerados serd realizada em analisador de ABI3500,
requerendo a compra dos reagentes: POP7, Formamide Dye, Cation Buffer, Anion Buffer, Condition,
LIS500.

-Conducdo de experimentos de germinacgdo: Nesta etapa serdo conduzidos os testes de germinagdo e
vigor (em condicao de laboratorio) e experimento de jardim comum (em casa de vegetacao). A realizacao
destas atividades depende da compra, especialmente de papel de germinagdo, Trifenil cloreto de

tetrazolio, caixa gerbox, tubetes e substrato comercial.
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-Tabulagdo e andlise de dados: Consistem na tomada, organiza¢do dos dados e andlise destes com
utilizagdo de Softwares de acordo com a natureza dos dados. Inicialmente serdo tabulados e analisados
os oriundos dos aspectos de germinagdo e biometria e posteriormente de diversidade e estrutura de
populagdes.

-Elaboragdo de cartilhas: Entendemos as lacunas do setor de sementes e mudas, e considerando o
potencial do projeto para nortear diretrizes como de onde coletar, até onde mover sementes na paisagem,
elaboraremos cartilhas voltadas a agricultores e viveristas. Para isso no orgamento estdo previstas a
compra de material de escritorio (papel sulfite) e de impressora multifuncional. Para elaborag¢do das
cartilhas serdo utilizados materiais fotograficos produzidos durante a execucdo do projeto , sendo para
tal empregado a camera DSLR.

-Preparo e submissdo de artigos e Redacdo da tese: Redagdo da tese e artigos. Submissdo destes em
periddicos de alto impacto, visando compartilhar com a comunidade cientifica os resultados encontrados
e as novas questdes levantadas.

-Exame de Qualificacdo, Pré-Defesa e Defesa: Exigéncias do Programa de Pos-Graduagdo em Genética

e Biologia Molecular para obete¢ao do titulo de Doutora.

DETALHAMENTO DA INFRAESTRUTURA FiSICA E TECNOLOGICA A SER UTILIZADA

O projeto serd executado na Universidade Estadual de Santa Cruz, Campus Prof. Soane Nazar¢
de Andrade. As atividades serdo desenvolvidas no Laboratério de Fitotecnia e Laboratério
mulfifuncional de Marcadores moleculares, Centro de Biotecnologia e Genética (CBG), que dispdem da
infraestrutura necessaria para execu¢ao do projeto.

Do laboratorio de Fitotecnia serdo utilizados: Germinadores tipo Biochemical Oxigen Demand
(B.0.D.), estufa secagem, condutivimetro, balanga analitica de precisdo. Do Laboratério de Marcadores
moleculares capela de exaustdo, freezer, termociclador, cubas de eletroforese, o sequenciador Genetic
Analyzer ABI/Hitachi 3500 dentre outros equipamentos inerentes a realizagcdo das analises previstas.
Ademais, a UESC dispde de casas de vegetagdo para execucdo dos experimentos de emergéncia e
desenvolvimento de mudas.

Para anélises dos dados serdo empregados Softwares livres como o ambiente computacional R.

Saliento que o projeto sera executado em vinculo com grupo de genética da conservagdo, equipe
de pos-graduandos sob coordenacdo da Docente Fernanda Amato Gaiotto, coorientadora do presente
projeto, de vasta experiéncia, de forma tal que o projeto conta com recursos humanos capacitados e

disponiveis para sua viabilizagao.
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CRONOGRAMA DE ATIVIDADES
Ano |[Ano 1{Ano 1|Ano 1]Ano 2 {Ano 2|Ano 2 |[Ano 2|Ano 2{Ano 2|Ano 2 [Ano 3|Ano 3|Ano 3 [Ano 3|Ano 3|Ano 3 [Ano 3 [Ano 3|Ano3 |Ano3 [Ano 4
1
ATIVIDADES
mar. [jun. [set. |[dez. |mar. [jun. [ago. [set. |out. [nov. |dez. [jan. |[fev. [mar. [abr. |maio |jun. [jul. [|ago. |[set. |out. [jan.

Revisdo bibliografica
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Coleta piloto
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Qualificagdo

Semeadura e formagao de plantulas

Coletas em campo

Caracterizacdo biométrica

Caracterizacdo da qualidade fisiol6gica (G, CE,)
EA,E)

Experimento jardim comum

Extragdo de DNA de plantulas

Extragdo de DNA

Analise de dados

Artigo 1

Amplificacdo de DNA: AFLP

Analise de dados

Amplificacdo de DNA: SSR

Artigo 2

Analise de dados

Artigo 3

Elaboracdo de cartilhas para viveiristas e

produtores de sementes

Defesa, correcdes e entrega da versdo final
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PLANILHA DE ORCAMENTO COM ESTIMATIVA DOS GASTOS PREVISTOS

Bolsas Funbio - Conservando o Futuro

ANEXO I - Orcamento Detalhado
CHAMADA N °02/2019

15

requisitado (R$)

R$ 37.986,92

Titulo do Movimentando sementes na paisagem: estrutura genética e variacio genética quantitativa em tracos
projeto iniciais de Plathymenia reticulata

Nome do Taise Almeida Conceiciao

Proponente

Instituicao de

Ensino e Universidade Estadual de Santa Cruz/ Programa de Pos-Graduacio em Genética e Biologia Molecular
Programa

Tipo de Bolsa

(Mestrado ou Doutorado

Doutorado)

Total

Orcamento da Pesquisa

Material
sera Unidade
cedido .
Categoria de . o . para Q.u a (un, V?l? " | Valor Total
despesa Descricao dos itens Instituic ntida | litro; | Unitario (R$)
- de | metro; R$)
ao ..
(Sim ou dia; km)
Nio)
Tesoura de Poda Profissional Lamina Intercambiavel Sim 1 un RS RS
49,00 49,00
Papel Sulfite 75g 210x297 500 Fls Nao 3 un 11§;$99 512?97
Oligonucleotideos (Primer) (SSR) fluorescentes Nao 1 un RS RS
3.000,00 | 3.000,00
Enzimas e reagentes de PCR ( Taq , Nucleotideos, Nio 1 un R$ R$
Tampdes, Enzimas de Restri¢io) 3.500,00 | 3.500,00
Plasticos (Tubos, placas, caixas, ponteiras, etiquetas, Nio 1 un R$ R$
canetas) 1000,00 |1000,00
Reagentes para analisador de ABI3500 (POP7, RS RS
Formamide Dye, Cation Buffer, Anion Buffer, Nao 1 un 3.000.00 | 3.000.00
Condition, LIS500) T T
R?a.gentes’para géis e tampdes ( Agarose, Acido RS RS
Bomco1 qu, EDTA, Etanol, Isopropanol, Nao 1 un 2.000,00 | 2.000,00
Cloroférmio)
- N R$ R$
Papel de germinagdo com 1000 folhas - FORMATO: Nao 5 un 19824 |991.20
28X38CM i i
Bobina Plastica Picotada (20X30) ¢/700 Unidades Nao 3 un R$ R$
20,37 61,11
Trifenil cloreto de tetrazélio 10gr Sim 1 un ll;s;’ 69 ll;s;’ 69
Caixa Gerbox Transparente Com Tela In6x e Tampa Sim 10 un R$ R$
63,19 315,95
Tubete de 120 cm? Sim 3000 un 01?1$ 5 4123’00
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Bandeja para tubetes 96 células Sim 30 un 21§;$00 6133,00
Substrato Completo Bioplant Plus Germinagdo - 40 Nio 20 un R$ R$
Litros 63,00 1.260,00
Sementes de vinhdtico dos estados de ocorréncia Nio 14 100g R$ R$
150 2100,00
Servigo de
Terceir,oos Pessoa | Guia Local Nao 22 dia 113‘3’00 31.{(?80,00
Fisica
Deslocamento, transporte para dreas de coleta (para 3 Nio 1 un R$ R$
. pessoas) 3.450,00 | 3.450,00
Viagens
Hospedagem e alimentagdo (para 3 pessoas) Nao 66 un R$ R$
120,00 ]6.600,00
Camera canon DSLR Nao 1 un 31.?00’00 31.?00’00
Equipamentos OFS-CGPOMARE 64 Sim 1 un R$ R$
1.999,00 |1.999,00
Impressora Multifuncional tanque de tinta Sim 1 un 7133’00 7133’00
R$
TOTAL 37.986,92
Observacoes:
Unidade: € a unidade de medida. Ou seja, dias, litros, horas, ou "unidade" caso nio seja o caso de especificar.
Quantidade: nimero de unidades a serem compradas ou contratadas.
Valor unitdrio: valor de cada unidade (valor de uma didria, valor de 1 litro de combustivel, valor de uma consultoria...).
Valor total: multiplicacdo do valor unitrio com a quantidade.
Valores devem estar em Reais (R$).
A soma dos valores no cronograma de despesas deve ser igual ao valor total previsto.
Inclua linhas adicionais e certifique-se de que a férmula esta correta.

RESULTADOS ESPERADOS E IMPACTO PREVISTO

-Produgdo de contribui¢des técnicas direcionadas a estratégias para conservacdo de populagdes de
Plathymenia reticulata;

-Aumento da compreensao dos aspectos que influenciam a estrutura e diversidade genética dentro e entre
populagdes, contribuindo assim, para a conservagao e restauragdo ecoldgica;

-Estabelecimento de diretrizes para coleta de sementes que sejam aplicdveis a projetos de restauracao
ecoldgica e estendiveis a producdo e comercializacdo de sementes e mudas de vinhdtico, em escala
regional e nacional;

-Sugestdao de modelos de movimentagdo de sementes na paisagem;

- Elaboracdo de cartilhas técnicas para coleta de sementes voltadas aos principais agentes do setor de
mudas e sementes: viveiristas, técnicos e produtores;

-Publicacdo de artigos em periddicos de alto impacto, que compartilhem com a comunidade cientifica os

resultados encontrados e as novas questdes levantadas.
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