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RESUMO

A biodiversidade Amazonica esta constantemente ameacada devido a acao antropica,
destacando-se o desflorestamento. Programas de recuperagdo de 4reas degradadas sdo
alternativas potenciais para a reutilizacdo das areas desflorestadas, além de reduzir a pressao
de exploragdo sobre os remanescentes de florestas nativas. O conhecimento da diversidade
genética de uma espécie ¢ importante para o manejo ou para efetuar novos plantios, para
realizar adequadamente o extrativismo e também para a conservagdo e o melhoramento
genético. O uso de iniciadores microssatélites especificos para Trema micrantha (L.) Blume
permite o estudo de diversidade dos individuos de uma populagdo e entre populagdes dessa
espécie potencial para reflorestamento na Amazonia visando a conservacao e uso dos seus
recursos genéticos. O estudo teve como objetivo analisar a diversidade genética de populagdes
de T. micrantha em municipios do Estado do Amazonas utilizando microssatélites e estudar o
nicho climatico e o impacto de diferentes cendrios de mudangas climdticas sobre a
distribuicao geografica potencial de 7. micrantha, utilizando para este fim modelos de nicho
ecoldgico. Foram coletadas 47 plantas de 3 municipios do Amazonas. Foram amplificados
pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR) 5 locos polimoérficos de microssatélite para a
espécie. As genotipagens foram obtidas por eletroforese capilar e analisadas pela plataforma
R. Foi possivel observar, para os locais de amostragem, alta diversidade genética entre os
individuos dentro de populacdes naturais de Trema micranta e sua estrutura genética
apresenta como uma metapopulacdo para os locais de estudo. Ressalta-se que novos
individuos e outros locos microssatélites devem ser analisados para aumentar a amostragem e
confirmar dos resultados. A partir dos pontos de Trema micrantha observou-se que sua
distribuicao geografica no territdrio brasileiro estd associada, principalmente, a areas alteradas
em processo de sucessdo secunddria, € com um carater tropical. As dreas mais sensiveis a
reducdo da espécie no Brasil a partir de projecdes para os periodos de 2020-2050 e 2051-2070
estdo concentradas nos biomas Amazonia, Pantanal e Cerrado. As areas litordneas dos biomas
Caatinga e Mata Atlantica podem ser consideradas como estratégicas para a conservagao e
manejo sustentavel da espécie, uma vez que apresentaram maior adequabilidade climatica
para Trema micrantha e podem funcionar como areas prioritarias para coleta de sementes para

reflorestamentos e para conservagao da variabilidade genética da espécie in situ.

Palavras-chave: Recursos genéticos, variabilidade genética, mudancas climaticas, modelagem
ecologica.



ABSTRACT

Amazonian biodiversity is constantly threatened due to anthropic action, especially
deforestation. Degraded land reclamation programs are potential alternatives for the reuse of
deforested areas and reduce exploitation pressure on remnants of native forests. Knowledge of the
genetic diversity of a species is important for management or for new plantings, to properly
extractivism and also for conservation and genetic improvement. The use of specific
microsatellite primers for Trema micrantha (L.) Blume allows the study of the diversity of
individuals of a population and among populations of this potential species for reforestation in the
Amazon aiming at the conservation and use of their genetic resources. The objective of this study
was to analyze the genetic diversity of 7. micrantha populations in municipalities of the State of
Amazonas using microsatellites and to study the climate niche and the impact of different climate
change scenarios on the potential geographic distribution of 7. micrantha. end ecological niche
models. We collected 47 plants from 3 municipalities of Amazonas. Five microsatellite
polymorphic loci were amplified by polymerase chain reaction (PCR) for the species. Genotyping
was obtained by capillary electrophoresis and analyzed by the R platform. It was possible to
observe, for the sampling sites, high genetic diversity among individuals within natural
populations of Trema micrantha and its genetic structure presents as a metapopulation for the
study sites. It is emphasized that new individuals and other microsatellite loci should be analyzed
to increase sampling and confirm the results. From the points of Trema micrantha it was observed
that its geographical distribution in the Brazilian territory is mainly associated with altered areas
in the process of secondary succession, and with a tropical character. The most sensitive areas for
species reduction in Brazil from projections for the 2020-2050 and 2051-2070 periods are
concentrated in the Amazon, Pantanal and Cerrado biomes. The coastal areas of the Caatinga and
Mata Atlantica biomes can be considered as strategic for the conservation and sustainable
management of the species, since they presented higher climatic suitability for Trema micrantha
and can function as priority areas for seed collection for reforestation and conservation of

variability. genetics of the species in situ.

Keywords: Genetic resources, genetic variability, climatic changes, ecological modeling.
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INTRODUCAO

Considerado o maior bioma de floresta tropical do mundo, a Amazonia contém cerca de
50% da biodiversidade do planeta (Vasconcelos, 2015). Entretanto, este bioma vem sendo
ameagado por vérios fatores, dentre os quais o principal ¢ o desmatamento causado por um
conjunto de atividades antropicas, tais como: a pecudria extensiva, a agricultura, a construcdo de
estradas, hidrelétricas, mineracdo, atividades madeireiras e urbanizagao (Moreira, 2009).

Vérias espécies tém sido relatadas como potenciais para recuperacdo de areas
desflorestadas na Amazodnia, dentre elas, destaca-se 7Trema micrantha (L.) Blume, uma espécie
florestal nativa do Brasil, pioneira e de crescimento rapido. E encontrada principalmente em solos
fortemente alterados, podendo colonizar areas desmatadas, tornando-se dominante durante os
primeiros anos de sucessao (Brokaw, 1987; Denslow, 1987).

A espécie apresenta ampla gama de beneficios, desde uso como matéria prima até a
conservagao do solo e das condi¢des da floresta. A madeira ¢ usada para construgdes leves e como
lenha. Apresenta uso medicinal, sendo os compostos extraidos de suas folhas, usados no
tratamento de erupgdes oriundas de sarampo, e ainda, amenizando sintomas de diabetes e artrite
(Barbera et al., 1992; Nee, 1993; Schoenfelder et al., 2006; Marquez-Cruz et al., 2011). E
recomendada para programas de plantios florestais, recuperagdo de areas degradadas por
mineragdo e restauragdo de matas ciliares (Ferreira et al., 1977; Carvalho, 1994; Lorenzi, 2008;
Nobrega et al., 2010).

Trema micrantha atrai grande quantidade de espécies essencialmente frugivoras como por
espécies onivoras e insetivoras que incluem frutos em sua dieta, sugerindo um amplo e
diversificado conjunto de organismos dispersores (Andreani et al., 2014). A espécie é amplamente
distribuida na Amazonia, ¢ pode estar sofrendo alteracdes em suas populagdes devido ao
desmatamento. A reducdo de populagdes de uma espécie vegetal como 7. micrantha pode
provocar também riscos de reducdo de animais que dela se alimentam, devido as conexdes diretas
das espécies integrantes de um ecossistema.

O desmatamento na Amazonia tem se intensificado devido ao extrativismo ou para ampliar
a agropecuaria. A reducdo de areas de florestas provoca risco de perda de biodiversidade para o
planeta em numero de individuos dentro de cada espécie e em variabilidade genética das
populacdes das espécies alteradas. Para espécies arbdreas, acredita-se que essa perda de
variabilidade genética seja causada pelos efeitos de deriva genética, pela diminui¢ao ou perda de
fluxo génico entre populagdes anteriormente conectadas e devido a endogamia relacionada a

reducdo do tamanho das populacdes (Ellstrand e Elam, 1993; Koskela e Amaral, 2002). O
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impacto desses eventos sobre a diversidade e estrutura genética das populacdes esta diretamente
relacionado ao nivel de perturbagao a que foram submetidos, ao tamanho e ao grau de isolamento
dos fragmentos alterados (Boshier e Lamb, 1997).

O conhecimento da diversidade genética de uma espécie ¢ importante para realizar
adequadamente o extrativismo, para o manejo ou para efetuar novos plantios, ¢ também para a
conservagao, domesticacdo e o melhoramento genético (Esfahani et al., 2009; Setotaw et al.,
2010). Informagdes sobre a diversidade genética entre e dentro de populagdes naturais em
espécies vegetais permite entender como a sele¢c@o natural estd atuando em funcao da capacidade
de adaptagdo (Estopa et al., 2006). Analisar a distribuicdo da diversidade genética nas populacdes
de T. micrantha na Amazonia sera util para sua conservagao e uso. Este conhecimento ainda nos
permite identificar o nimero e quais matrizes serdo alvo de coleta para a constituicao de lotes de
sementes para uso em programas de reflorestamentos.

Os marcadores moleculares em nivel de DNA permitem detectar diferengas genéticas entre
individuos, medir o grau de polimorfismos em uma ou mais populacdes, dando resposta a
questdes importantes para estudos ambientais, abordagens ecoldgicas e evolutivas (Davey et al.,
2011). Entre os marcadores, ressalta-se os microssatélites ou Sequéncias Simples Repetidas (SSR,
Sequence Simple Repeats) que apresentam natureza codominante (Ouborg et al., 2010). Os SSR
tém sido muito utilizados a partir de analises de genética de populagdes para estudos de estrutura e
diversidade genética de espécies arboreas nativas, tais como Carapa guianensis (Raposo et al.,
2007), Solanum spp. (Moura et al., 2009), Dipteryx alata (Tarazi et al., 2010).

As informagdes sobre a distribuicdo da variabilidade genética em populagdes naturais de 7.
micrantha na Amazonia podera orientar a identificagdo de populagdes com variabilidade genética
para coleta de sementes para uso em programas de recuperacao de areas degradadas e para a
conservagdo da espécie. Associado ao estudo populacional com marcadores moleculares, outros
estudos como distribuicdo natural, nicho ecoldgico e projecdes de mudangas futuras no
ecossistema podera fazer previsdes sobre os riscos de reducao de biodiversidade.

Além dos desmatamentos, alteracdes climaticas também ameagam a sobrevivéncia das
espécies. A medida que os impactos ambientais causados por mudangas climéticas tornam-se mais
aparentes, aumenta-se a necessidade de previsdes mais confidveis sobre como estas mudangas
continuardo afetando os ecossistemas (Kurmes et al., 2008). Encontrar maneiras de reduzir a
incerteza na previsao sobre a influéncia de futuras emissdes de gases do efeito estufa e do clima
nos processos de planejamento de gerenciamento de recursos naturais serd essencial para a

sustentabilidade ecoldgica em um clima instavel (Trenberth, 2010).
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Projecdes de mudangas futuras no ecossistema podem ser alcangadas com modelos
climaticos baseados em nichos que simulam uma série de processos ecologicos e tém sido
utilizados para prever mudancas na biomassa e na produtividade do ecossistema, bem como
mudangas na distribuicdo geografica de tipos de vegetacdo, espécies ou zonas ecoldgicas (Coops

and Waring, 2011).

Considerando a relevancia ecologica destas previsdes para utilizagdo de 7. micrantha em
futuros programas de recuperacdo de areas degradadas, o estudo da diversidade genética da
espécie associado ao conhecimento de sua potencial distribuicdo geografica em diferentes
cenarios, ¢ uma importante ferramenta para delinear areas prioritarias para sua conservagao €

deras estratégicas para coleta de sementes.

12



2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Estudar a distribui¢do natural, nicho ecologico e caracterizagdo da diversidade genética de

Trema micrantha (L.) Blume.

2.2 Especificos

o Caracterizar a diversidade genética existente entre e dentro das populagdes estudadas
de T. micrantha no estado do Amazonas, utilizando marcadores moleculares
microssatélites;

¢ Estudar o nicho climatico ¢ o impacto de diferentes cenarios de mudangas climaticas

sobre a distribui¢do geografica potencial de Trema micrantha no Brasil.

13



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Classificacao botanica e caracteristicas da espécie

r

A Trema micrantha (L.) Blume é uma espécie arborea pioneira, pertencente a divisao
Magnoliophyta (Angiospermae), classe Magnoliopsidae (Dicotiledonae), ordem Rosales e familia
das Cannabaceae. Vulgarmente ¢ conhecida como pau-polvora, trema, crindiiva, motamba,
periquiteiro, seriiva e tamanqueira (Oliveira-Filho et al., 1995; Venturin et al., 2000; Lorenzi,
2008).

E uma arvore neotropical, encontrada em regides de climas tropical e temperado, de
crescimento rapido, podendo chegar a 29 metros de altura. Em regeneragcdo natural e artificial
pode chegar a 6 m de altura em 14 meses. E perene, ereta, bastante ramificada, de caule estriado
na cor marrom escura ¢ que se propaga por sementes (Ferreira et al., 1977; Carvalho, 1994;
Torres, 1996; Lorenzi, 2008; Matos et al., 2011).

Seus galhos sdo compostos por folhas simples (Figura 1), de consisténcia fina, com
tamanho de 10 a 12 cm, alternadas, pubescentes na face dorsal e dsperas na face ventral, com

margem foliar finamente serreada em toda sua extensdo e nervuras marcadas (Figura 2)

(Carvalho, 1994).

Figura 1. Ramo de Trema micrantha. Disponivel: www.plantsystematics.org
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http://www.google.com.br/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&docid=O_W-JvsavQLCyM&tbnid=VLEzKH8VpZS8GM:&ved=0CAUQjRw&url=http://www.plantsystematics.org/imgs/robbin/r/Ulmaceae_Trema_micrantha_6750.html&ei=_wqSU4XVL4yOqAaf5oHACw&bvm=bv.68445247,d.cWc&psig=AFQjCNEK9U2ESOG_i_lYO2Vv-1xLQRfP8A&ust=1402166389561572

Figura 2. Faces de folha de Trema micrantha. Disponivel: www.discoverlife.org.

A espécie ¢ classificada como hermafrodita criptica por possuir representantes variando de
monodicas a dioicas. E alégama facultativa. Com flores pequenas (Figura 3) unissexuais ou
bissexuais andrégenas, possui polinizacdo através do vento e podem ser visitadas por pequenos

insetos (Bawa et al., 1985; Torres, 1996).

Figura 3. Detalhes da flor de Trema micrantha. Disponivel:< www.discoverlife.org.>

Florescem entre setembro e janeiro, podendo se estender ao longo de todo ao ano. Suas
flores sdo meliferas, e seu néctar ¢ aproveitado por abelhas nativas na producdo do mel
(Lorenzi, 2008).

Possui frutos pequenos (0,3 mm) em cachos agarrados aos galhos (Figura 4), carnosos
e indeiscentes, tipo drupa, contendo somente uma semente no seu interior, protegida por um
endocarpo lenhoso e faveolado, constituindo o pirénio. O fruto é verde-escuro e, quando
maduro, apresenta colora¢do vermelha. Devido a grande quantidade de frutos produzidos, a
espécie destaca-se na alimentacdo da fauna, sendo suas sementes dispersas, por aves, primatas

e outros animais (Corner, 1976; Barroso, 1978; Carvalho, 1994).
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Figura 4. Frutos de Trema micrantha em diferentes estadios de maturacdo. Disponivel:
www.discoverlife.org.

3.2 Distribuicao Geografica

Trema micrantha (L.) Blume ¢ uma espécie pioneira frutifera, nativa do Brasil,
ocorre com frequéncia em fases iniciais da sucessdo secundaria, geralmente em populacdes
agregadas, com ocorréncia no sul dos Estados Unidos, México, América Central e América do
Sul (Backes e Irgang, 2004). Em territério brasileiro estd distribuida em varios tipos de
formagdes vegetais por Minas Gerais, Rio de Janeiro, Mato Grosso do Sul, Goias, Rio Grande
do Sul e Santa Catarina (Lorenzi, 2008). Sua presenca ¢ marcante em Floresta Ombrofila
Densa (Floresta Amazodnica e Floresta Atlantica) e nos Campos Rupestres ou de Altitude

(Carvalho, 1994).

3.3 Uso e importincia da espécie

A espécie ¢ uma das primeiras a se estabelecer em clareiras e areas abandonadas
(Lorenzi 2008; Durigan et al., 2002). Surge de maneira explosiva na floresta, respondendo a
simples penetracdo de luz, permitida a partir de qualquer derrubada, queimada ou outras
alteracdes (Backes e Irgang, 2004).

Arvore pioneira com elevado valor ecoldgico, com seus frutos sendo bastante
consumidos por uma grande diversidade de aves, principalmente por maritacas e Psitacideos
(Oliveira-Filho et al., 1995), também ¢ visitada e consequentemente polinizada por meliponas.
Além de ser uma das primeiras espécies a se estabelecer em areas abandonadas por
agricultores (Lorenzi, 2008), ou at¢ mesmo em locais minerados de cassiterita ¢ em areas de
dunas, sua acdo pioneira ¢ marcante também em ecossistemas ndo degradados (Kageyama,
1992).

A espécie ¢ indicada para programas de plantios florestais, reconstituicdo de mata

ciliar em locais sem inundagdo, recuperacao de area erodidas e degradadas por mineracao e
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ainda para estabilizagdo de dunas (Ferreira et al., 1977; Carvalho, 1994; Lorenzi, 2008;
Nobrega et al., 2010). Podendo, entdo, ser vista como uma espécie bastante resistente a acidez
do solo (Furtini Neto et al., 1999) e responsiva ao foésforo no substrato (Paron et al., 1997;
Soares et al., 2006). Sua importancia silvicultural vem crescendo a medida que espécies
pioneiras tém desempenhado relevante funcdo na sucessdo secundaria, criando condigdes
necessarias ao desenvolvimento de espécies secundarias e climax.

Seus troncos grossos sdo usados para armagdo de paredes, ja os troncos mais finos,
sdo utilizados como viga de teto. A madeira ¢ leve e macia ao corte, fraca, de baixa resisténcia
ao apodrecimento. Em outros lugares, ¢ usada como lenha (Marquez-Cruz et al., 2011).

Na medicina popular, uma infusdo feita com suas folhas ¢ utilizada para banhar as
erupcgdes cutaneas ocasionadas pelo sarampo, pois, seu poder analgésico ¢ quase imediato.
Evitando, assim, o aparecimento de novos focos da doenga (Nee, 1993; Marquez-Cruz et al.,
2011). Também estudada como um agente importante no combate ao diabetes, um grupo de
pesquisadores brasileiros descobriram em suas folhas, um extrato bruto de etanol, com efeitos
comparados a glibenclamida, que pode reduzir os niveis de glicose no sangue em ratos

diabéticos (Schoenfelder et al., 2006).

3.4 Diversidade Genética

Informacdes sobre a diversidade genética de uma espécie auxilia nos estudos de
conservagdo ¢ melhoramento genético (Esfahani et al., 2009; Setotaw et al., 2010), o que
proporciona um melhor entendimento de como a selecdo estd atuando em funcdo da
adaptabilidade (Estopa et al., 2006).

Estudos de variabilidade genética em populacdes naturais de plantas em regides
tropicais mostram que estas conservam alta variabilidade dentro das populagdes, em
comparagdo a outras populagdes presentes em outros tipos de ambientes que apresentam uma
variabilidade menor. Os fatores que influenciam diretamente na distribuicdo dessa
variabilidade genética sdo: o sistema de cruzamento, o tipo de reproducdo das espécies, 0
tamanho real da populagdo, sua distribui¢ao geografica e fluxo génico (Paiva, 1998).

Estudos de melhoramento e conservacdo genética de espécies arboreas vém
mostrando uma perda de genes adaptados a determinados ambientes, devido a reducdo dessas
populagdes naturais, ocasionando altas perdas de variabilidade genética, por deriva genética
(Sebbenn e Ettori, 2001). Logo, a deriva genética origina a depressdo por endogamia,

reduzindo a capacidade adaptativa, fertilidade, produtividade, vigor, entre outras
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caracteristicas (Ritland, 1996).
A biodiversidade tem como base a variabilidade genética, que pode ser estudada por
meio de marcadores genéticos, que vem se tornando uma importante ferramenta em estudos

populacionais de espécies arboreas (Freitas et al., 2005).

3.5 Marcadores Moleculares

Marcadores moleculares sdo métodos modernos da biologia molecular que envolvem
técnicas bioquimicas e fragmentos da molécula de DNA usados para diferenciar individuos
geneticamente diferentes (Borém e Miranda, 2009; Caixeta et al., 2009). Somente a partir da
década de 80 ¢ que a utilizacdo dos marcadores moleculares ganhou relevancia em estudos
acerca da variabilidade genética de populacdes (Ferreira e Grattapaglia, 1998).

O estudo da variabilidade genética ¢ indispensavel para a conservacao da
biodiversidade, manutencao de amostras representativas e da diversidade de espécies, além de
promover oportunidades para a pesquisa cientifica. Pois, o conhecimento a respeito da
genética das espécies florestais ¢ ainda incipiente. Dessa forma, o emprego de pesquisas com
os marcadores de DNA permite entre outras coisas, quantificar os niveis de variabilidade
genética intrapopulacional, estimar a divergéncia genética interpopulacional e resolver
questdes de identificagdo de gendtipos (Alves, 2009; Kirst et al.,2005).

Através do uso de marcadores, os genotipos sdo avaliados, as bandas comuns a todos
os individuos sdo interpretadas como semelhangas genéticas e as bandas ndo-comuns, como
diferencas. Os resultados sdo codificados, a fim de gerar uma matriz de similaridade ou
dissimilaridade, interpretada por meio de andlise de agrupamento ou multivariada. A escolha
dos genitores e o planejamento dos cruzamentos sdo etapas de fundamental importancia para
o sucesso de um programa de melhoramento. Essas etapas podem ser auxiliadas por
marcadores moleculares e fornecem aos melhoristas informagdes genéticas adicionais € mais

detalhadas dos genotipos (Guimardes et al., 2009).

3.6 Marcadores Moleculares Microssatélites

Sdo marcadores denominados de sequéncias curtas repetidas em fandem (STR —
Short Tandem Repeats) ou mais comumente conhecidos como sequéncias simples repetidas
(SSR — Simple Sequence Repeats) (Brondani et al., 2007).

Sdo compostos por fragmentos de duas a seis bases nitrogenadas repetidas em
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tandem como por exemplo, TATATATATATA, frequentemente encontradas no genoma de
eucariotos, sendo entdo utilizados para diferencia-los. Podem ser classificados segundo os
motivos de repetigdes em mononucleotideo, dinucleotideo, tetranucleotideo, pentanucleotideo
e hexanucleotidico. Os dinucleotideos sdo as repeti¢des mais frequentes, seguido por mono e
tetra e os trinucleotideos e demais repeticdes aparecem com menor frequéncia (Ellegren,
2004). Tais repetigdes podem ser classificadas em: repeti¢des perfeitas, sem interrupgao
(CTCTCTCTCTCT), repeticoes imperfeitas, com interrup¢do por base ndo repetida
(CTCTCTCATCTCT), repeticdes compostas, quando duas ou mais repetigdes se encontram
(GTGTGTGTGTATATATAT) (Borém e Miranda, 2009) e ainda, repeticdes interrompidas,
quando uma sequéncia qualquer entra na repeticdo (TATATATAGGGGTATA) (Goldstein e
Schlotterer, 1999).

Os microssatélites sdo altamente polimorficos, apresentando um padrdo grande de
variagdo no tamanho das repeticdes, o que pode ter sido ocasionado por um crossing-over
desigual ou um erro da DNA polimerase no momento da replicagdo acrescentando conjuntos
extras de sequéncias repetidas (Borém e Miranda, 2009). Como elemento de caracterizagdo e
comparacdo genéticas, os microssatélites constituem um loco genético (fragmento de DNA),
bastante variavel, multialélico, como uma gama de contetido acerca da espécie estudada
(Caixeta et al., 2009).

A caracterizacdo da variabilidade genética existente em uma populacdo ¢ uma etapa
importante para o estabelecimento de um programa de melhoramento genético para a espécie.
Em estudos populacionais de espécies florestais, o uso de marcadores microssatélites vem
representando uma ferramenta de alto potencial, sendo utilizado para estudos de diversidade
genética, sistema de reproducdo, estrutura genética e fluxo génico de plantas, devido a
pequena quantidade de DNA necessaria por amostra, a facilidade de detec¢ao por PCR, a
facilidade de analise, a heranca codominante, o multialelismo, assim como a alta
informatividade e abundancia no genoma (Powell et al., 1996).

Para o desenvolvimento do microssatélites ¢ necessario construir bibliotecas
enriquecidas com regides do genoma que contenham as sequéncias simples repetidas, a partir
de um pool de DNA de uma determinada espécie (Billotte et al., 1999). Quando obtida a
biblioteca, as sequéncias de DNA podem ser obtidas diretamente desta, podendo ser
identificadas, isoladas, sequenciadas e desenhados os pares de primers das regides que

flanqueiam os locos com sequéncias microssatélites (Brondani et al., 2007).
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3.7 Nicho Ecologico

O conceito geral de nicho pode ser delimitado ao que foi chamado de nicho
ecoldgico, onde se refere ao tempo atual em que o organismo se desenvolve e como ele
interage com os fatores ambientais circundantes. O nicho ecoldgico envolve todos os recursos
atuais do meio ambiente, as adaptagdes dos organismos e como esses dois se relacionam
(Hutchinson, 1957).

Nos ultimos anos tém sido desenvolvidos varios programas para realizar modelos
ecoldgicos de nicho, convertendo-se em importantes ferramentas para biologia da
conservagdo ¢ ecologia de paisagens (Peterson e Cohoon, 1999). Estes modelos estdao
embasados no conceito de nicho ecolégico de Hutchinson (1957) relacionando a informacao
ecologica com a ambiental, identificando zonas que ndo possuem registros anteriores da
espécie, obtendo desta forma a area de distribui¢ao potencial destas espécies (Peterson et al.,
2002). Estas aplicagdes vém sendo utilizadas recentemente para avaliar o impacto provocado
pelas mudancgas climaticas e de uso de solo, que implicam na transformacdo da cobertura
vegetal original por fatores antropicos (Velazquez et al., 2002).

Os modelos de nicho ecoldgico nos proporcionam previsdes precisas de ocorréncia
da espécie, desde que os dados utilizados sejam confidveis, com o maior niumero possivel de
pontos de presenga que representem com fidelidade a regido em que a espécie ocorre. A
decisdo de escolha entre os modelos ¢ baseada na comparagdo entre dados observados e
estimados, utilizando indices que medem a diferenca entre os modelos (Jimenéz-Valverde et
al., 2008).

A modelagem do nicho ecoldgico possibilita a identificagdo das condi¢des abidticas
ideais para sobrevivéncia da espécie, por meio da sua distribuicdo se baseia em atributos
ambientais, sendo uma importante ferramenta para investigar padrdoes e processos
biogeograficos, possibilitando a previsao da distribuicdo geografica de espécies a partir de
dados esparsos de ocorréncia (Guisan e Thuiller, 2005).

Além dessas previsoes, este estudo proporciona a possibilidade de analisar vérias
questdes ecologicas, de evolucdo e conservacdo, como definir areas prioritarias para
conservagdo ou verificar a distribui¢do geografica de uma espécie no passado e fazer
previsdes sobre a sua distribuicdo futura (Siqueira e Peterson, 2003).

A distribuicdo espacial das plantas pode ser um dos fatores que influenciam o
sistema de acasalamento que, junto com a dispersdo do polen e das sementes, desempenham

grande efeito na estrutura espacial da variabilidade genética (Epperson, 2003).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Estudo da diversidade e estrutura genética em populacdes de Trema micrantha no
Amazonas

4.1.1 Area de estudo e local de amostragem

Este estudo foi realizado em cinco populacdes de 7. micrantha do estado de
Amazonas, sendo duas populagdes de Itacoatiara, uma de Manaus e duas de Parintins. Os
municipios estdo localizados nas margens de diferentes bacias hidrograficas (Figura 6) e
foram selecionados pela logistica de coleta. Cada local de coleta/amostragem foi denominado
de populagdo. Em cada local de amostragem foi identificado uma area de sucessdo ecologica
com presenca de comunidade de espécies pioneiras, sendo que a 7. micrantha ¢ classificada
como uma espécie deste grupo sucessional (Lorenzi, 2008). Em cada uma das cinco
populacdes foram coletadas amostras que variaram entre 5 a 15 plantas, totalizando 47

amostras (Tabela 1).

o
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Figura 5. Amostragem e coleta de material vegetal da espécie Trema micrantha em areas de
sucessao ecologica com presenga de comunidade de espécies pioneiras no estado do Amazonas.
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Tabela 1. Identifica¢do dos locais e datas das coletas de amostras realizadas nas cinco populagdes
de Trema micrantha, no estado do Amazonas.

Municipio Pontos de referéncia Nimero de Amostras
Coletadas
Parintins (AM) Estrada do Aeroporto 8
Parintins (AM) Comunidade Nossa Senhora de Fatima 10
Itacoatiara (AM) Estrada do Aeroporto 5
Itacoatiara (AM) Comunidade Sao Joao 14
Manaus (AM) Campus da UFAM - Setor Sul 10

Esta dissertacdo esta cadastrada no SisGen (Sistema Nacional de Gestdo do
Patrim6nio Genético € do Conhecimento Tradicional Associado, Decreto n° 8.772, de 11 de
maio de 2016, que regulamenta a Lei n° 13.123, de 20 de maio de 2015.

De todas as amostras nas populagdes foram coletadas de 4 a 5 folhas, as quais foram
armazenadas em um saco plastico tipo zip lock previamente identificado, contendo silica gel,
até que pudesse ser transportado e conservado a -200C no Laboratério de Melhoramento

Vegetal (LMV - UFAM).

4.1.2 Extracio e quantificacio e amplificacio dos microssatélites no DNA genomico de
Trema micrantha.

A extracdo de DNA foi realizada utilizando o protocolo do detergente cationico CTAB
2X (Cationic Hexadecyl Trimethyl Ammonium Bromide) descrito por Doyle e Doyle (1990) e
logo quantificado. Foram utilizados cinco locos de microssatélites desenvolvidos para T.
micrantha por Quémel (2015) (Tmi 04, Tmi 16, Tmi 17, Tmi 26 ¢ Tmi 36) (Tabela 2). Estes
microssatélites foram amplificados pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR) usando o
termociclador Veriti Thermal Cycler (Applied Biosystems) Usar o termociclador do lab. em
um volume total de 10 pL por reagdo, contendo 10 ng de DNA gendmico, 1X buffer, 210 uM
de cada ANTP, 1,5mM de MgCl2, 0,16 uM de primer forward e calda M13 (FAM ou NED)
(Schuelke, 2000), 0,32 uM de primer reverse, 1,05 U de Taq DNA polimerase (Invitrogen,
Carlsbad, California, USA) e 3,49 uL de 4gua ultra pura. Estas amplificagdes via PCR foram
desenvolvidas em duas etapas, a primeira etapa para os iniciadores e a segunda para realizar a
ligacdo do M13. Os produtos de amplificagdo foram verificados por eletroforese em géis de
agarose a 1,5% corado com GelRed (Biotium) em 1 x tampao TBE (pH 8,0). Os produtos
amplificados da PCR foram submetidos a um analisador automatico de DNA por eletroforese
capilar ABI 3130XL no Genetic Analyzer (Applied Biosystems). O GeneScan™-500 ROX®

tamanho padrao (Life Technologies do Brasil Ltda.) foi usado para determinar o tamanho dos
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alelos. Os fragmentos amplificados foram observados e analisados com o software

GeneMapper v4.0 (Applied Biosystems).

Tabela 2. Sequéncias dos iniciadores incluindo nome, motivo, porcentagem de GC, temperaturas
de anelamento, tamanhos esperados dos produtos em pares de bases (pb), e classificacao de cada
iniciador desenvolvido para Trema micrantha.

Produto

Nome Motivo Sequéncia %GC  Temp (°C) (pb) Classificagiio

Tmi04 (TC)24 F: CCGTCTAATTTCTCCTAAAATG 35 54 122 Dinucleotideo
R: AGAGCCACAGAGTTAAAACG 54

Tmil6 (TGy7 F: CCTTCCACTCAACAACCTACTC 40 57 128 Dinucleotideo
R: CACACGCACACACACATACG 60

Tmil7 (GA)6C(AG)6AC(AG)6CAACT F: GAAGAACCTCAAAACGCTAGAA 40 57 190 Dinucleotideo

AAGTAA(GA)7 interrompido composto

R: CTCTCATTTTCTCTTTCCCTCA 57

Tmi26 (CA)8 F: ATGAGGAGAGAAACTGGCGA 35 59 123 Dinucleotideo
R: GAGATTCCAACTTATTGTTTGAGC 58

Tmi36 (AG)17 F: GTAGGATCTGGGGCATCTCAT 50 60 176 Dinucleotideo
R: GCTATGGCGCTTACGATAGGT 60

4.1.3 Analises estatisticas

A Diversidade genética entre as populagdes coletadas no estado de Amazonas, foi
estimada pelo nimero total de alelos (AT), nimero médio de alelos (A), heterozigosidade
observada (HO) e esperada (HE), o indice de fixacdo (F), e equilibrio de Hardy — Weinberg
(EHW) calculados usando a fun¢@o divBasic do pacote diveRsity a patir do projeto R (Keenan
et al. 2013) na plataforma R (R Core Team, 2017). O EHW foi realizado pelo teste exato de
Fisher com 20000 permutagdes. O nivel de significancia (P<0.05) do EHW foi ajustado com a
corre¢ao de Bonferroni (Rice, 1989).

Para a estrutura genética entre os individuos nas populacdes amostradas, foram
calculadas as estatisticas F de Wright (1951), FIT (niveis de endogamia total nos individuos
de todas as populagdes), FIS (indice de endogamia dentro das subpopulagdes devido ao
sistema reprodutivo) e FST (diferenciagdo genética entre populagdes) através dos algoritmos
de Weir e Cockerham (1984). Foi calculado uma matriz FST (Weir e Cockerham, 1984) com
os valores par a par entre as popula¢des. Para verificar o grau de variagdo genética de acordo
com os niveis hierdrquicos entre e dentro dos grupos de individuos amostrados nas
populagdes, foi realizada loco por loco a andlise de variancia molecular (AMOVA) (locus-by-
locus AMOVA). As estatisticas F de Wright (1951) e a matriz FST foram calculadas e

avaliadas com significancia (P<0.05) através de 20000 bootstrapping, utilizando a fung¢do
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diffCalc do pacote diveRsity (Keenan et al. 2013). A AMOVA foi realizada utilizando a
funcdo poppr.amova do pacote poppr (Kamvar et al. 2014) com 20000 permutagdes no testes
de significancia. Estas foram realizadas na plataforma R (R Core Team, 2019).

Foi realizada uma andlise Bayesiana para determinar o nimero de clusters dentro do
conjunto de acessos avaliados, utilizando o software Structure (Pritchard; Stephens; Donnelly,
2000) através do modelo Admixture. Este modelo ¢ aplicado normalmente em populagcdes
reais ou naturais. O numero de clusters (K) foi definido de 1 a 5, e para cada K foram
realizadas 10 iteragdes, com um Burn-in de 100000 seguido por 500000 iteragdes Markov
Chain Monte Carlo (MCMC). O numero de clusters foi estimado ap6s a comparacdo dos
métodos de Evanno AK, indicando que o K mais provavel é onde a mudanga ¢ maior na taxa
de mudanga de segunda ordem em Pr (X | K) entre valores sucessivos de K (Evanno, Regnaut,
& Goudet, 2005) e pela estimativa do In Pr(X/K) para diferentes valores de (Pritchard et al.
2000). Com o valor de K selecionado foi realizado um consenso das itera¢des realizadas neste
cluster, através do programa CLUMPP v.1.1.2 - Cluster Matching and Permutation Program
(Jakobsson e Rosenberg, 2007) e com o programa Distruct v. 1.1 (Rosenberg, 2004) foi

realizada a visualizagdo grafica da estrutura da populagdo.

4.2 Desenvolvimento de modelagem ecologica para populacdes naturais ou distribuicio
de Trema micrantha

Informacdes de ocorréncia de Trema micrantha foram obtidas a partir de bancos de
dados que apresentavam presenca da espécie. Os bancos de dados contém pontos
georreferenciados de ocorréncia (latitude e longitude), armazenados no site do Centro de
Referéncia em Informagdo Ambiental - CRIA (Cria, 1999).

Este banco de dados de colecdes bioldgicas € de livre acesso, € pode ser acessado por
meio da ferramenta SpeciesLink, sistema de informagdes sobre espécies onde sdo
armazenadas informagdes reunidas a partir de herbarios de todo o pais, associado a um
sistema de previsdo de distribuicdo geografica de espécies, baseado em modelagem
matematica.

Primeiramente foi verificada a consisténcia dos dados dos locais de presencga de T.
micrantha. Foram eliminados pontos discrepantes (outliers), isolados dos agrupamentos
principais e que ndo corroboram com as informacdes de distribui¢do natural da espécie. Em
uma segunda andlise, foram corrigidas coordenadas invertidas (latitude com longitude e vice-
versa) e excluidas as incorretas (ocorréncia sobre o mar, por exemplo). A modelagem da

predicdo de ocorréncia foi feita apenas para o Brasil, sendo retiradas as coordenadas com
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registro de presenca da espécie em outros paises. Para este fim, foi utilizado sistema de
informacdes geograficas - SIG.

Os dados climaticos do periodo atual e dos cenarios futuros foram obtidos no site do
Worldclim e foram gerados mapas das variaveis bioclimaticas com resolucdo espacial
aproximada de 1 km2, o que corresponde a 30” na linha do equador. As varidveis
bioclimaticas foram organizadas na escala temporal mensal, estacional e anual, sendo
trabalhadas as principais variaveis de importancia para determinag¢do da distribuicdo das
espécies, como por exemplo a temperatura do ar e a precipitacio pluvial, entre outras (Kumar;
Stohlgren, 2009). Os dados do periodo base ("periodo presente") foram os registradas entre
2009 e 2019. Os cendrios futuros foram projetados para 2050 e 2070.

Os mapas de clima atual e de cenarios climaticos futuros foram elaborados usando-se
regressao linear multipla, utilizando a latitude, a longitude e o modelo numérico do terreno
(representando a altitude), como varidveis preditoras. Para a modelagem da predicdo de
ocorréncia, foram selecionadas 19 variaveis bioclimaticas (Tabela 3), incluindo temperaturas

minimas € maximas e precipitacao pluvial.

Tabela 3. Varidveis bioclimaticas selecionadas para uso na modelagem da predi¢do de ocorréncia
da espécie em estudo, com o cédigo e sua correspondéncia, variavel.

Caodigo Variavel

Biol Temperatura média anual (°C)
M¢édia mensal da variagdo diaria da temperatura (temp. maxima -

Bio2 temp. minima)( °C)

Bio3 Isotermalidade (Bio2/Bio7) (* 100)

Bio4 Sazonalidade da temperatura (desvio padrao *100)

Bio5 Temperatura maxima no més mais quente (°C)

Bio6 Temperatura minima no més mais frio (°C)

Bio7 Varia¢do anual da temperatura (Bio5-Bio6) (°C)

Bio8& Temperatura média no trimestre mais umido (°C)

Bio9 Temperatura média no trimestre mais seco (°C)

Biol0 Temperatura média no trimestre mais quente (°C)

Bioll Temperatura média no trimestre mais frio (°C)

Biol2 Precipitacdo pluvial acumulada no ano (mm)

Biol3 Precipitagao pluvial acumulada no més mais umido (mm)
Biol4 Precipitacdo pluvial acumulada no més mais seco (mm)

Biol5 Sazonalidade da precipitagdo pluvial (coeficiente de variagao)
Biol6 Precipitacdo pluvial acumulada no trimestre mais tmido (mm)
Biol7 Precipitag¢ao pluvial acumulada no trimestre mais seco (mm)
Biol8 Precipitacdo pluvial acumulada no trimestre mais quente (mm)
Biol9 Precipitagdo pluvial acumulada no trimestre mais frio (mm)

Os dados climaticos a serem usados no trabalho, da base do Worldclim, foram
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organizados, compilados e consistidos. Foram calculadas as médias do periodo base,
compreendido entre 2009 e 2019, das variaveis climaticas listadas na Tabela 3. Sobre essa
base, seguindo-se as tendéncias do quarto relatdorio do Painel Intergovernamental de
Mudangas Climaticas (AR4/IPCC) (IPCC, 2007), foram calculados os cendrios climaticos
futuros, sendo um cenario mais pessimista, com manuten¢do dos padrdes atuais de emissdes
de GEEs, e outro cenario de menores emissdes ou cendrio menos pessimista (Nakicenovic et
al., 2000).

A predicdo de distribuicdo geografica foi feita para quatro modelos de algoritmo:
Climate space model, Envelope Score, Niche Mosaic e Enviromental Distance. A modelagem
da predicao futura de ocorréncia da espécie foi feita com o uso do software Open Modeller.
Este programa trabalha com dados de distribui¢do geografica de espécies (latitude e
longitude) e com mapas ou camadas ambientais (clima, solos e relevo), compondo um sistema
matematico de previsdo de distribuicdo de espécies.

As variaveis ambientais foram as mesmas para o presente e para o futuro. Os mapas
de saidas dos modelos foram transformados em valores numéricos, variando entre 0 ¢ 1. Cada
pixel do mapa passou a representar um valor, 0 ou 1, sendo 0 relacionado a ndo possibilidade
de ocorréncia da espécie e 1 a possibilidade maxima de ocorréncia. Os mapas formados no
Open Modeller em formato de texto ASCII (American Standard Code for Information
Interchange), contendo estes valores binarios, foram importados para o ArcGIS e
transformados para o formato 'raster'. Foram posteriormente criadas classes de categoria, com
um gradiente variando de '0' a 'l', representando desde as zonas sem possibilidade de
ocorréncia até as zonas com possibilidade maxima de ocorréncia, respectivamente, para o
desenvolvimento da espécie.

A avaliag¢do da qualidade dos modelos ajustados foi feita a partir de célculo da area
sob a curva (Area Under the Curve - AUC), obtida a partir da integragdo da curva de
Caracteristicas Operacionais do Receptor (Receiver Operating Characteristic - ROC). O valor
maximo de AUC ¢, teoricamente, 1,0 e indica discriminagdo perfeita, enquanto que valores
inferiores a 0,5 denotam baixo desempenho da modelagem. O teste de Jackknife foi aplicado
para diagnosticar a contribuicdo relativa de cada variavel bioclimatica.

Com isto, neste estudo foram identificados locais onde devem ser priorizados
programas de conservagao de populagdes naturais da espécie considerando o clima do periodo
atual e o das proximas décadas, projetado de acordo com as andlises das mudancas climaticas

globais.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Diversidade e estrutura genética em populacoes de Trema micranta no Amazonas

5.1.1 Indices de diversidade genética

Os cinco locos polimérficos confirmaram informacao genética com um total de 65
alelos, variando de 9 a 22 alelos por loco, com média de 17,58 alelos por loco (Tabela 4). Os
locos 02 e 04 mostraram ser menos polimodrficos, € o 03 foi o que apresentou maior
polimorfismo. A heterozigosidade esperada (HE) variou entre 0,42 para o loco 04 e 0,85 para
o loco 03, com uma média total dos locos de 0,67. As heterozigosidades observadas (HO)
apresentaram valores inferiores as HE para todos os locos. As HO variaram entre 0,354 para o
loco 02 e 0,642 para o loco 03. A média de todos os locos para HO foi de 0,472 e ¢ inferior a
média de HE. O coeficiente de endogamia ou indice de fixagdo (f) nos locos apresentou
valores superiores a zero, o que mostra possiveis cruzamentos endogamicos para as
populacdes avaliadas (Tabela 4).

O uso de microssatélites nas diferentes populacdes de 7. micrantha revelaram altos
indices de diversidade genética, onde podemos destacar o alto conteido de informacao
genética observada pelo numero médio de alelos por loco. Este resultado foi superior ao
encontrado em outros estudos utilizando marcadores microssatélites. Foram utilizados cinco
iniciadores de microssatélites para identificar a variabilidade genética entre acessos da espécie
Trema micrantha, e foi encontrada uma média de seis alelos por loco. Assim, os resultados do
namero de alelos por loco do presente estudo sdo uma indicagdo de elevada diversidade

genética para a espécie.

Tabela 4. indices de diversidade genética ao nivel dos locos (iniciadores) de microssatélites
obtidos a partir das populagdes de Trema micrantha coletadas no estado de Amazonas

Loco n Ar Am Hy Hg f
01 9.2 13 8.2 0.562 0.84 0.33
02 7.8 9 4.6 0.354 0.50 0.26
03 9.4 22 10.2 0.642 0.85 0.25
04 8.0 9 4.0 0.392 0.42 0.03
05 8.0 12 7.2 0.406 0.76 0.46

Média 8.5 13 6.8 0.472 0.67 0.30

n = namero de individuos analisados por locos; 47= numero de alelos identificados por loco; 4 = média do nimero de alelos identificados no loco
em relagdo a populagdo; Hy = Heterozigosidade esperada; H, = Heterozigosidade observada; /= coeficiente de endogamia.

Nas cinco populagdes os cinco locos mostraram um nimero médio de alelos que

variou entre 4,4 para a populacdo de Itacoatiara (Estrada do Aeroporto), e 8, para as

27



populagdes de Itacoatiara (Comunidade Sao Jodo). A HE nas populagdes variou entre 0,59
para a populagdo de Itacoatiara (Estrada do Aeroporto) e 0,76 para a populagdo de Itacoatiara
(Comunidade Sao Jodo). Os valores das heterozigosidades observadas (HO) variaram de 0,37
(Itacoatiara (Estrada do Aeroporto) e 0,57 (UFAM). A média das HO de todas as populacdes
foi de 0,472, mostrando ser inferior a HE com 0,674. O coeficiente de endogamia ou indice de
fixacdo (f) nos locos apresentou valores superiores a zero, mostrando um excesso de
homozigotos (Tabela 5).

Testes de cruzamento realizados por Torres (1996) indicaram que Trema micrantha é
uma espécie alogama facultativa, podendo se reproduzir através de fecundagdo cruzada nas
plantas femininas constantes, ou de autofecundacdo, nas plantas hermafroditas cripticas
durante sua fase monoica, o que pode estar associado ao elevado numero de homozigotos e o

valor de heterozigosidade observada inferior ao esperado.

Tabela 5. Indices de diversidade genética ao nivel das 5 populagdes, obtidas a partir de 5 locos de
microssatélites desenvolvidos para Trema micrantha.

Municipios — Populacdes n Ar A Hy Hg f
Itacoatiara - Estrada do Aeroporto 4.2 22 4.4 0.37 0.59 0.38
Parintins - Estrada do Aeroporto 7.8 29 5.8 0.41 0.63 0.34
UFAM - Campus setor Sul 8.4 40 8.0 0.57 0.71 0.20
Parintins - Comunidade Nossa Sra 9.4 38 7.6 0.46 0.68 0.32
Itacoatiara - Comunidade Sdo Jodo 12.6 42 8.4 0.55 0.76 0.27
Média 8.48 34.2 6.84 0.472 0.674 0.30

n = Meédia do nimero de individuos analisados por locos; 4= niimero de alelos identificados na populagdo; 4 = média do nimero de alelos
identificados na populacdo; Hr = Heterozigosidade esperada; Hy = Heterozigosidade observada; f'= coeficiente de endogamia.

5.1.2 Estrutura genética

Os resultados das analises das estimativas das estatisticas F de Wright (1951) para os
cinco locos nas cinco populagdes de 7. micrantha amostradas, a endogamia total (FIT) foi de
0,3536, a endogamia dentro da populacdo devido ao sistema reprodutivo ou intrapopulacional
(FIS) foi de 0,3452, valor que ¢ maior em relagdo a endogamia devida a subdivisdo (FST)
com 0,0128 (Tabela 6). Os indices de fixacdo FIS e FIT apresentaram estimativas
significativamente maiores que zero, considerando os intervalos de confianca de 95% do
bootstrappping. Entretanto, o FST apresentou uma estruturagdo muito baixa de 1,3%, porém
ndo foi significativo por incluir o zero nos os intervalos de confianga. Estes resultados
sugerem que a diversidade estd mais concentrada entre as populacdes do que dentro das

populagoes.
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Tabela 6. Resultados das estimativas das estatisticas F de Wright (1951) obtidas para 5
populagdes de Trema micrantha utilizando 5 locos de microssatélites especificos.

FIS FST FIT
Sob todos os locos 0.3452 0.0128 0.3536
Superior (Closy,) 0.4187 0.0653 0.4215
Inferior (Clyss,) 0.2627 -0.0282 0.285

Clyso, = 95% intervalo de confianga através de 20000 bootstrapping.

O FST indica que ndo existe estrutura genética entre populagdes amostradas, ou seja,
existe uma Unica populagdo. Também confirma que do total da variabilidade genética
observada para as populagdes amostradas (FIT) a maior parte encontra-se dentro das
populacdes (FIS) amostradas (Hartl e Clark, 2010).

A diferenciagdo genética obtida pelo FST par a par entre as populagdes mostrou que
a metade das comparagdes difere significativamente entre si, informagdo observada ao
comparar o nivel de significancia (P<0,005, apds ajustar a corre¢cao de Bonferroni (Rice,
1989) com as probabilidades de cada comparagdo par a par (Tabela 7). A maior diferenca foi
observada entre as populacdes amostradas de Itacoatiara (Estrada do Aeroporto) e Parintins
(Estrada do Aeroporto) (p=0.0494). Nas populagdes amostradas e comparadas a populagdo de
Parintins (Estrada do Aeroporto) foi a que diferiu significativamente com as outras
populagdes. A comparacdo FST par a par que apresentou menor diferenca foi entre as

populacdes da UFAM e de Parintins (Comunidade Nossa Senhora de Fatima) (p=-0.0047).

Tabela 7. Comparacgdes do FST par a par entre as cinco populacdes de Trema micrantha
coletadas no estado de Amazonas.

Municipios — Populagdes 1 2 3 4 5
Itacoatiara - Estrada do Aeroporto 0.0000

Parintins - Estrada do Aeroporto 0.0171 0.0000

UFAM - Campus setor Sul 0.0032 0.0099 0.0000

Parintins - Comunidade Nossa Sra -0.0020 0.0494 -0.0003 0.0000
Itacoatiara - Comunidade Sdo Jodo -0.0069 0.0297 -0.0047 0.0238 0.0000

* = Comparagdes Fsr par a par significativas, indicando diferenca entre populagdes (P =0,005).

Os graus de diferenciacdo entre populacdes pela andlise FST par a par, mostraram
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que ndo existe significancia entre as populagdes, o que confirma o comportamento esperado,
de que as populagdes nao apresentam estrutura genética (Wright, 1951). Este resultado pode
estar fortemente influenciado pelas caracteristicas da espécie, assim como pela capacidade de
dispersdao de seu material genético, do grau de isolamento da populacdo, do sistema de
autoincompatibilidade e diversidade alélica que esta apresenta (Leducq et al., 2011). Ou estas
podem estar agrupadas de acordo com a quantidade de fluxo génico pela distribuicao de
migrantes através de seus dispersores, como aves (Sebben e Degen, 2015). Esta dispersao de
sementes ¢ importante para determinar a colonizacdo de novos sitios e migracdo entre
populagdes vizinhas, principalmente se € zoocdrica, porque a faixa de dispersdo de sementes
pode ser substancialmente maior (Barluenga et al., 2011).

Os resultados da AMOVA mostram que entre as populagdes apresenta uma variagao
genética muito baixa (1,54%), o que significaria uma falta de estrutura¢do. Existe uma
variagdo genética nos individuos de cada populagdo (32,751%). Considerando todos os
individuos amostrados elas apresentam uma alta diferenciacao genética (65,709%) (Tabela 8).
Também pode verificar pela AMOVA que a maior concentragdo da diversidade ocorre dentro

de populagdes.

Tabela 8. Analise da variancia molecular (AMOVA) realizado para cinco populacdes de Trema
micrantha coletada no estado do Amazonas.

AMOVA - Sem niveis individuais (populagdes)

- Grau de Quadrado Componente Porcentagem de
Fonte de variagio . P . . .ol
Liberdade médio de varidncia variagdo
Entre populagdes 4 6.298 0.061 1.540
Entre individuos dentro de populagdes 42 5.183 1.294 32.751
Dentro de Individuos 47 2.595 2.595 65.709
Total 93 3.923 3.950 100.000

P-valor =0.0 (Estimado com base em 20000 permutacdes).

Quando estimado o numero de populagdes geneticamente homogéneas (K) entre
todos os individuos amostrados através da analise Bayesiana realizada pelo software
Structure, das 05 populagdes, observou-se a ocorréncia de quatro agrupamentos, K= 4, de
acordo aos métodos de Evanno AK (Evanno et al., 2005) e Pritchard et al. (2000) (Figura 7).
Ao visualizar o agrupamento de K=4 no grafico ndo mostra consisténcia ao formar a
estruturacdo populacional (Figura 7; Tabela 8). Portanto, observamos também que pelo
método de Pritchard et al. (2000) existe a possibilidade de um tnico grupo (Figura 8).

Estes agrupamentos obtidos na andlise Bayesiana, K=4. Sustentam as semelhancgas e
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diferencas entre as populacoes de 7. micrantha, revelando e confirmando a conectividade das

populagdes amostradas.
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Figura 6. Valores de AK para cada valor de K obtidas pela anélise Bayesiana, considerando todas
as populagdes amostradas. O maior valor AK representa o valor ideal de K de acordo com o
proposto por: A) Evanno et al. (2005). B) Pritchard et al. (2000)
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Figura 7. Andlise da estrutura genética das 47 plantas, amostradas em cinco populagdes de Trema
micrantha, a partir de cinco locos microssatélites, realizadas no programa Structure (Pritchard et
al., 2000). As populagdes ndo apresentaram estruturagao.

Com relagdo ao manejo da espécie, os resultados genéticos indicam que a conservagdo da
espécie deve ser realizada em qualquer uma destas populagdes, como indicam todos os resultados
obtidos nas diferentes andlises. Seria importante ampliar as 4reas de amostragem e verificar se

existe ainda esta conex@o geografica entre as populagdes.

5.2  Modelagem ecologica para populac¢des naturais ou distribuicao de 7rema micrantha

A partir dos bancos de dados da colecao biologica do CRIA, foi possivel obter 3.494
pontos de ocorréncia de 7. micrantha no Brasil, (Figura 9), apds a eliminacdo dos pontos

discrepantes, com erro de localizacdo ou situados fora do Brasil.
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Figura 8. Dados de ocorréncia de Trema micrantha por biomas no Brasil (Modelo Envelope
Score).

O mapeamento da distribui¢do atual de 7. micrantha, com base nos pontos de presenca
da espécie, foi significativo para todos os modelos utilizados (p<0,001), Modelo Environmental
Distance (Figura 10) e Modelo Envelope Score (Figura 11). Entre os modelos gerados, foi
selecionado o mais representativo da distribuicdo. O que apresentou maior similaridade com a
distribui¢do da espécie foi o Envelope Score. O modelo utilizado permitiu expressar a ocorréncia
potencial da espécie em area que abrange o dominio de todos os seis biomas (Figura 11).

Segundo Ferreira et al.(1977), as semestes da Trema micrantha conservam seu poder
germinativo por muito tempo, ndo sendo inviabilizadas pela acdo do fogo. Apos queimadas,
surgem inumeras plantulas que rapidamente se fixam e desenvolvem, o que pode explicar a ampla

distribuicdo da espécie em biomas que ja foram severamente alterados.
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As projecdes realizadas para os cenarios climaticos menos pessimistas (RCP 45) e mais
pessimistas (RCP 85) no futuro (Figuras 12, 13, 14 e 15) apontam para redugdo das areas aptas ao
desenvolvimento da espécie nos dois periodos avaliados (2020-2050 e 2051-2070), sendo que as
areas mais sensiveis a reducdo da espécie estdo concentradas nos biomas Amazdnia, Pantanal e
Cerrado.

Os resultados gerados demonstram que Trema micrantha possui distribuicdo ampla pelo
Atlantico, apresentando predominancia nas partes litoraneas dos biomas Caatinga ¢ Mata
Atlantica, condizendo com estudos que a classificam como uma espécie neotropical, comum em
fases iniciais da sucessdo secundéria, se adaptando em varios tipos de formagdes vegetais
(Lorenzi, 2008), sendo marcante em florestas ombrofilas densas, mas também em campos
rupestres (Carvalho, 1994). Com isso, a projecao atual gerada pela modelagem utilizada corrobora
com o descrito pelo levantamento de literatura.

Algumas variaveis climaticas, como baixa umidade na estagdo mais seca no Cerrado e
Caatinga, que eventualmente ocasionam incéndios florestais, demonstraram ser importantes
elementos ecologicos na determinacdo da area de ocorréncia de 7. micrantha, ja que sua
frequéncia ¢ maior em 4areas alteradas. De forma geral, os resultados sugerem que a espécie tem
um carater tropical, sendo tolerante tanto a secas quanto aos mais altos indices de umidade, o que
pode explicar sua ampla area de ocorréncia desde o nordeste até o litoral do sudeste e sul do
Brasil.

Além destes fatores ecoldgicos, ndo se pode ignorar a capacidade da influéncia humana
sobre o padrdo de distribuicdo geografica das espécies arboreas. Neste contexto, como a Mata
Atlantica representa a formacao florestal que mais tem sido influenciada por praticas antrdpicas,
sendo a 7. micrantha colonizadora especialmente de ambientes alterados, isso explica sua alta
incidéncia neste bioma.

No caso do bioma Caatinga, além de ser das primeiras a se estabelecer em areas
abandonadas por agricultores (Lorenzi, 2008), também atua como pioneira na estabilizagdo de
dunas (Kageyama, 1992), o que pode estar relacionado com a sua distribuicdo mais ampla no
litoral do nordeste brasileiro.

Nos diferentes cenarios de mudancas climaticas estipulados, os resultados mostraram
impactos sobre a distribuigdo geografica potencial de 7. micrantha com uma tendéncia de
alteragdes muito maiores para a Amazodnia. Isto pode ser explicado pelo fato deste bioma ser o
mais sensivel 4s mudancas climaticas. Porém, estas circunstancias ainda devem ser associadas a
outros fatores de natureza antropica, como o fato da Amazodnia ser o bioma mais intensamente

explorado, onde mais se concentram atividades predatorias ilegais, seja por falta de fiscalizagdo
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devido condi¢des adversas da regido ou mesmo falta de recursos, o que aumenta a incerteza

quanto as predigdes futuras de ocorréncia geografica de espécies.
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Figura 11. Projecdo para o periodo de 2020-2050, no cenario RCP 45, da distribui¢do de Trema
micrantha no Brasil por biomas de acordo com as mudancas climaticas globais (Modelo
Envelope Score).
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Figura 12. Proje¢do para 2051-2070, no cenario RCP 45, da distribuicao de Trema micrantha no
Brasil por biomas de acordo com as mudangas climaticas globais (Modelo Envelope Score).
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Figura 13. Projecdo para o periodo de 2020-2050, no cenario RCP 85, da distribuicdo de Trema
micrantha no Brasil por biomas de acordo com as mudancas climaticas globais (Modelo Envelope

Score).
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Figura 14. Proje¢do para o periodo de 2051-2070, no cenario RCP 85, da distribuicdo de Trema
micrantha no Brasil por biomas de acordo com as mudangas climaticas globais (Modelo Envelope
Score).

Entre os modelos gerados durante a tabulacdo de dados, para o calculo da 4rea foi
selecionado aquele que apresentou a maior similaridade com os pontos de ocorréncia da espécie.
No caso, foi escolhido o modelo Environmental distance, o qual, permitiu identificar a potencial
ocorréncia da espécie em areas aptas de cinco biomas brasileiros, dentre eles, Amazonia, Mata
Atlantica, Caatinga, Cerrado e Pampa. As projecdes obtidas paras os cenarios futuros mostram a
reducdo de areas aptas ao desenvolvimento da espécie nos dois periodos levados em consideragdo
para a analise (2020-2050 e 2051-2070), de modo que os biomas mais sensiveis sdo o da
Amazonia devido a sensibilidade a variagdes climaticas (SEDDON et al., 2016) e o Pantanal que
de acordo com dados na literatura, ¢ uma regido que tem sofrido com desmatamento em demasia
(FAUSTO et al., 2016) devido a industria agropecuaria (AZEVEDO; SAITO, 2013).

Os modelos apresentados, indicam a sensibilidade de Trema micrantha nos biomas da
Amazonia e Pantanal no cenario menos pessimista (RCP 45), de modo que a mudanga para cada
periodo foi de redugdo de area apta para a espécie no periodo de 2050 e 2070, com excecao da
Mata Atlantica que se mantém em 2050. Enquanto no cendrio mais pessimista (RCP 85), a
espécie se torna sensivel a todos os biomas, inclusive no Bioma do Pantanal, a presenca da
espécie se torna extinta. Ha exce¢do para a Mata Atlantica em que ainda ha resquicios da planta.

Dessa forma, as populagdes naturais de 7. micrantha nos biomas Amazodnia e Pantanal,
devem ser priorizadas para coletas, implantacdo de novos plantios, desenvolvimento de colecdes
de germoplasma para sua conservagdo e consequente melhoramento genético. Assim como uma
pesquisa mais detalhada nas areas de ocorréncia da espécie podera contribuir de modo mais
eficiente, principalmente se em conjunto com informagdes acerca da variabilidade genética de

populagdes de T. micrantha e o potencial de adaptagdo das mesmas em cada ambiente ou bioma.
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Figura 15. Area de distribui¢io (em km?) por bioma de 7. micrantha no cenario RCP 45 nos dois
periodos (Modelo Environmental Distance).
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Tabela 9. Area, em quildmetros quadrados, na projecio do cenario RCP 45 para ambos periodos.
Fonte: Proprio autor.

Area (km?)

2009 - 2019 2020 - 2050 2051 -2070

Amazonia 148957437,8 209900,4707 16872,2246
Caatinga 12411800 2781347,5253 2140495,6434
Cerrado 12411821,7 2844203,2775 2148039,8666
Mata Atlantica 173766311,6 30522219,8543 6241983,9515
Pampa 12411891,11 2774567,6401 2086734,4832

Pantanal 12411800 2811143,4396 82,2344
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Figura 16. Area de distribui¢io (em km?) por bioma de 7. micrantha no cenario RCP 85 nos dois
periodos (Modelo Environmental Distance).
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Tabela 10. Area, em quildmetros quadrados, na projegdo do cenario RCP 85 para ambos
periodos. Fonte: Proprio autor

Area (km?)
Biomas 2009-2019 2020-2050 2051-2070
Amazonia 148957437,8 103205,9924 3523,4607
Mata Atlantica 12411800 2804553,547 1479703,85
Caatinga 12411821,7 915207,3297 813933,614
Cerrado 173766311,6 1495079,737 789396,005
Pampa 12411891,11 474026,9174 106661,8098
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6. CONCLUSOES

Existe alta diversidade genética entre os individuos amostrados dentro de populacdes
naturais de Trema micrantha e sua estrutura genética se apresenta como uma metapopulagao.
Ressalta-se que novos individuos e outros locos microssatélites devem ser analisados para
aumentar a amostragem e confirmar dos resultados.

Trema micrantha apresenta distribui¢do geografica no territdrio brasileiro associada,
principalmente, a areas alteradas em processo de sucessdo secunddria, € com um carater
tropical.

As areas mais sensiveis a redugdo da espécie no Brasil a partir de proje¢des para os
periodos de 2020-2050 e 2051-2070 estdo concentradas nos biomas Amazonia, Pantanal e
Cerrado.

As areas litoraneas dos biomas Caatinga e Mata Atlantica podem ser consideradas
como estratégicas para a conservagdo € manejo sustentavel da espécie, uma vez que
apresentaram maior adequabilidade climatica para Trema micrantha e podem funcionar como
areas prioritarias para coleta de sementes para reflorestamentos e para conservacdo da

variabilidade genética da espécie in situ.
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