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REF.: Proposta de delineamento metodoldgico de analise de diversidade genética
de espécies arboreas.

Clausula 168 do TTAC

Prezado Senhor,

A Fundagd@o Renova ("Fundagado”) tem a missao de implementar e
gerir os programas de reparacdo, restauracdo e reconstrugdo das regides
impactadas pelo rompimento da barragem de Funddo, conforme programas
socioambientais e socioecondémicos previstos no Termo de Transagao e Ajuste de
Conduta (TTAC). Na frente socioambiental, a clausula 168 do TTAC trata da
Conservacdo da Biodiversidade Terrestre impactada em decorréncia do

rompimento da barragem de Funddo em Mariana, MG. %
v,
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Neste contexto, apresentamos proposta de delineamento metodoldgico
para analise de diversidade genética de espécies arbéreas, como parte da

Avaliagéo de impactos e Monitoramento da flora terrestre nos Estados de Minas
Gerais e Espirito Santo.

Sendo o que cumpria para 0 momento, a Fundagdo Renova se mantém 2

disposicdo para prestar quaisquer esclarecimentos adicionais que se fizerem
necessarios.

Renovando nossos votos de estima e consideracdo, subscrevemos a
presente.

Atenciosamente,

S \RZERDCS S 1R
| FUNDACAO RENOVA

BRUNO VERGUEIRO SILVA PIMENTA
COORDENADOR DE PROGRAMAS SOCIOAMBIENTAIS
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A Fundacgdo Renova

Referéncia: Delineamento de trabalho relacionado a “Diversidade genética de
espécies arboreas” para a Avaliagdo de impactos e Monitoramento da flora terrestre
nos estados de Minas Gerais e Espirito Santo referente ao contrato 4800020487.
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APRESENTAGAO GERAL

A Ello Ambiental Consultoria Ltda, contratada (contrato n° 4800020487) pela
Fundagdo Renova para execugao do segundo ano do monitoramento de flora,
paisagem e solos, vem através deste documento propor metodologias de analise dos
dados que estdo sendo gerados, com a finalidade de responder perguntas

relacionadas aos objetivos especificados na requisigao técnica.

O objetivo do trabalho € extrair dos dados informacgoes relevantes para a investigagao
de impacto, recuperagdo de areas, monitoramento em longo prazo e informagées
uteis para a conservacgao da biodiversidade na regido, agregando qualidade ao
trabalho e avangcando em relagao ao trabalho realizado no primeiro ano. O desenho
amostral basico esta sendo mantido, com o trabalho de manutengé@o das parcelas
RAPELD, marcacédo e medicdo de arvores. O nimero de individuos identificados e

referenciados pelo sistema xy tem avangado amplamente.

Descrevemos neste documento, o delineamento e a metodologia para estudos
genéticos, ja expostos no workshop realizado nos dias 10 e 11/12/19.
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1. INTRODUGAO

O rompimento da barragem de Fundéo, da mineradora Samarco, no municipio de
Mariana em Minas Gerais ocorreu em 5 de novembro de 2015 e, na época, foi
considerado pelo IBAMA (2015) como “o maior desastre socioambiental do pais no
setor de mineragao, com o langamento de 34 milhées de metros cubicos de rejeitos
no meio ambiente”. Em decorréncia do desastre, cerca de 11 toneladas de peixes
mortos foram encontradas (RAMBOLL, 2017) e houve o aumento da quantidade de
particulas em suspensao e dissolvidas na agua do Rio Doce, atingindo concentragdes
de ferro (Fe), arsénio (As), mercurio (Hg) e manganés (Mn) que excederam o0s
padrées legais (HATIE et al., 2017).

O desequilibrio ecolégico causado pela morte dos peixes e poluicdo da agua do rio
pode ter levado a uma reagao em cadeia ainda dificil de ser mensurada. Especula-se,
por exemplo, que o surto de febre amarela que dizimou centenas de primatas
humanos e ndo humanos nos estados de Minas Gerais e Espirito Santo em 2017 tem
relacdo com o rompimento da barragem e com a morte dos anfibios e peixes que

controlavam naturalmente o mosquito vetor da doenca (POSSAS et al., 2018).

A longo prazo, a redugdo de populagées animais pode afetar espécies arbéreas que
dependem dessas espécies para a dispersao de sementes e/ou polinizagao. Sem os
dispersores a semente germina préxima a planta genitora, reduzindo o fluxo génico
entre fragmentos e entre pontos distantes dentro do mesmo fragmento levando ao
isolamento entre populagdes e, consequentemente, ao aumento da estrutura

genética.

Deve-se considerar também que o vale do Rio Doce € uma regido chave para a
conservagao, pois que abriga alto endemismo filogenético e alta diversidade genética
para varios grupos (CARNAVAL et al., 2009; BATALHA-FILHO E MIYAKI, 2016).

Segundo Carnaval e Moritz (2008) e Carnaval et al, (2009) a regido permaneceu
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florestada durante as mudancas climaticas do Pleistoceno, sendo um dos refugios da
Mata Atlantica.

Visto isso, a proposta do projeto €, através de duas espécies-chave de arvores,
investigar parametros genéticos populacionais como diversidade genética, estrutura
genética populacional, fluxo génico e também avaliar a histéria demografica das
populagées. O delineamento foi concebido visando investigar os impactos ocorridos
pelo desastre e por outras atividades humanas pretéritas, gerar informacoes
importantes a conservacao na area de estudo e atender as solicitagées da camara
técnica, utilizando a metodologia que vem sendo realizada.
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2.GENETICA

2.1. Diversidade genética e Fluxo Génico dentro e entre

fragmentos

A diversidade genética pode ser estimada através da heterozigosidade observada
(HO) obtida a partir das frequéncias de heterozigotos presentes e da heterozigosidade
esperada (HE) obtida a partir das frequéncias alélicas de uma populagao. O valor de
HE permite mensurar o nivel de variagdo genética em uma populagao de uma
determinada espécie, independentemente do sistema reprodutivo (Nei, 1973). Outros
endogamia (FIS).

O fluxo génico refere-se a todos os mecanismos de movimentagao de alelos entre e
dentro das populagées. Para espécies vegetais, a polinizacdo e a dispersao de
sementes sao dois estagios independentes e criticos do fluxo génico e do ciclo de
recrutamento para a composicdo de genétipos para as novas geragdes. Usualmente,
esses dois estagios envolvem a interacao de fatores bidticos e abiéticos que fornecem

servicos de dispersao de polen e de sementes (Hamrick & Nason, 2000).

Perguntas

A Diversidade Genética dos Adultos e Jovens2 (individuos com DAP entre 1cm e 5¢cm,
indicando uma dispersao anterior ao rompimento da barragem) € maior que a
diversidade genética dos Jovens1(individuo mais jovem, com presenca de cotilédone,
indicando dispersao apoés o rompimento da barragem)?

O fluxo génico de arvores dependentes de fauna para polinizacdo e dispersao

diminuiu apos o rompimento da barragem?
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Hipoteses

Os indices de diversidade genética dos adultos e jovens2 sera maior que o dos
jovens1, enquanto a endogamia (FIS) dos adultos e jovens2 sera menor que a dos
jovens1

Nos individuos do grupo jovens2 encontraremos genitores tanto em locais préximos
quanto mais distante dentro do mesmo transecto além de genitores no transecto
localizado do outro fragmento. Ja para os individuos do grupo jovens1 encontraremos,
prioritariamente, genitores proximos da prole devido ao possivel déficit de dispersores

causado pelo rompimento da barragem.

Premissas

O rompimento da barragem reduziu a quantidade de animais polinizadores e
dispersores de sementes;
A reducao de polinizadores e dispersores causa déficit de polinizacéo e dispersao,

diminuindo o fluxo génico.

Objetivo geral

Avaliar o fluxo génico através de teste alocagdo de paternidade por meio de
marcadores microssatélites, observando a ocorréncia de processos de dispersdo e

polinizagao por fauna antes e depois do rompimento da barragem.

Objetivos especificos

e Comparar os indices de diversidade genética (HE, HO, AR) e endogamia (FIS)
entre individuos adultos e jovens1 (individuo com presenca de cotilédone,
indicando dispersdo ap6s o rompimento da barragem de Fundao) para testar
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se o desastre afetou geneticamente as populagées, diminuindo os indices de
diversidade genética e aumentando a endogamia.

« Se houver fluxo génico entre fragmentos, observar se este se da por
polinizagao (genitor 1 e genitor 2 em fragmentos diferentes) e/ou dispersao
(prole em fragmento diferente dos genitores).

s Observar a distancia de polinizacao e dispersao, e, dessa maneira, avaliar o

deslocamento da fauna polinizadora e dispersora ao longo da paisagem.
Delineamento

A fim de avaliar os processos ecologicos de dispersao e polinizagao e de comparar a
diversidade genética entre adultos e jovens, serdo utilizadas como organismos
modelo duas espécies arboreas, Sapucaia (Lecythis pisonis) e Jacaranda-da-bahia
(Dalbergia nigra) a primeira € dispersa por morcegos e polinizada por abeihas e a

segunda é dispersa pelo vento e polinizada por abelhas.

Para a coleta de material foliar serao escolhidas 6 parcelas riparias ao longo do Rio
Doce e Rio Gualacho do Norte. As parcelas riparias servirdo como ponto de partida
para a busca ativa das arvores e plantulas, no entanto a busca pode exceder o limite
da parcela pois € pouco provavel encontrar o nimero de individuos necessarios para
o estudo dentro de uma parcela. A amostragem de 90 individuos por localidade
(partindo de uma parcela riparia) sera dividida entre 30 jovens1 (individuo mais jovem,
com presenca de cotilédone, indicando dispersdo apos o rompimento da barragem),
30 jovens 2 (individuos com DAP entre 1cm e 5cm, indicando uma dispersao anterior

ao rompimento da barragem) de 30 adultos (possiveis genitores, DAP > 30cm).

Por se tratar de espécies com baixa densidade de adultos, além de uma das espécies
ser ameacada de extingdo, € possivel que mesmo varrendo uma area maior que a

parcela nao sejam encontrados 30 adultos. Nesse caso, faremos uma parcela a mais,
totalizando 7 parcelas, para completar o numero de individuos proposto no orgamento.

ENn 0‘/. y ELLO-DOC-__/2019 Dezembro, 2019

w Responsavel pelo relatério




o s

Para cada espécie sera feita a comparacao da diversidade genética e distancias de
disperséao e polinizagao antes e depois do rompimento da barragem de Fundao. Para
isso utilizaremos os Jovens 2 para medir os parametros de antes do rompimento e os

Jovens 1 para medir os parametros depois do rompimento.

Hipdtese

A diversidade genética dos jovens2 e dos adultos sera maior que a diversidade
genética dos Jovens 1 pois o déficit de dispersado tende a aumentar o cruzamento de
individuos mais proximos que tém mais chances de serem aparentados.

Nos individuos do grupo jovens2 encontraremos genitores tanto em locais préximos
quanto mais distante dentro do mesmo transecto além de genitores no transecto
localizado do outro fragmento. Ja para os individuos do grupo jovens1 encontraremos,
prioritariamente, genitores proximos da prole devido ao possivel déficit de dispersores

causado pelo rompimento da barragem.

Método

O material genético composto de folhas sera coletado pela equipe de campo formada
por um profissional sénior, dois profissionais junior e um auxiliar de campo, utilizando
tesouras de poda ou podao. As folhas serdo acondicionadas em sacolas plasticas
individuais e identificadas com o numero do individuo. Cada individuo deve ser
numerado e georreferenciado. Ao final de cada dia de coleta o material foliar sera
estocado em geladeira a 4°C por até uma semana. Ao final da expedicado de coleta as
amostras foliares serdo encaminhadas por transportadora em caixa isopor com gelo
em gel até o Laboratorio de Evolugdo e Biogeografia no Instituto de Biologia da
Universidade Federal da Bahia, onde sera feita a extragdo de DNA e reagdes de PCR
(Reacdo em Cadeia de Polimerase). Aié o momento da extracdo de DNA, as amostras

serdo estocadas no laboratoério em freezer a -20 °C.
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Extragdo de DNA

O DNA gendmico total das amostras sera extraido pela equipe de laboratério formada
por uma bidloga doutora em genética e um estagiario do curso de biologia. A extracao
sera feita conforme protocolo Ferreira & Grattapaglia (1998). A quantificagao do DNA
sera feita utilizando o Qubit 4 Fluorometer (Invitrogen). Em seguida, todas as amostras

serado diluidas para a concentragao de 2,5 ng/ul de DNA.

Amplificagdo e genotipagem com marcadores microssatélites

A selegdo dos primers, reagées de PCR e visualizacdo dos produtos de PCR em
agarose sera feita pela equipe de laboratério formada por uma biéloga doutora em
genética e um estagiario do curso de biologia. Serao selecionados da literatura pelo
menos oito iniciadores (primers) microssatélites polimérficos para cada espécie
estudada. Os primers serdo sintetizados com cauda M13 para anelamento da
fluorescéncia (NED, PET, 6-FAM e VIC) utilizada na genotipagem semiautomatica.
As condigées de amplificagdo de cada microssatélites serao otimizadas por PCR
(reag6es em cadeia de polimerase). As reagoes serao realizadas em um volume final
de 10 pl, contendo tampéao 10x, MgCI2 (50mM), DNTPs (10mM), Primer F (10 pM),
Primer R (10 uM), fluorescéncia para anelamento na cauda M13 (1uM), tag (5U/mL),
H20 e 20 ng de DNA gendmico. O termociclador sera programado para um passo
inicial de desnaturagao de 1 minuto a 94 °C, seguido de 35 ciclos de 1 min a 94 °C,
45 segundos a temperatura de anelamento que sera otimizada para cada primer, 1
min a 72 °C, e mais 8 ciclos para o anelamento da cauda M13 ao primer reverse, que
se constitui de um passo de 1 min a 94 °C, 1 min 53 °C, 1 min a 72 °C seguido de a
um passo final de 30 segundos a 72 °C. As reacdes serdo acompanhadas por controle
negativo contendo todos os componentes, exceto o DNA gendmico. Os produtos de
PCR seréo visualizados em géis de agarose 2% corados com GelGreen e os que
amplificarem satisfatoriamente serdo enviados para genotipagem de fragmentos. Os
produtos de PCR das reagbes serdao dispostos em placas de genotipagem,
armazenados em caixa isopor com gelo em gel e enviados por transportadora para o
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IBETEC, UNESP, campus de Botucatu para genotipagem por eletroforese em capilar
com o analisador genético ABI3500, utilizando o LIZ500 como marcador de tamanho.
A UNESP enviara os resultados da genotipagem por e-mail e descartara as amostras.
A equipe recebera os resultados brutos e analisara a longitude dos fragmentos, que

sera classificada como alelo pelo software GeneMapper v3.1 (Applied Biosystems).

Analise de dados

A Riqueza alélica (AR), heterozigosidade esperada (HE); heterozigosidade observada
(HO); e endogamia (FIS) serao calculados pelo programa GenAlEx 6.5 (Peakall &
Smouse, 2012).

O fluxo génico direto, por teste de alocagdo de paternidade sera estimado pelo
programa CERVUS 3.0 (Kalinowski et al, 2007) utilizando o método de alocacao
categorica. Para analise de paternidade serdo utilizados os jovens1 e jovens2
coletados nos dois transectos. Para determinar os possiveis genoétipos dos jovens
serdo utilizados como pais candidatos todos os adultos amostrados na faixa 3 (DAP
> 30cm). As simulagées serao feitas para alocar os dois genétipos mais provaveis
utilizando 10.000 repeticées, com uma proporgao de 0,05 de erro de genotipagem por
loco e um intervalo de confianga de 95%. Em seguida serdo alocados um ou dois
genitores mais provaveis para cada prole através dos valores de LOD score. A

possibilidade de autofecundagao também podera ser considerada nas simulagoes.

2.2. Estrutura genética populacional

A estrutura genética refere-se a organizacao nao aleatoéria dos alelos e genétipos no
espaco e tempo. A estrutura genética se da em diferentes niveis hierarquicos: entre
populagbes separadas geograficamente, dentro da mesma populagéo ou até mesmo
entre e dentro de familias e progénies. Diversos fatores podem influenciar a estrutura
genética, como: heterogeneidade da paisagem, densidade, distribuigdo e parentesco
dos individuos, comportamento de polinizadores, mecanismos de dispersao, sistema
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reprodutivo da espécie e acdo das forgas evolutivas (migracéo, selegdo, mutagao e
deriva) (Loveless & Hamrick, 1984; Jones et al., 2006).

Perguntas
Existe estrutura genética populacional entre os fragmentos analisados?
Existe estrutura genética espacial em fina escala?

Existe estrutura genética temporal entre jovens e adultos?

Hipoteses

As analises de estrutura populacional irdo refletir eventos histéricos como, por
exemplo, a retracédo florestal durante o Pleistoceno. Eventos recentes, como o
rompimento da barragem de Fundao, s¢ sera refletido na estrutura populacional daqui
a algumas geragoes.

Como a estrutura genética espacial em fina escala estda muito relacionada ao
comportamento e sistema reprodutivo da planta, ndo ha como formular hipétese sobre
este topico antes da selegao das espécies.

Havera estrutura genética entre os jovens1 e adultos devido ao déficit de disperséo e

polinizacao.

Premissas
Déficit de polinizagdo e dispersdo tende a mudar a composi¢éo genética da geracgéao
seguinte devido ao aumento na endogamia por cruzamento entre individuos mais

proximos e possivelmente mais aparentados.

Objetivo geral
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Caracterizar estruturagdo populacional para fornecer subsidios para comparagoes
posteriores e para elaboragdo de estratégias de conservacdo para as espécies

abordadas e da floresta como um todo.

Objetivos especificos

e Avaliar o numero de grupos genéticos (k);

e Acessar a ocorréncia e magnitude da estrutura genética espacial e estrutura
genética espacial em fina escala;

o Avaliar a existéncia de estrutura genética temporal entre jovens 2 e jovens1

(antes e depois do rompimento da barragem).

Delineamento

Serao utilizadas como organismos-modelo as duas espécies arboreas sugeridas no
item 3.1. Serdo coletados pelo menos 30 individuos jovens 2 e 30 individuos jovens1
por ponto amostral, totalizando 60 individuos por localidade.

Procedimento de coleta e logistica, Extragdo de DNA, Amplificagdo e genotipagem

com marcadores microssatélites idem ao item 8.1
Anélise de dados da Estrutura genética

Sera calculado o coeficiente RST (Slatkin, 1995) utilizando o software RST-Calc
(Goodman, 1997) com 10000 bootstraps.

Para determiner o numero mais provavel de grupos (K) sera implementado o método
de agrupamento Bayesiano no software Structure 2.3.4 (Pritchard et al., 2000). O
modelo sera executado com 10 simulagbes independentes para cada K com
comprimento burn-in de 10.000 geragcées MCMC e comprimento de execugao de
100.000 geragdes. O nimero mais provavel de grupos sera calculado pelo programa
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online Structure Harvester (Earl & Vonholdt, 2011) estimando de acordo com o valor

de (AK), seguindo os procedimentos de Evanno et al., (2005).
Estrutura Genética Espacial em Fina Escala

Para as anadlises de estrutura genética espacial e fina escala sera utilizado o programa
SPAGeDi (Hardy & Vekemans, 2002). As andlises de distribuicdo espacial dos
genodtipos dentro das populagbes serdao realizadas a partir do coeficiente de
parentesco (Fij) de Loiselle et al., (1995). Para testar desvios significativos da
estrutura genética espacial, sera calculado um intervalo de confianga de 95% para

cada valor observado em cada classe de distancia utilizando 1000 permutagoes.

2.3. Histéria demografica das populagdes

A histéria demografica de uma populagdo deixa uma assinatura no genoma de seus
representantes modernos que pode ser acessada por meio de marcadores
moleculares. Reconstruir essa histéria pode levar a conclusdes uteis sobre varios
processos evolutivos. As analise de historia demografica baseadas em coalescéncia
permitem testar auséncia ou presenca de selecdo natural, estimar tamanho
populacional, taxas de crescimento e tempo de divergéncia entre populagcdes (Zolet
et al.,2013).

Perguntas

Qual o tamanho efetivo populacional atual e pretérito?

Houve mudangas nos tamanhos populacionais ao longo da histéria evolutiva das
espécies?

Houve gargalo genético dessas populagdes no passado?

Hipéteses
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O tamanho efetivo pretérito sera maior que o atual;

Os tamanhos efetivos populacionais se mantiveram estaveis desde o ultimo maximo
glacial (UGM, 21 mil anos atras);

Houve um gargalo genético recente (desde aproximadamente 40 anos atras) devido
aos eventos de desmatamento e fragmentagao;

Por ser o evento recente, o rompimento da barragem de Fundéo ainda néo tera efeito

demografico detectavel nas populagées.

Premissas

A regid@o do Vale do Rio Doce & considerada uma area de estabilidade que se manteve
florestada durante as oscilagdes climaticas do Pleistoceno;

O desmatamento e fragmentagao causaram diminui¢gdo nos tamanhos populacionais

das espécies.

Objetivo geral

Utilizar coalescéncia baseada em stepwise mutation model para inferir sobre eventos
populacionais pretéritos, como ocorréncia de migragdo, mudanga no tamanho

populacional e gargalos genéticos.

Delineamento

Seréo utilizados os individuos ja amostrados no item 8.1.
Procedimento de coleta e logistica, Extragcdo de DNA, Amplificacéo e genotipagem

com marcadores microssatélites sera idem item 8.1
Anélise de dados: histéria demogréfica das populagbes

O numero efetivo de individuos sera estimado utilizando o método de coancestria de
Waples (2008), implementado no software NeEstimator V2 (DO ef al., 2014). A analise
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de coalescéncia por aproximagdo bayesiana (ABC) utilizando marcadores
microssatélites sera implementada no software DIYABC v.2.0 (Cornuet et al., 2014).
A presenca de gargalos genéticos sera inferida pelo software BOTTLENECK 1.2.02
(Cristescu et al., 2009).
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