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RESUMO

Coleocephalocereus purpureus é uma cactacea criticamente ameacada de extingdo. A
sua distribuicdo é restrita a um fragmento do bioma Caatinga em Minas Gerais, com
ocorréncia em afloramentos rochosos onde geralmente ocorre intensa exploracdo de
granito ornamental. Seu habitat encontra-se gravemente comprometido em virtude de
processos minerarios. Sendo assim esta pesquisa teve como objetivo analisar a estrutura
e diversidade genética de 04 agrupamentos de C. purpureus situados em locais distintos
do municipio de Itinga (MG), e ainda, a elaboracdo do Plano de Manejo Genético para
os exemplares presentes no agrupamento da RPPN Pasmado, assim como a elaboragéo
de acOes de manutencdo para 0s outros 03 agrupamentos como forma de reter a
diversidade genética remanescente nos agrupamentos a fim de garantir a sobrevivéncia
da espécie. Deste modo, desenvolveu-se um marcador molecular para acessar a
estrutura genética visando estimar a variabilidade genética dos agrupamentos
amostrados. Para proceder a avaliagdo da diversidade génica coletou-se 132 amostras de
representantes dos 04 agrupamentos; extraiu-se 0 DNA; confeccionou-se primers para o
desenvolvimento de marcadores moleculares microssatelites; validou-se os marcadores;
procedeu-se a genotipagem; interpretou-se os dados; e identificou-se os individuos
geneticamente mais valiosos. A partir dos marcadores moleculares obtidos foi possivel
estimar a heterozigosidade dos agrupamentos amostrados, certificando que o0s
marcadores desenvolvidos foram adequados para serem utilizados em futuros estudos
populacionais de diversidade e estrutura populacional de C. purpureus. Na sequéncia,
verificou-se que as estimativas de diversidade genética apresentaram niveis moderados
de variabilidade génica, revelando-se que dos 04 agrupamentos amostrados ha 01
agrupamento que formou uma populacdo geneticamente distinta. A partir dos resultados
obtidos elaborou-se o Plano de Manejo Genético para o agrupamento presente na RPPN
Pasmado e também estratégias que favorecerdo a conservacdo de C. purpureus nos
outros 03 agrupamentos amostrados. Concluiu-se que: 1- quanto maior a
heterozigosidade encontrada entre agrupamentos, maior sera a variabilidade genética e,
consequentemente, melhor serd o equilibrio da populagdo e menor sera o risco de
extincdo da espécie por fatores genéticos;  2- os marcadores desenvolvidos séo
extremamente uteis para estudos genéticos com a espécie em questdo; 3- constatou-se a
caréncia de estudos aprofundados sobre a conservacdo de C. purpureus; 4- para a
implementacdo do Plano de Manejo Genético serd necessaria a elabora¢do de estudos
complementares sobre a biologia reprodutiva de C. purpures, bem como estudos sobre
0s respectivos polinizadores. Portanto, inferiu-se que esta pesquisa colabora
efetivamente para com a conservacdo da especie, uma vez que traz ao publico uma
importante ferramenta molecular de acesso a estrutura e diversidade genética,
subsidiando-se o Plano de Manejo Genético, o qual tem importante potencial para
reabilitar e reconstruir agrupamentos de C. purpureus em declinio.

Palavras-chaves: Coleocephalocereus purpureus, Cactaceae, diversidade genética,
conservacao.



ABSTRACT

Coleocephalocereus purpureus is a critically endangered cactus. Its distribution is
restricted to a fragment of the Caatinga biome in Minas Gerais, occurring in rocky
outcrops where intense exploitation of ornamental granite usually occurs. Its habitat is
severely compromised due to mining processes. Thus, this research aimed to analyze
the structure and genetic diversity of four populational groups of C. purpureus located
in different locations of Itinga (MG) and the elaboration of the Genetic Management
Plan for the specimens present in the RPPN Pasmado as well as the elaboration of
conservation actions for the other three groups as a way to retain the remaining genetic
diversity of the species. Thus, a molecular marker was developed to access the genetic
structure to estimate the genetic variability of C. purpureus populations. To evaluate
the genetic diversity, 132 samples were collected from representatives of the four
groups, DNA was extracted and the microsatellite molecular markers were genotyped.
Molecular data were interpreted and the most genetically valuable individuals were
identified. From the obtained molecular markers it was possible to estimate the
heterozygosity of the sampled groups, certifying that the developed markers were
adequate to be used in future population studies of C. purpureus diversity and
population structure. It was verified that the genetic diversity estimates presented
moderate levels of gene variability and it was possible to define two distinct populations
isolated by Jequitinhonha River. From the results obtained, the Genetic Management
Plan was elaborated for the species. It was concluded that: (1) the higher the
heterozygosity found between grouping, the greater the genetic variability and,
consequently, the better the population balance and the lower the risk of extinction of
the species by genetic factors; (2) the markers developed are extremely useful for
genetic studies with the species in question; (3) there was a lack of in-depth
conservation studies of C. purpureus; (4) for the implementation of the Genetic
Management Plan it will be necessary to elaborate complementary studies on the
reproductive biology of C. purpures, as well as studies on the respective pollinators.
Therefore, it was inferred that this research collaborates effectively with the
conservation of the species, since it brings to the public an important molecular tool for
access to genetic structure and diversity, subsidizing the Genetic Management Plan,
which has important potential for rehabilitate and reconstruct declining C. purpureus

grouping.

Keywords: Coleocephalocereus purpureus, Cactaceae, genetic diversity, conservation.
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PREFACIO

Esta dissertacdo esta organizada em quatro partes, consistindo em uma introducao geral
acompanhada do referencial tedrico e objetivos, mais dois capitulos que correspondem
aos artigos cientificos elaborados a partir dos resultados obtidos das analises de
estrutura e diversidade genética de C. purpureus. E ainda, um capitulo que apresenta o

Plano de Manejo Genético a fim de contribuir para com a conservacao de C. purpureus.

A introducdo abordou aspectos que ndo foram incluidos nos artigos, mas que séo de
suma importancia para que os leitores que ndo estejam envolvidos com a espécie
Coleocephalocereus purpureus tenham uma breve contextualizacdo sobre o tema
abordado neste trabalho, bem como a melhor compreenséo da relevancia dos objetivos
propostos que também foram incluidos nessa secéo.

O capitulo 1 inclui o artigo intitulado “Development of microsatellite markers for the
threatened species Coleocephalocereus purpureus (Cactaceae) using next-generation
sequencing”, ja no prelo para publicagdo no periodico Molecular Biology Reports. Este
artigo teve como objetivo apresentar os resultados do desenvolvimento e validacdo de
marcadores moleculares microssatélites para a espécie ameacada de extingdo C.
purpureus. Os marcadores foram obtidos a partir de sequéncias geradas por abordagens
de sequenciamento shotgum de genoma inteiro. Um grupo de teste de 36 espécimes da
populacdo principal foi genotipado e todos 0s marcadores descritos apresentaram
resultados satisfatorios para estudos genéticos populacionais, demonstrando status
polimérfico para o grupo de teste de C. purpureus com amplificacdo limpa e
reprodutivel. Nenhuma evidéncia para erros de pontuacao, alelos nulos ou desequilibrio
de ligacdo foi detectada. O numero de alelos por loco variou de 3 a 6 e a
heterozigosidade esperada variou de 07,78 a 0,99. Deste modo, constatou-se que 0s
marcadores moleculares desenvolvidos sdo adequados para serem utilizados em futuros

estudos populacionais de diversidade e estrutura populacional de C. purpureus.

O capitulo 2 incluiu 0 manuscrito intitulado “Establishing population boundaries and
conservation proposals for Coleocephalocereus purpureus, a critically endangered
cactus species microendemic from Caatinga biome”, submetido ao periddico Journal of
Nature Conservation, documentando-se a avaliar a diversidade genética dos
agrupamentos remanescentes de C. purpureus presentes em 04 localidades situadas em

Itinga (MG), para proceder a uma base para preposicdo de acgdes efetivas para a
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conservacao genética da referida espécie. As estimativas da diversidade genética, apesar
dos agrupamentos serem pequenos e fragmentadas, apresentaram niveis moderados de
variabilidade genética. Todas as abordagens de diferenciacdo genética revelaram que ha
uma clara diferenciacdo de uma populacédo isolada pelo Rio Jequitinhonha em relacéo a
outra populacéo dividida em 03 agrupamentos, 0 que constitui uma Unidade de Manejo
independente. Como acBes prioritarias para a retencdo da diversidade genética dos
agrupamentos de C. purpureus, propde-se (i) que a populacdo isolada seja considerada
prioritaria para os esforcos de conservacdo e gerida como uma unidade independente;
(i) manter a integridade do habitat de todos os agrupamentos e realizar o
monitoramento da diversidade genética; (iii) a qualidade de habitats dos polinizadores
locais também deve ser preservada; e (iv) a conservacao ex situ deve ser considerada no
estabelecimento de representantes de C. purpureus em jardins botanicos, bem como a

formacéo de banco de germoplasma.

O capitulo 3 apresenta 0 Plano de Manejo Genético dos agrupamentos das duas
populacdes de C. purpureus presentes no municipio de Itinga (MG). Este documento
estabeleceu eficientes estratégias para 0 manejo genético dos agrupamentos
amostradas, contemplando medidas de controle dos fatores de risco de perda da espécie,
bem como a definicdo das estratégias para conservacao da variabilidade genética entre
0s agrupamentos amostrados; acdes para viabilizar a polinizacao; formacdo de bancos
de germoplasma; manutencdo dos tamanhos dos agrupamentos a fim de evitar erosdo
genética; manutencdo de habitat para polinizadores; e conservacgao ex situ de coldnias de

C. purpureus em jardim boténico.

Por fim, vale destacar que embora cada um dos artigos assim como o Plano de Manejo
Genético, apresentam finalidades independentes, porem relacionadas, todos contribuem
para a compreensdo da historia evolutiva da espécie Coleocephalocereus purpureus em
Minas Gerais, espécie cactacea criticamente ameacada de extin¢do que ainda € carente

de estudos.
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1. INTRODUCAO

A familia Cactaceae apresenta mais de 1300 espécies, sendo a segunda maior em ordem de
tamanho entre as plantas vasculares endémicas das Ameéricas, e ainda, € dividida em 3
subfamilias: Pereskioideae, Opuntioideae e Cactoideae (TAYLOR & ZAPPI, 2004). Essa
familia é caracterizada por plantas xerdfitas, suculentas e perenes (MACHADO, 2004),
com caules segmentados em cladodios, 0s quais podem ser achatados ou colunares e
costelados, geralmente com presenca de folhas modificadas em espinhos (SOUZA &
LORENZI, 2012, p. 533), excetuando-se a subfamilia Pereskioideae, a qual atinge porte
arbustivo e arbéreo, com presenca de folhas alternas, largas, deciduas, pouco carnosas
(TAYLOR & ZAPPI, 2004); Flores solitarias ou em inflorescéncia cimosa, bissexuadas ou
raramente unissexuadas; Frutos em baga ou capsula carnosa (SOUZA & LORENZI, 2012,
p. 533).

Em virtude do grau de singularidade que as cactaceas possuem em relacdo ao endemismo,
averiguou-se que é de suma importancia a conservacdo de seus habitats, uma vez
observado o declinio das populagdes associado a perda da qualidade dos mesmos
(TAYLOR & ZAPPI, 2004). Neste contexto, infere-se que a ocorréncia de espécies raras
relaciona-se estreitamente com o grau de endemismo, tornando-se estas duas
caracteristicas importantes critérios para determinacdo de &reas potenciais para fins de
conservacdo (KRUCKEBERG & RABNOWITZ, 1985). Existe uma concordancia geral de
que reservas e parques florestais deveriam ser estabelecidos e manejados de maneira a
preservar a maxima variabilidade genética dentro das espécies. Entretanto, caso ndo tenha
dados disponiveis sobre a estrutura genética das populacfes presentes nessas areas, bem
como dados sobre a distribuicdo da variabilidade génica, torna-se dificil estabelecer
estratégias eficazes para viabilizar uma adequada conservagao das espécies, principalmente

em casos de especies ameagadas de extin¢do. (Whitmore 1980 apud Moraes et al. 1999).

No ano de 2008 o Ministério do Meio Ambiente — MMA, publicou a Instru¢cdo Normativa
MMA n° 06, de setembro de 2008, onde divulgou-se uma lista de espécie ameacadas de
extingdo, contemplando 28 espécies de cactaceas (CAVALCANTI et al., 2013), e ainda,
estabeleceu-se o desenvolvimento de planos de agdo visando a retirada das espécies da
lista, bem como a concessdo de apoio financeiro para a promocao de planos de manejo das
Unidades de Conservacdo, assim como para planos de conservacdo ex situ (BRASIL,
2008). Deste modo, segundo Cavalcanti et al. (2013), “o MMA dedicou o primeiro Plano

18



de Acao Nacional para a Conservacdo das Cactaceas, o qual ficou conhecido como PAN
Cactaceas”. Este Plano teve como objetivo o levantamento das cactaceas ameacadas de
extincdo, assim como elaboracdo de estratégias voltadas para a conservacdo das

populacdes.

Conforme o PAN Cactéceas, dos 382 tdxons nativos distribuidos nos biomas brasileiros
(ZAPPI et al., 2011), destaca-se que algumas espécies sdo encontradas apenas em uma ou
duas regibes (CAVALVANTI et al., 2013), sendo um forte indicativo de espécies
endémicas e, consequentemente, espécies ameacadas de extingdo (ZAPPI et al., 2011).
Neste Plano de Conservacdo a espécie Coleocephalocereus purpureus (Buining &
Brederoo) Ritter, espécie objeto desta pesquisa, € citada e classificada como espécie

criticamente ameacada de extingéo.

A érea de distribuicdo de C. purpureus ocorre em fragmentos da Caatinga localizada na
regido do Vale do Jequitinhonha em Minas Gerais, com ocorréncia sobre afloramentos
gnaissicos e lajedos, ou seja, em inselbergs, a margem do Rio Jequitinhonha, no municipio
de Itinga e, recentemente também encontrado nos municipios de Comercinho e Medina,
presentes em meio a caatinga (TAYLOR & ZAPPI, 1991), onde também ocorre intensa
exploracdo de granito ornamental (TAYLOR & ZAPPI, 2004).

Embora a atividade mineraria apresente aspectos sociais positivos, tais como, geracao de
empregos, desenvolvimento regional, recolhimento de tributos e, consequentemente,
fomento a economia direta e indireta da regido (PACCOLA, 2005), a exploracdo mineral
qguando praticada desconsiderando o0s principios da sustentabilidade, tem como
consequéncia graves impactos ambientais responsaveis por negativas alteracoes bioldgicas,
hidricas, geomorfoldgicas e atmosféricas, em virtude da remocdo da vegetacao,
fragmentacdo e destruicdo de habitats, poluicdo dos recursos hidricos, sedimentacdo dos

cursos d’agua, poluicdo da atmosfera e processos erosivos (CURI, 2002).

Neste contexto, em razdo do interesse na exploracdo de granito no municipio de Itinga
(MG), por duas grandes mineradoras, justamente em areas de afloramentos rochosos
habitat do cacto Coleocephalocereus purpureus e, respectivamente areas particulares, em
agosto de 2010 o Instituto Estadual de Florestas (IEF) reconheceu através da Portaria IEF
n° 149/2010, a Reserva Particular do Patriménio Natural (RPPN) Pasmado, de propriedade
da Nova Aurora Marmores e Granitos Ltda e Mineragdo Thomazini Ltda, localizada em
Itinga (MINAS GERAIS, 2010), conhecida localmente como RPPN Purpureus.
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De acordo com o Processo de criacdo da RPPN Pasmado, a Unidade de Conservacgéo teve
como objetivo garantir a sobrevivéncia dos agrupamentos de C. purpureus por meio da
remocdo, realocacdo e monitoramento dos individuos para uma &rea com condigdes
ambientais semelhantes a area em que os individuos estavam naturalmente consolidadas,

ou seja, a area da Unidade de Conservacéo.

A RPPN Pasmado esta situada em zona rural do municipio de Itinga, possui area
superficial total de 14,5 ha, com declividade elevada, no qual a por¢do basal apresenta um
afloramento de granito onde também ocorre a presenca natural de Coleocephalocereus
purpureus. A vegetacdo no entorno é caracteristica por mata seca e ndo possui vestigios de
atividades pecuérias e antropicas (MINAS GERAIS, 2010).

Diante do exposto, constatou-se a necessidade de proceder-se a avaliacdo da diversidade
genética do agrupamento presente na RPPN, bem como a diversidade genética de outros
03 agrupamentos também localizadas em Itinga, e ainda, elaborar estratégias para a
conservacdo de C. purpureus. Deste modo, produziu-se dois manuscritos para
periddicos especializados e elaborou-se o Plano de Manejo Genético para a espécie em
questdo, 0 que tornou este estudo uma importante ferramenta para a manutencdo das

populacdes do cacto Coleocephalocereus purpureus.
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2. OBJETIVOS

2.1.0Dbjetivo geral

Delinear um Plano de Manejo Genético dos agrupamentos de Coleocephalocereus
purpureus presente na RPPN Pasmado, bem como a elaboragéo de a¢Ges de manutencao
para as outras trés localidades amostradas, como forma de reter a diversidade genética

remanescente nos agrupamentos a fim de garantir a sobrevivéncia da espécie.

2.2. Objetivos especificos

1) Desenvolver uma ferramenta molecular eficiente para acessar a diversidade de alelos
e gendtipos dos individuos de C. purpureus;

2) Estimar a diversidade e a estrutura genética de 04 agrupamentos de C. purpureus a
partir de amostras representativas de cada agrupamento;

3) Elaborar um Plano de Manejo Genético para C. purpureus baseado no resultado das
analises de diversidade e estruturacdo genética dos agrupamentos amostrados;

4) Selecionar os individuos mais valiosos geneticamente para conservagao ex situ.
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3. REFERENCIAL TEORICO

A espécie Coleocephalocereus purpureus pertence a subfamilia Cactoideae, vive em
colbnias, apresenta exemplares com caules colunares baixos, muito ramificados a
cespitosos, com parénquima ndo mucilaginoso e flores magentas diurnas (ZAPPI et al.,
2011). A epiderme é verde escuro com presenca de espinhos aciculares na coloragao
marrom avermelhado a vermelho, tendo-se maior concentracdo da base até a por¢éo central
da coluna; Em individuos adultos, no apice do caule ha presenca de cefalio em um dos
lados, com denso feltro branco, de onde nascem flores de coloracdo magenta, entendendo-
se até a porcdo central da coluna, as quais se tornam frutos globosos também de coloracédo
magenta (TAYLOR & ZAPPI, 2004).

Segundo Zappi et al. (2011), em virtude da associagdo do C. purpureus a um tipo de
granito presente na regido do vale do Jequitinhonha, o seu habitat estd seriamente
comprometido devido a intensos processos de exploracdo mineral na regido (extracdo de
granito ornamental), deixando em evidéncia que quaisquer disturbios causados ao héabitat
desta espécie pode leva-la a extincdo. Ressalta-se que a perda de habitat é uma das
principais ameacas a biodiversidade, visto que provoca o declinio das populagdes por meio
da reducdo de seu tamanho, reducdo das taxas de reproducdo e aumento da mortalidade
(ESPIRITO-SANTO, 2005).

Assim, entende-se que compreensao sobre os padrdes de variacdo genética, entre e dentro
de populacdes, é de suma importancia para a elaboracdo de estratégias para conservacao in
situ, assim como para o desenvolvimento de acOes eficazes conservagdo ex situ
(HAMRICK & GODT, 1997).

Segundo Spoladore (2014), a conservacdo de espécies ameacadas de extingdo estd
intrinsecamente ligada ao conhecimento obtido por meio da avaliacdo da diversidade
genética. A forma mais eficaz de se realizar esta avaliagdo é através do uso de marcadores
moleculares, os quais sdo eficientes para o monitoramento da variabilidade genética,
identificacdo de individuos e/ou familias divergentes, bem como para a elaboracdo de
mapas genéticos e identificacdo de locos relacionados aos caracteres quantitativos, ou seja,
eles séo capazes de acessar diretamente a diversidade de alelos e genotipos dos individuos
(PIGATO & LOPES, 2001).
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De acordo com Brown (1978), a estrutura genética das populagdes é definida de acordo
com a distribuicdo da variedade genética entre e dentro os niveis hierarquicos de
subdivisdo de uma espécie, sendo em plantas, diretamente influenciada pelo fluxo
génico. Mas, fatores vinculados a reproducdo das espécies e a sua evolucdo, podem
interferir diretamente na organizacao dos padrées de fluxo génico e, por conseguinte, na
estrutura genética das populacbes (CAICEDO & SHAAL, 2004).

Para Rodrigues (2015), a diversidade genética é definida como a variacdo hereditaria
incumbida por parte das diferenciacdes fenotipicas dos individuos de uma populacéo,
garantindo a espécie um alto potencial de adaptagdo contra os efeitos ocasionados pelas
adversidades ambientais, tais como mudancas climaticas, competicdo, predacao,

patologias e fatores abioticos.

Hamrick & Schnabel (1984), a estrutura genética das populacdes de plantas naturais € o
resultado da selecdo, fluxo génico e deriva genética, sendo diretamente associada com o
sistema de cruzamento da espécie, assim como com a ecologia de polinizacdo e o
mecanismo de dispersdo de sementes, o que também é confirmado por Loveless &
Hamrick (1984), em um estudo sobre determinantes ecoldgicos da estrutura genética na
populacdo de plantas, onde afirma-se que entre os fatores ecoldgicos o quesito reproducao

indica uma elevada possibilidade de interferir na estruturacédo das populacdes.

De acordo com Figueredo et al. (2010), em uma pesquisa sobre estrutura e diversidade
genética populacional de Pilosocereus tillianus, um cacto colunar nativo da Venezuela, a
distribuicdo geografica condicionada ao endemismo ndo provocam, necessariamente, a
baixa diversidade genética, levando-se em conta a presenca de polinizadores de longa
distancia (morcegos), assim como a dispersdo de sementes, o que de acordo com 0s

resultados apresentados pela pesquisa, proporcionou altos niveis de variabilidade genética.

Para Godoy (2016), os niveis de diversidade genética da espécie Pilosocereus jauruensis,
uma cactacea colunar com distribuicdo restrita a vegetacao xérica no entorno do Pantanal
Mato-grossense, sdo relativamente altos mesmo com a distribuicdo geografica
fragmentada, assim como também ¢ apontando nos resultados de sua pesquisa, altos
indices de estruturacdo genética e diferenciacdo de populagdes. Entretanto, ainda segundo
Godoy (2016), uma dado alarmante é de que estes altos indices podem estar relacionados

com possiveis incongruéncias taxondmicas, indicando a necessidade de uma revisdo da
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taxonomia de P. jauruensus, tendo em vista a ocorréncia de tdxons distintos dentro da

mesma espécie.

Segundo Figueredo et al. (2010), muitos estudos de analise da genética espécies
pertencentes da familia Cactaceae, abordam cactos colunares para avaliacdo da diversidade
génica, principalmente espécies com distribuicdo restrita, indicando e atestando,
surpreendentemente, que estes individuos apresentam elevados indices de variabilidade

genética em nivel de espécie e populacéo.

Para proceder a andlise da diversidade genética e determinar se ha baixa ou elevada
variabilidade genética é necessario estabelecer um marcador molecular para acessar a
estrutura genética da espécie pesquisada (SPOLADORE, 2014).

Os marcadores moleculares sdo ferramentas rapidas e eficazes para estudos gendmicos,
uma vez que detectam o polimorfismo diretamente ao nivel do DNA sem influéncia
ambiental (SOUZA, 2001). E assim, baseando-se neste polimorfismo, é possivel realizar

inferéncias entre o gendtipo e o fenotipo dos individuos (MARTINS et al., 2011).

De acordo com Silva 2012, os marcadores de DNA sdo classificados em marcadores
dominantes, como, por exemplo, RAPD e AFLP, os quais permitem a obtencdo de dados
de vérios loci do genoma; E os marcadores codominantes, tais como RFLP e
Microssatélites, os quais apresentam alelos de um I6cus especifico do genoma. Destacam-
se que os marcadores microssatélites, permitem diferenciar individuos heterozigotos de

homozigotos, e ainda, calcular a frequéncia de alelos.

As aplicacdes de marcadores moleculares tém sido cada vez mais comum desde 0 ano
2000, tendo-se maior aplicabilidade os marcadores de DNA microssatélites
(SCHLOTTERER, 2004), em virtude do elevado grau de polimorfismo encontrado
(SPOLADORE, 2014).

Segundo Camacho (2016), “para estudos de diversidade genética sdo indicados marcadores
que analisam um maior niamero de loci”, pois permitem uma cobertura mais abrangente do
genoma, 0 que é também ¢ confirmado por Spoladore (2014) ao afirmar que marcadores
microssatélites sdo considerados marcadores altamente informativo para analises de
genética de populacbes, pois tratam-se de sequéncias simples de um a seis nucleotideos,
dispostos sequencialmente. E ainda, sédo considerados marcadores neutros, pois nao sofrem
influéncia de pressdes de selecdo (CAMACHO, 2016).
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A utilizacdo de marcadores microssatelites permite compreender como é gerada e mantida
a diversidade genética dentro e entre populages, e ainda, quantificar as distancias de fluxo
génico atraves do polen e semente (MORENO et al., 2009 ). Estes marcadores também
possibilitam verificar a existéncia de reproducéo assexuada em populagdes naturais e como
esta pode alterar as estimativas dos indices de diversidade genética e estrutural, tendo-se

como objetivo melhorar as estratégias de conservacdo (ZUCCHI et al,. 2003)

Para Moraes et al. (2012), em nivel populacional os marcadores microssatélites sdo mais
comumente utilizados para estudos genéticos. E assim, por serem baseados em técnicas de
PCR apresentam vantagens tais como, alto polimorfismo, natureza codominante e
reprodutibilidade. Entretanto, uma desvantagem é a necessidade de desenvolver um novo
conjunto de loci para cada espécie alvo, pois isolar os marcadores € dispendioso e

demorado.

Por fim, Camacho (2016) afirma que os métodos de isolamento de microssatélites eram
tarefas com elevado custo financeiro e demoradas, inconvenientes que muitas vezes
reduziam o uso de marcadores microssatélites em estudos genéticos de populacdes
naturais. Mas sdo as melhores ferramentas para realizar a avalicdo da variabilidade
genética dentre e entre populagdes. Aqui, utilizamos a abordagem de sequenciamento
shotgun de genoma completo para desenvolver um conjunto de marcadores microssatélites
para espécie endémica C. purpureus, para aplicacdo em estudos genéticos populacionais,

como forma de orientar 0 manejo genético de populacBes remanescentes de C. purpureus.
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Abstract

Ten microsatellite loci were developed and validated for the endangered cactus species
Coleocephalocereus purpureus. The markers were obtained from sequences generated
by whole genome shotgun sequencing approaches. A testing group of 36 specimens of
the main population were genotyped and all described markers presented suitable
outcomes to population genetic studies, showing polymorphic status for C. purpureus
testing group with clean and reproducible amplification. No evidence for scoring errors,
null alleles or linkage disequilibrium was detected. Number of alleles per locus ranged
from 3 to 6 and expected heterozygosity ranged from 0.78 to 0.99. These new
microsatellite loci are suitable to be used in future diversity and structure population

studies of C. purpureus.
Keywords: Microsatellites; Population genetics; Cactus; Endangered species.
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Introduction

Coleocephalocereus purpureus (Buining & Brederoo) F. Ritter is a rare columnar
cactus species, reaching up to 90 cm high, with grey wool and golden yellow to brown
bristles, that forms a lateral cephalium up to 50 cm long near the stem's tip with pink
melocactus-like flowers (Figure 1) [1]. As a typical columnar cactus, C. purpureus
specimens provide nectar, pollen and fruits to a broad spectrum of bat, bird, and insect

species, playing a crucial support ecological role of a fragile arid ecosystem [2].

Figure 2. Images of Coleocephalocereus purpureus. A, a typical individual of C. purpureus with
several columnar stems. B, a typical cephalium near the stem’s tip. C, pink melocactus-like flowers.
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The species was ranked by IUCN as “critically endangered” due its high endemism,
whose occurrence of populations (or even of a single population, the population
boundaries is unknown) is limited to only four small habitat patches restricted to inland
cliffs and mountain peaks placed in a small area of Caatinga biome from Southeast
Brazil (Figure 2), as well due the presence of quarrying activities of the rock where the
species grows and other minor human impacts such as collection, deforestation,

introduction of invasive species, fire and cattle trampling [3].
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Figure 3. C. purpureus distribution. Natural color Google Earth image showing the location of the
known occurrence areas of C. purpureus remmant individuals. Unprotected areas is represented by
red dots and the protected and managed area by a yellow dot. Jequitinhonha and Itinga rivers are
depicted in blue. Map of eastern Brazil showing the area studied within the red square (on the left).

Due to the high risk of extinction of the species imposed by quarrying activities in its
home range, a conservation unit (named “RPPN Pasmado”) has recently been
established to protect one of the main native populations of C. purpureus as well as to
harbour rescued individuals from areas where quarrying activities has been authorized
and all vegetation has been removed [4]. Since the translocation programs were
implemented, the RPPN Pasmado Conservation Unit became the largest group of C.
purpureus specimens constituted by native individuals as well translocated individuals

from other populational groups that became extinct due to quarrying activity. In
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addition, as the other three habitat patches harbouring C. purpureus individuals are
located in unprotected areas of high value for quarrying activities, the RPPN Pasmado

Conservation Unit has become the unique expectance of preservation of this species.

Strategies for genetic variability retention of the remaining populations is essential for
the persistence of endangered species since low levels of genetic variation decrease
population resilience and are associated to fitness decreasing by inbreeding depression
[5]. Some genetic studies on cacti species using microsatellite molecular markers have
provided insights into genetic diversity, demographic history, population structure and
connectivity, which could offer critical guidance for conservation and management

strategies [6-8].

The traditional methods for microsatellite isolation were expensive and time-consuming
task, drawbacks that often reduced the use microsatellite markers in genetic studies of
natural populations [9]. Recently, Next-generation sequencing (NGS), specifically
whole genome shotgun sequencing approaches, has become a viable alternative for
microsatellite markers isolation since NGS methods comprise faster and less costly
approaches besides to generating thousands of markers per procedure [10]. Here, we use
whole genome shotgun sequencing approach to develop a set of microsatellite markers
for the endemic and endangered species Coleocephalocereus purpureus for application
in population genetic studies, as a way to guide conservation and management strategies

of C. purpureus species.

Material and methods

One C. purpureus specimen collected from the RPPN Pasmado was selected for whole
genome shotgun sequencing. Total genomic DNA was extracted from a fresh stem slice

using NucleoSpin® Plant Il DNA extraction kit (Macherey-Nagel, Duren, Germany)
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and quantified using a Qubit 2.0 device (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA).
Genomic libraries was constructed using Illumina TruSeq kit (Illumina Inc., San Diego,
CA) and were run in a lllumina NextSeq Sequencer (lllumina Inc., San Diego, CA)
from BPI Sequencing Facility company (Botucatu, SP. Brazil). The microsatellite
motifs were identified from sequences obtained by NGS with MSATCOMMANDER
software [11], indicating to the program to search for di, tri, tetra and pentanucleotide
microsatellites motifs. Sequencing reads including microsatellite motifs with following
specifications were selected to primer design using PRIMER3 [12]: (1) perfect motif
microsatellite > 5 tandems repeats; (2) melting temperature around 54°C and with a
maximum of 2°C difference between melting temperature for each paired primers; (3)
PCR product between 100 and 300 pb length; (4) GC content > 40%; (5) no

complementarity between the primers.

A testing group of 36 C. purpureus specimens from RPPN Pasmado Conservation Unit
were selected and a small stem slice from each individual were collected to DNA
extraction using NucleoSpin® Plant Il DNA extraction kit (Macherey-Nagel, Duren,
Germany). Based on the five defined criteria for primer design, Forty-four primer pair
were recovered from PRIMER3 results and subsequently manufactured with 6-FAM™
fluorophore labelling in order to perform PCR optimization and polymorphism tests.
The amplification of testing group DNA was performed using a Mastercycler gradient
thermocycler (Eppendorf, Germany) and a 25 pL volume reaction containing 50 ng/uL
of DNA, 5 uL of PCR Buffer (10 mM Tris—HCI, 50 mM KClI, 1.5 mM MgCl,), 0.4 uM
of each primer; 0.2 mM dNTPs, 2 units of Taq DNA Polymerase and 6 pL of MiliQ
H,0. The amplification program included an initial denaturation at 95 °C for 4 min, 30
cycles at 95°C (45 s)/54°C (45 s)/72°C (45 s) and final extension at 72°C for 7 min.

Amplification products were visualized in ABI 3730 Genetic Analyzer (Applied
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Biossystem®) using GeneScan™ 500 LIZ® Size Standard v2.0 (Applied
Biossystem®). The genotypes were obtained with Peak Scanner v1.0 software (Applied

Biosystems®).

The genetic diversity was evaluated estimating the number of alleles per locus (Na),
number effective of alleles per locus (Ng), expected and observed heterozygosity (He
and Ho, respectively) using the program ARLEQUIN V 3.5.1.2 [13]. In addition,
deviations from Hardy—Weinberg equilibrium (HWE) and linkage disequilibrium were
tested also using ARLEQUIN V 3.5.1.2 [13]. Frequencies of null alleles were estimated
using FREENA [14]. DNA sequences of microsatellite loci described here were

deposited at GenBank Database with accession numbers MN200436 to MN200445.

Specimen collection for this study was authorized by Brazilian Environmental Agency
(ICMBIo) licence number 58257-1. The access to C. purpureus genetic material
performed in this study was properly registered in official database of Brazilian genetic

patrimony — SISGEN — with access number ABAFD21.

Results and discussion

This is the first time that microsatellite markers for C. purpureus were isolated and the
NGS approach used in this study generated thousands of sequence reads containing
microsatellite motifs (Figure 3). In total, it was generated 17,895,688 reads, of which
14769 sequences containing microsatellite motifs were identified. However, most of
sequences containing microsatellite motifs were not suitable to be considered a potential
microsatellite molecular marker because they did not present perfect (or even almost
perfect) microsatellite motifs, or more than 5 tandems repeats, or sequence length > 100
bp. So, only about two thousands of sequence reads really could be considered

potentially amplifiable microsatellite loci.
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Figure 4. Number of sequence reads containing potentially microsatellite loci (on the top of each
bar is the exactly number of reads).

Of all the almost 2,000 potential candidate loci, we selected only those that were
accepted by the parameters implemented in the PRIMER3 primer design program,
resulting in a list of 44 microsatellite loci. It is important to highlight that in this study
we included melting temperature parameter in PRIMER3 software run just to simplify
the process of PCR optimization. Thus, more microsatellite loci could have been
characterized if the annealing temperature parameter were relaxed or not pre-
established. Our results of recovering potentially amplifiable loci, using the whole
genome shotgun technique, showed results similar to those performed with the same
technique and purpose but for different plant species [15-18]. Our results support the

robustness and applicability of NGS approaches for microsatellite loci characterization.
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Of the forty-four microsatellite loci selected for the initial tests, ten of them presented
suitable outcomes to population genetic studies, showing polymorphic status for C.
purpureus testing group with clean and reproducible amplification (Table 1). The
microsatellite loci presented different patterns of genetic diversity on testing group of
36 C. purpureus specimens designed for this study, which the number of alleles per
locus ranged from 3 (Cpur-1) to 6 (Cpur-10), the observed heterozysity (Ho) among
loci ranged from 0.22 (Cpur-8) to 0.92 (Cpur-3) and expected heterozygosity (Hg)
ranged from 0.78 (Cpur-8) to 0.99 (Cpur-3). Six loci presented HWE deviation
attributed to deficit of heterozygotes, which is expected to small populations [19]. No
evidence of scoring errors were detected in the genotyping by stuttering or due to large
allele dropout as well no evidence of null alleles was verified. No significant linkage

disequilibrium was detected.

Table 2. Summary data for 10 microsatellite loci developed for C. purpureus

Repeat Size

Locus Primer sequence (5" - 3") motif (bp) Na Ng Ho He HWE FN
Cpur-l  F:CGAACAGCAGATCATCGACT  (CGCCG)5*  so0” 3 283 0608  0.905 S 0
R: ACCTGGGCGAACTGACGAT 0
Cpur2  F: AACAGCAACTGCAACAATCG (aTGT)I8 2% 4 340 0405  0.829 S 0
R: CCCTTGTTCTTCTGTTAAACCC 0
Cpur-3  F: GCACCACCAAATCCTTCCAT (Ao 2 5 485 0921 0994 NS 0
R: TTCGTTCTAGTTCGCCACAG 0
Cpur-4  F: AAAGGAGATGTGCACTCACG ae4 o 4 317 0730 0952 NS 0
R: ATTAGCCGTACCGTCAGAGT 0
Cpur-s  F: AACAGCCTAAAGAAGCCCAG (AGns 1o 5 311 0605 0925 S 0
R: ATTCTTGTCGCCTATGGTGC 0
Cpur-6  F: GTAACGGTTGGGAATGGGAA GADI2 oo 3 208 0833 0972 NS 0
R: AAGTCCTCCCTCAGTTCCAA 0
Cpur-7  F: CAAACACAGCAACAGCACAA GAa0 2% 4 215 0875 0991 NS 0
R: TTTGGACACTGTTGGACTCG 0
Cpur-8  F:CCCTTGAACCAACCTGTGTT (reyps oo 6 451 0229 0785 5 0
R: GGGTTCAGGTCTTTGGACAT 0
Cpur9  F:GTGATGACCTCGTCTTTCGA (a2 ¥ 4 278 0467  0.849 5 0
R: TGGGTATTAAAGGCTCACGA 0
Cpur-10  F: GTGCTGATGAGTGTTTGTACA (ATGA)) o 4 297 0676 0895 5 0

R: AATGAATGCACCGACCTCAC
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Na = number of alleles, Ne = number effective of alleles; Ho and He = observed and expected
heterozygosity (respectively), HWE = deviation from Hardy-Weinberg Equilibrium (S significant
and NS not significant), FN = null allele frequency.*Maximum number of motif repeats.

These markers information could be useful for describing the genetic diversity and
population structure of the remnant C. purpureus populations. They will also be used
for understanding patterns of gene flow and potential connectivity among the
populations. All this information is crucial for the design of management plans for this
threatened species aiming the retention of the residual genetic diversity present in the
remnant populations, maximizing the resilience and preventing the effects of inbreeding

depression.
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Abstract

Coleocephalocereus purpureus is a rare columnar cactus species endemic to four small
habitat patches of a south-eastern caatinga inselberg elements located in Eastern Brazil.
C. purpureus was listed as Critically Endangered by IUCN by habitat loss due to
quarrying activities. Here, we used ten microsatellite markers to estimate genetic
diversity and structure of C. purpureus populational groups with the purpose of to make
a diagnosis of remaining genetic diversity and to define population boundaries. Our
estimates of genetic diversity indicated that C. purpureus displayed moderated levels of
genetic diversity, even though the species populational groups are small and
fragmented. All genetic structuring approaches revealed that there is a clear
differentiation in two populations isolated by the Jequitinhonha River. One population
is composed by a unique populational group placed in a disturbed non-protected area

and other one composed by three groups, including the admixtured and managed group
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placed in a Conservation Unit. As priority actions for the retention of genetic diversity

of C. purpureus populations, we propose (i) that the isolated population should be

considered as a prior for conservation efforts and managed as an independent unit; (ii)

maintaining the integrity of the habitat within the four small patches that constitute the

range of the species; (iii) continuous monitoring of genetic diversity of the populational

groups; (iii) quality of local pollinator habitats should also be preserved; and (iv) ex-situ

conservation should be considered whit the establishment of C. purpureus

representatives in botanical gardens as well with formation of a seed bank.

Keywords: Columnar cactus; Population boundaries; Plant conservation; Endangered

species; Caatinga
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Introduction

Current global habitat fragmentation and drastic loss of natural ecosystems have been
related with changes on components and functions of biotic communities as well on
structure and dynamics of natural populations, causing vulnerability of local population
and species extinction (Duraiappah 2005). This scenario is more evident for rare and
endemic species, since these species often have a restricted geographic distribution
range, low population densities and are frequently habitat specialists (Kruckeberg and
Rabinowitz 1985). Moreover, when this scenario is combined with recent habitat loss
caused by anthropogenic activities, the distribution of these species has become

fragmented in small and isolated populational groups (Falk and Holsinger 1991).

In plants, small population size and fragmentation is correlated with low levels of
genetic diversity so that theoretical and empirical studies have warned the importance of
maintaining genetic diversity as crucial issue for conservation biology, since the
declining of genetic diversity is a direct cause of population fitness reduction due
inbreeding depression and genetic drift (Falk and Holsinger 1991; Sherman-Broyles et
al. 1992; Elistrand and Elam 1993). Furthermore, the reduction of genetic variation can
limit adaptive capacities of populations and increase their risk of extinction (Murcia
1995; Jules and Rathcke 1999; Jacquemyn et al. 2002). Consequently, effective
conservation efforts for rare and endemic species requires that their genetic variation
across their ranges be evaluated and monitored in order to identify the major threats, to
estimate short-term and long-term species viability and guide the strategies designing of

species conservation (Frankham et al. 2010).

The Cactaceae family represents one of the most diversified Angiosperm clades with

about 1800 species, predominantly distributed in arid and semiarid regions of the
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Americas and the Caribbean (Goettsch et al. 2015). On the other hand, Cactaceae is also
rich in rare and endemic species so that 31% of the total species is ranked as threatened
of extinction due narrow distribution, small population sizes, habitat loss and illegal
trade (IUCN 2019). A remarkable cacti endemism region in South America is Eastern
Brazil, with about 40 genera and 227 species dispersed by Caatinga, Brazilian Atlantic
Forest, and Cerrado biomes patches whose about 77% of the Cactaceae species are

endemic (Taylor and Zappi 2004).

Coleocephalocereus purpureus (Buining & Brederoo) F. Ritter is a rare columnar
cactus species, reaching up to 90 cm high, with grey wool and golden yellow to brown
bristles, that forms a lateral cephalium up to 50 cm long near the stem's tip with pink
melocactus-like flowers (Taylor and Zappi 2004). As C. purpureus is a typical
columnar cactus, the specimens provide nectar, pollen and fruits to a broad spectrum of
bat, bird, and insect species, playing a crucial support ecological role of a fragile arid
ecosystem (Felger and Moser 1985). The species was ranked by ITUCN as “critically
endangered” due its high endemism, since the species distribution is limited to only four
small habitat patches restricted to inland cliffs and mountain peaks placed in a small
area of Caatinga biome from Southeast Brazil (Figure 1) as well due the presence of
quarrying activities of the rock where the species grows and other minor human impacts
such as collection, deforestation, introduction of invasive species, fire and cattle

trampling (Taylor et al. 2013).

Due to the high risk of extinction of the species imposed by quarrying activities in its
home range, a conservation unit (named “RPPN Pasmado™) has recently been
established to protect one of the main native populations of C. purpureus as well as to
harbour rescued individuals from areas where quarrying activities has been authorized

and all vegetation has been removed (IEF-MG 2010). Thus, the known distribution of
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the species consists of four populational groups covering an estimated occupancy area
of less than 5km% one of them corresponding to specimens placed in type-locality,
isolated from the others by the Jequitinhonha River; a large group corresponding to the
admixtured and managed group placed in the conservation unit; and two groups with
very small sizes, located near the conservation unit, in small gneissic inselbergs high

impacted by quarrying industry.

As rare and endemic species consisting of small and fragmented populations are subject
to random genetic drift which reduces genetic diversity and increase genetic
differentiation (Ellstrand and Elam 1993), we expect to find low levels of genetic
diversity and a high degree of differentiation among C. purpureus remnant populational
groups. Furthermore, as the distance among C. purpureus groups is very short, it is
possible that gene flow is occurring among the all or some groups so that the population
boundaries in C. purpureus is unclear. In this context, we genotyped ten nuclear
microsatellite markers to estimate the genetic diversity and genetic structure of C.
purpureus remnant groups and use the findings to explore the following questions: (i)
Are genetic diversity parameters significantly higher for the managed main group when
compared with non-protected C. purpureus groups? (ii) How different are the
parameters of genetic diversity among C. purpureus and other non-critically endangered
cacti species? (iii) Is there enough genetic structuring to define more than on C.
purpureus population? We consider that the answers for these questions will be crucial

to design priority actions for the conservation of C. purpureus species.

Methods

Specimen sampling and DNA extraction

We sampled a total of 132 individuals distributed across the four known C. purpureus

occurrence areas, covering the whole area of species distribution. The group of
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specimens placed in type-locality was coded here as “Tipo group”. The group placed in
RPPN Pasmado Conservation Unit, was coded as “RPPN group”. The other two groups
place in areas near the conservation unit were coded as “Nova Aurora group” and
“Pasmado group” (Figure 1).We collected a small slice (1cm x 1cm x 0.3 cm) of the
columnar stem of each specimen in order to minimize the impact of collection on
individual health. In order to minimize the probability of sampling clones (ramets), a
distance of at least ten meters were maintained among sampled individuals and their
geographical coordinates were registered using a GPS device. Collected samples were
deposited in 2ml microtubes soaked in low TE Buffer in the field and frozen upon
arrival in the laboratory. Total genomic DNA was extracted using commercial
NucleoSpin® Plant Il DNA extraction kit (Macherey-Nagel, Duren, Germany),
quantified by measuring the absorbance of the sample at 260 nm using a NanoDrop
ND-1000 spectrophotometer (Thermo Scientific, Waltham, MA, EUA) and DNA

integrity was verified through electrophoresis on 1% agarose gel.

@ NOVA AURORA
9 PASMADO

® RPPN

& -

A S AT B e S
\ -~ e, £

C: parpureus b‘-hhﬂnmh"d‘-l .

cccITence arees | .
\ S

RPPN Pasmado |
Consarvabon Umt |
\

Figure 1. Distribution of C. purpureus species. Natural colour Google Earth image showing the
location of the four known C. purpureus remnant occurrence areas (depicted with yellow dots). On
the left, map of Eastern Brazil showing the studied area ins inside the black square.
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Microsatellite amplification

To access genetic diversity of C. purpureus groups, we used ten microsatellite loci
previously developed and optimized for C. purpureus species (Fraga et al. 2019) (Table
1). The polymerase chain reactions were performed in simplex mode using forward
primers labelled with FAM fluorophores. Amplification reactions were performed in 25
pL final volume, containing 4 pL of DNA (~ 40 ng), 5 pL of PCR Buffer (10 mM Tris—
HCI, 50 mM KCI, 1.5 mM MgCl,), 0.4 uM of each primer, 0.2 mM dNTPs, 2 units of
Taq DNA Polymerase and 6 puL of MiliQ H,O. The amplification program included an
initial denaturation at 95 °C for 4 min, 30 cycles at 95°C (45 s)/54°C (45 s)/72°C (45 s)
and final extension at 72°C for 7 min. Amplification products were visualized in ABI
3730 Genetic Analyzer (Applied Biossystem®) using GeneScan™ 500 LIZ® Size
Standard v2.0 (Applied Biossystem®). The genotypes were obtained with Peak Scanner

v1.0 software (Applied Biosystems®).

Table 1. Summary data for 10 microsatellite loci for C. purpureus used in this
study

. v o Repeat Size

Locus Primer sequence (5" - 3') motif (bp)

Cpur-1 F: CGAACAGCAGATCATCGACT (CGCCG)5* 256-236
R: ACCTGGGCGAACTGACGAT

Cpur-2 F: AACAGCAACTGCAACAATCG (ATGT)8 228-240
R: CCCTTGTTCTTCTGTTAAACCC

Cpur-3 F: GCACCACCAAATCCTTCCAT (AG)13 206-214
R: TTCGTTCTAGTTCGCCACAG

Cpur-4 F: AAAGGAGATGTGCACTCACG (AG)14 157-167
R: ATTAGCCGTACCGTCAGAGT

Cpur-5 F: AACAGCCTAAAGAAGCCCAG (AG)15 152-162
R: ATTCTTGTCGCCTATGGTGC

Cpur-6 F: GTAACGGTTGGGAATGGGAA (GAT)12 230-236
R: AAGTCCTCCCTCAGTTCCAA

Cpur-7 F: CAAACACAGCAACAGCACAA (GA)10 236-246
R: TTTGGACACTGTTGGACTCG

Cpur-8 F: CCCTTGAACCAACCTGTGTT (TC)18 230-240
R: GGGTTCAGGTCTTTGGACAT

Cpur-9 F: GTGATGACCTCGTCTTTCGA (TTA)12 213-221
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Data analyses of microsatellite loci

Genetic diversity of accessed C. purpureus groups was estimated by the following
parameters: number of alleles per locus (Na), effective alleles (Ng), and private alleles,
likewise observed (Ho) and expected (Hg) heterozygosity, inbreeding coefficient (Fs),
calculated using the GenAlEx software 6.5 (Peakall and Smouse 2012). In order to
compare the genetic diversity parameters found to C. purpureus sampling and genetic
diversity parameters for microsatellite loci reported to other endemic Cactaceae species,
performed Wilcoxon two sample tests by-sample values of number of alleles per locus
(NA) and expected (Hg) heterozygosity using data summarized by Khan et al. (2018).
Deviations from Hardy-Weinberg equilibrium (HWE), Heterozygote deficit and
Linkage disequilibrium between loci was tested in ARLEQUIN 3.0 software (Excoffier
et al. 2005). To test for evidences of recent population reduction, we used the
heterozygosity-excess test implemented in BOTTLENECK 1.2.02 software (Piry et al.

1999).

Level of population differentiation was assessed by using the Fsr fixation index and
Nei’s Genetic Distance, implemented in GenAlEx software 6.5 (Peakall and Smouse
2012). The frequency-based assignment test of Paetkau was performed with GenAlEx
software 6.5 (Peakall and Smouse 2012). In this test, for each sample, the expected
genotype frequency at each locus is calculated, assuming random mating in the
population in question, multiplied across loci and log transformed to give a log
likelihood value. The log likelihood value is calculated for each population, using the
allele frequencies of the respective population and a sample is assigned to the
population with the highest log likelihood (i.e., the population with the least negative
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log-likelihood value). A population assignment plot was generated to depict population

clusters formed by the log-likelihood values.

We also used ARLEQUIN 3.0 (Excoffier et al. 2005) to compute molecular variance
(AMOVA) components among and within populations. Bayesian analysis was
implemented in STRUCTURE 2.3.4 (Evanno et al. 2005) was used by assigning
individual microsatellite genotypes to K gene clusters. An admixture model was run
with correlated allele frequencies allowing the individuals to be assigned to two or more
genotype groups when they are admixed. Each run was carried for 1,000,000 Markov
Chain Monte Carlo (MCMC) cycles with a 50000 burn-in. The algorithm was run 10
times for each value of K. The most likely number of clusters was inferred from AK
statistics (Evanno et al. 2005) as implemented in STRUCTURE HARVESTER 0.6.93

(Earl 2012), by the smallest value of K after which the Ln P(D) values reach a plateau.

To test for isolation by distance, we performed a Mantel test (Mantel 1967) using the
software GenAlEx software 6.5 (Peakall and Smouse 2012). A matrix of pairwise Gsr
genetic distance among the samples was generated and subsequently it was compared
against a matrix of geographic distance. Significance tests were performed following

999 permutations (P < 0.05).

Results

We successfully amplified 10 microsatellite loci and, for all genetic diversity parameters
analysed, average values varied among the accessed C. purpureus groups (Table 2).
Excepted by the Observed Heterozigosity (Ho) parameter, the managed C. purpureus
group (RPPN group) presented the highest values for all genetic diversity parameters

analysed. The lowest values of genetic diversity was verified for C. purpureus group
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isolated by Jequitinhonha River (Tipo group). The Tipo group also presented the highest

value of inbreeding coefficient.

Table 2. Genetic diversity parameters for C. purpureus groups

Group Status N Na Ne Ho He Fis

RPPN Managed 60 47 2,821 0,498 0,624 0,187
Tipo Disturbed/ Isolated 26 3,7 2,154 0,381 0,485 0,202
Nova Aurora Disturbed 24 44 2,550 0,529 0,585 0,087
Pasmado Disturbed 22 38 2,247 0,523 0,528 0,035
Total (mean) 4,150 2,443 0,483 0,555 0,128

Sampling size (N), Average number of alleles (N»), Number of effective alleles (Ng), Observed heterozygosity (Ho), Expected
heterozygosity (He), Inbreeding coefficient (Fis)

The comparison approach of the genetic diversity parameters estimated for other
endemic but not critically endangered cacti species revealed that in most comparisons,
the levels of genetic diversity found for C. purpureus were similar or higher than those
found for other species, especially when compared to managed group of C. purpureus

(Table 3).

Table 3. Mean allele diversity and expected heterozygosity comparisons among C.
purpureus and other cacti species previously accessed

Cactus Cactus
C. species Cactus species
IUCN purpureus | vs. species Vs,

Species status Na | vs. Managed | He VS. Managed | Reference

Cactus C. C. C.

species purpureus purpureus | purpureus

group group.

Echinocactus Hardesty et al.
grusonii Endangered | 3,3 1 0 0,508 ° 1 2008
Mammillaria Solérzano and
crucigera Endangered | 8 ! ! 0,765 ! ! Dévila 2015
Ariocarpus Hugues et al.
bravoanus Endangered | 5,6 l ! 0,511 ° 1 2008
Mammillaria Solérzano et
supertexta Endangered | 8,2 ! ! 0.764 ! ! al. 2014
Uebelmannia Moraes et
pectinifera Endangered | 6,0 ! ! 0,690 ! ! al.2014
Astrophytum Terry et al.
asterias Vulnerable | 5,9 l ! 0,695 ! ! 2012
Pilosocereus Khan et al.
aureispinus Vulnerable | 4,0 ) 0 0,463 0 0 2018
Pilosocereus Moraes et al.
parvus Vulnerable | 3,8 . 0 0,465 1 1 2012
Pilosocereus | Least Bonatelli et
aurisetus Concern 54 ! * 0,551 * ! al. 2014
Pilosocereus | Least Bonatelli et
machrisii Concern 4.4 ° ° 0.478 ° 1 al. 2014
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Pilosocereus | Least Bonatelli et

jauruensis Concern 4.2 ° * 0,488 * ! al. 2014
Pilosocereus | Least Bonatelli et
vilaboensis Concern 4.2 * * 0,438 1 ! al. 2014

The results of Wilcoxon’s rank sum test comparing if genetic diversity parameters for both C. purpureus species and
C. purpureus managed group is significantly (P< 0.05) larger (1), smaller (|) or not different (e) to the other
accessed species.

We also observed that the differences in levels of genetic diversity between C.
purpureus and other cacti species are not directly related to the degree of threat of the
species, in which some non-endangered species had lower levels of genetic diversity

than C. purpureus.

In general terms, all estimators of genetic differentiation among C. purpureus groups
used in this study denote a clear divergence between Tipo group, which is isolated by
the Jequitinhonha River, from the other groups. While the overall coefficient of genetic
differentiation Fst was 0.151, pairwise Fst values between Tipo and other C. purpureus

groups ranged from 0.227 to 0.279 (Table 4).

Table 4. Pairwise group Fst (below) and Nei genetic distance (above) for the C.
purpureus groups

Group RPPN Tipo Nova Aurora Pasmado
RPPN Fx 0.678 0.136 0.146
Tipo 0.227 Fkk 0.573 0.641
Nova Aurora 0.055 0.238 HHx 0.058
Pasmado 0.063 0.279 0.046 Fkx

Similar results was verified to comparisons of Nei’s genetic distance measures. Mantel
test (r2 = 0.012; P = 0.13) did not support any spatial correlation between the genetic
and geographic distances among C. purpureus groups. The population assignment plot
generated by population assignment approach implemented in GenAlex (Peakall and
Smouse 2012), also depicted the Tipo group divergence from the other C. purpureus
groups (Figure 2). Moreover, the genetic differentiation approaches also revealed that
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high impacted groups Nova Aurora and Pasmado are genetically more similar to each

other than compared to the managed RPPN group.
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Figure 2. Population Assignment Plot implemented by GenAlex, which each sample is assigned to
the group with the highest log likelihood (the group with the least negative log-likelihood value).
The numbers close to each icon represent the code of each sampled specimen.

Using the AK method, we identified K = 2 as the best K value for our microsatellite data
set, followed by K = 3 and we plotted both data sets to compare the results easily
(Figure 3). Considering the two-group model as the most appropriate, there is one
cluster composed by the genotypes present in Tipo group and another one composed by
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the genotypes present in the individuals from the other three groups (Figure 3B). When
we assume the three-group model to represent the genetic structure of C. purpureus, we
again have a cluster formed by the genotypes present in Tipo group (green bars), a
second cluster mostly present in the RPPN group (red bars), and a third cluster in which

Is best represented in Nova Aurora and Pasmado groups (blue bars) (Figure 3C).

Tipe Newva Aurora Pasmado

In Po(X1K)

Number of clusters (K) " RPPN Tpo Nova Autors  Pasmado

Figure 3. Genetic component clustering of the four C. purpureus groups based on STRUCTURE
analysis. A. Plotted the mean likelihood Ln Pr(X\K) and AK value. B, C. Assignments proportion of
each individual from all clusters when K = 2 and K = 3, respectively. Each individual is represented
by a vertical bar and the colour represents the proportion of its genotype assigned to each group.
Black lines separate different groups.

Although there was a clear divergence among C. purpureus groups, our AMOVA
results indicated that most of the genetic variation was structured within groups rather
than among groups, with about 80% of total variation explained by differences within
groups and only about 15% of total variation explained by differences among groups

(Table 5).

Table 5. Analysis of Molecular Variance (AMOVA) of the 10 loci analysed for all
accessed C. purpureus groups

Source of variation Sum of squares Variance components Percentage of variation
Among groups 109.032 0.54055 14.72 %
Among individuals within 427885 021120 5750

group

Within individuals 385.500 2.92045 79.53%

Total 922.417 3.67221
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Tests for population bottlenecks did not find any evidence of a recent bottleneck in any
group of C. purpureus under either TPM or SMM model. No significant values of
linkage disequilibrium were observed in any locus pair comparison (P < 0.0001).We
verified Hardy-Weinberg deviations for the most of loci in all accessed C. purpureus
groups, especially for the managed RPPN group that also presented heterozygote deficit

for the most of microsatellite loci (Table 6).

Table 6. Hardy-Weinberg Equilibrium deviation and Heterozygote defict tests by

microsatellite loci
CPUR- | CPUR- | CPUR- | CPUR- | CPUR- | CPUR- | CPUR- | CPUR- | CPUR- | CPUR-

Group 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Test: HWE deviation

RPPN il falaid il il faleiel *x faleie Fhx faleied ns
TIpO *% ** ns *kk *kk ns * *kk * ns
Nova Aurora Fkk ns ns * ns ns ns ns Fkk ns
Pasmado Fokk ns ns ns ns ns ns faiaied ns *

Test: Heterozygote deficit

RPPN Fkk faleled ns ns ns * *x Fxk falaial ns
Tipo ns ns ns * ** ns ns * * faied
Nova Aurora ns ns ns *x ns ns ns ns Fkx ns
Pasmado ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns

ns=not significant, * P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001

Discussion

Genetic diversity of C. purpureus species

Our estimates of genetic diversity revealed that C. purpureus groups presented
moderated levels of genetic diversity, even though the species distribution is small and
fragmented groups. The results contradicted our expectations of low genetic diversity
for all C. purpureus groups due the small sizes that often are related to inbreeding and

genetic drift effects on genetic diversity parameters. Similar results of absence of
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relation between cacti populations disturbed by human activities and reduced levels of
genetic diversity were reported by Paz-Guerrero et al. (2019) and Rodriguez-Oseguera

et al. (2013).

Hopper (2009) proposed that in ancient climate-buffered infertile landscapes or OCBIL
landscapes (in which C. purpureus habitats fit well), natural selection has historically
favoured organisms of limited dispersibility, creating rare endemic group systems,
maintained by high cross efficiency and highly mobile vector pollination, thus retaining
genetic diversity. Moreover, no effect of historical events related of recent population
retraction (bottleneck events) could be verified and based on the assumptions of OCBIL
theory, it is plausible to consider that the recent habitat reduction of remnant C.
purpureus groups has not yet been sufficient to cause extensive declining erosion of
these groups, probably because these groups were naturally established in small
portions of the habitat (gneiss inselbergs) and historically persisted in small groups that
interchanged vegetative propagation of individuals and highly effective sexual

reproduction processes conducted by local pollinators.

When we compared genetic diversity parameters accessed for C. purpureus groups with
data compiled from the literature for other cacti species with similar distribution and
different conservation status, C. purpureus estimates of genetic diversity were higher
than those reported for other microendemic species from Eastern Brazil (Bonatelli et al.
2014; Moraes et al. 2014; Khan et al. 2018) but smaller than cacti species from Mexican
dry lands (Hardesty et al. 2008; Hugues et al. 2008). These results suggest again that
observed that levels of genetic diversity for endemic Cactaceae species may be more
related to historical processes of establishment of each species as well as inherent

characteristics of their biology (modes of reproduction, pollination and dispersion
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strategies) than directly related to the degree of threat of the species established by

general parameters defined by species protection agencies.

The genetic diversity parameters varied among the groups (He ranged from 0,485 to
0,625) and natural groups of C. purpureus did not showed significant deviations HWE
as well as heterozygote deficits for the most of accessed microsatellite loci. However,
the admixtured and managed RPPN group showed the highest values of genetic
diversity among the C. purpureus groups, but with the largest number of loci that
deviated from equilibrium. These findings could be associated with the formation
process of RPPN group in which colonies that lived in other adjacent habitat patches
were translocated to RPPN Pasmado Conservation Unit that was already occupied by
other colonies composing a new admixture group. If the two founding groups differed
significantly in their allele frequencies, a Wahlund effect (Wahlund, 1928) can be the
explanation for the deviations HWE by heterozygote deficits presented by RPPN group

(Ottewell et al. 2016).

Population differentiation and genetic structure

All results from our estimates of population genetic differentiation describe the same
scenario in which there is a clear differentiation in two populations isolated by the
Jequitinhonha River. One population is composed by a unique populational group
placed at south side of the river (South population) and other one composed by the three
groups placed at north side, including the admixtured and managed RPPN group (North
population. The pairwise Fstand Nei’s Genetic Distance values for Tipo group were up
to four times higher than for other groups (Table 4) and Population Assignment Plot
showed a remarkable distinction of genotypic combinations presented by Tipo group
compared to the other C. purpureus groups (Figure 2). Since the Mantel test did not

reveal any evidence of isolation by distance (species range is less than 5 km), the most
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likely explanation for this clear genetic divergence between Tipo group and the other C.
purpureus groups is that the Jequitinhonha River plays a barrier to gene flow among
groups placed at distinct sides of the river. At C. purpureus range, the Jequitinhonha
River is more than 100 m wide and probably this prevents both pollinators (potentially

moths and hummingbirds) and seed dispersers (small lizards).

STRUCTURE results of clustering also indicated the presence of significant structuring
of genetic diversity in two main clusters (k=2) corresponding to representatives of
North population (Tipo group) and South population (RPPN + Nova Aurora + Pasmado
groups) (Figure 3B). Moreover, when we assume a more refined degree of sub-
structuring (k=3), differences on genetic composition could be observed at the three
groups of North population, which Nova Aurora and Pasmado groups have a more

homogeneous pattern and RPPN group has an admixtured pattern (Figure 3C).

Our findings of genetic differentiation of C. purpureus groups revealed that Tipo group
can be considered as a isolated population and should be considered a distinct
Management Unit (MU) based on criteria defined by Palsbgll et al. (2007). The
identification of MUs is central to the short-term management and conservation of
natural populations and is typically used to delineate entities for monitoring because its
degree of connectivity is sufficiently low so that each one should be monitored and
managed separately (Taylor and Dizon 1999). Moreover, further studies with
appropriate genetic markers are needed to confirm if the isolation of the two
populations is not recent so that it is possible that the two populations on both sides of
the river are evolving independently, consisting of two Evolutionarily Significant Units
- ESUs (Ryder 1986; Moritz 1994). The recognition of ESUs is as relevant as to
establish MUs to management issues, since the success of species conservation is on

maintain the full array of locally adapted variants in the MUs that composes each ESU
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and prevent translocation of individuals between ESUs because differences in local
adaptation or coadaptation can constrain the viability of the mixed populations (Moritz,
1999). In this context, we strongly recommend that phylogeographic studies be
performed to confirm whether the isolation of South population is deep enough for it to

constitute an independent ESU or relatively recent to consider it as a MU.

Implications for conservation and management

C. purpureus exhibits a moderated level of genetic diversity and a clear population
differentiation between the groups separated by Jequitinhonha River (North and South
populations). It is possible that populations in both sides can be locally adapted to
environmental conditions, and promoting gene flow between the populations may lead
to outbreeding depression, resulting in decreased fitness of subsequent generations
(Lynch 1991). On the other hand, recent habitat destruction by local quarrying activities
put all remnant groups at risk by making the population sizes smaller and more

fragmented, increasing the effects of inbreeding and genetic drift (Frakham, 2005).

There are still substantial genetic diversity retained in the remnant populations, so we
consider that the best option for conservation of C. purpureus is to ensure sustainable
survival of all groups and to preserve their evolutionary potential. In order to
accomplish this main goal, we proposed some actions that should be included in a
general conservation plan for the species. The first critical measure should be attentively
taken is to monitor the genetic diversity and conserve all remaining individuals of C.
purpureus at their original sites. The in situ conservation plans for all extant groups
should be executed to decrease the impact from human activities, ensure their viability

in field, promote natural regeneration, and maintain the genetic diversity of populations.
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However, to establish conservation efforts for all remnant groups is extremely
expensive and could be not realistic. Therefore, we recommend the creation of a
conservation unit to preserve the remnant specimens of South population. Here, we
showed that South population has the lowest values of genetic diversity and also
presents a degree of genetic differentiation from others that classify this population as a

MU and conservation concerns should be taken independently for this population.

During field work, we observed bees and hummingbirds visiting the flowers of C.
purpureus, being therefore their probable pollinating agents. These organisms are
extremely sensitive to environmental disturbances (Hadley and Betts, 2009) and it is
imperative that the quality of local pollinator habitats is also preserved and monitored in
order to ensure the sexual reproduction of C. purpureus and the prevent inbreeding

harms.

Nova Aurora and Pasmado patches are at strong risk of extinction due the imminent
complete occupation of the areas by quarrying activities. In this study, we showed the
RPPN group presents common elements of genetic diversity with Nova Aurora and
Pasmado groups and the RPPN managed group can play a key role in the fate of the
Nova Aurora and Pasmado groups in both optimistic or pessimistic scenarios. Under an
optimistic scenario, in which Nova Aurora and Pasmado patches would become safe of
habitats loss, individuals from RPPN group can be used recover (by translocation
events) the population sizes of Nova Aurora and Pasmado groups. Under a pessimistic
scenario, which the whole patches would be occupied by quarrying activities, Nova
Aurora and Pasmado individuals may be translocated to the conservation unit where
RPPN group is located, since exogamic depression effects are not expected given the

genetic similarity among the three groups was verified.
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Lastly, we recommend that ex-situ conservation should be implemented and two main
strategies are proposed: (i) first, a group of individuals from each C. purpureus group
should be selected so that they represent the genetic diversity of each group and sent to
botanical gardens specialized in ex situ cacti species preservation; (ii) formation of a
germplasm bank from the collection and suitable storage of viable seeds from as many

colonies as possible of all C. purpureus groups.
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CAPITULO 3

Plano de Manejo Genético da espécie Coleocephalocereus purpureus presente em
quatro localidades de Itinga (MG).

A Lei Federal n° 9.985, de 18 de julho de 2000, instituiu o Sistema Nacional de
Unidades de Conservacdo — SNUC, documento que regulamentou as normas para
criacdo, implantacdo e gestdo das Unidades de Conservacdo. O SNUC determina que
todas as Unidades de Conservacdo devem dispor de um Plano de Manejo que abrange a
area da Unidade de Conservacdo, sua zona de amortecimento e os corredores
ecologicos. Contudo, o trabalho aqui apresentado trata-se exclusivamente do Plano de
Manejo Genético da espécie Coleocephalocereus purpureus, uma espécie de cactacea

criticamente ameagada de extingdo, endémica da regiéo de Itinga (MG).

O presente estudo € o resultado de pesquisas de genética desenvolvidas pelo Programa
de Mestrado Profissional em Sustentabilidade e Tecnologia Ambiental, na linha de
Ecologia Aplicada, do Instituto Federal de Minas Gerais, campus Bambui, em parceria
com a Empresa Nativa Meio Ambiente, com sede em Curvelo (MG); e apoio do
Instituto René Rachou — Fiocruz Minas, com sede em Belo Horizonte; e do Jardim
Botanico Plantarum — Instituto Plantarum de Pesquisas da Flora, com sede em Nova
Odessa (SP).

A familia Cactaceae apresenta mais de 1300 espécies, sendo a segunda maior em ordem de

tamanho entre as plantas vasculares endémicas das Ameéricas, e ainda, € dividida em 3
subfamilias: Pereskioideae, Opuntioideae e Cactoideae (TAYLOR & ZAPPI, 2004). Essa
familia € caracterizada por plantas xerdfitas, suculentas e perenes (MACHADO, 2004),

com caules segmentados em cladodios, os quais podem ser achatados ou colunares e

costelados, geralmente com presenca de folhas modificadas em espinhos (SOUZA &

LORENZI, 2012, p. 533), excetuando-se a subfamilia Pereskioideae, a qual atinge porte

arbustivo e arboreo, com presenca de folhas alternas, largas, deciduas, pouco carnosas

(TAYLOR & ZAPPI, 2004); Flores solitarias ou em inflorescéncia cimosa, bissexuadas ou

raramente unissexuadas; Frutos em baga ou capsula carnosa (SOUZA & LORENZI, 2012,

p. 533).

Em virtude do grau de singularidade que as cactaceas possuem em relagdo ao

endemismo, averiguou-se que é de suma importancia a conservacdo de seus habitats,
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uma vez observado o declinio das populacdes associado a perda da qualidade dos
mesmos (TAYLOR & ZAPPI, 2004). Neste contexto, infere-se que a ocorréncia de
espécies raras relaciona-se estreitamente com o grau de endemismo, tornando-se estas
duas caracteristicas importantes critérios para determinagéo de areas potenciais para fins
de conservacdo (KRUCKEBERG & RABNOWITZ, 1985). Existe uma concordancia
geral de que reservas e parques florestais deveriam ser estabelecidos e manejados de
maneira a preservar a maxima variabilidade genética dentro das espécies. Entretanto,
caso ndo tenham dados disponiveis sobre a estrutura genética das populacdes presentes
nessas areas, bem como dados sobre a distribuicdo da variabilidade génica, torna-se
dificil estabelecer estratégias eficazes para proporcionar uma adequada conservacdo das
espécies, principalmente em casos de espécies ameacadas de extingdo. (WHITMORE
1980 apud MORAES et al. 1999).

Em 2008 o Ministério do Meio Ambiente — MMA, publicou a Instrucdo Normativa MMA
n°® 06, de setembro de 2008, divulgando a lista de espécie ameacadas de extingdo,
contemplando 28 espécies de cactdceas (CAVALCANTI et al., 2013), e ainda,
estabeleceu-se o desenvolvimento de planos de acdo visando a retirada das espécies da
lista, bem como a concesséo de apoio financeiro para a promocao de planos de manejo das
Unidades de Conservacdo, assim como para planos de conservacdo ex situ (BRASIL,
2008). Deste modo, segundo Cavalcanti et al. (2013), “o MMA dedicou o primeiro Plano
de Acdo Nacional para a Conservacdo das Cactaceas, o qual ficou conhecido como PAN
Cactaceas”. Este Plano teve como objetivo o levantamento das cactaceas ameacadas de
extincdo, assim como elaboracdo de estratégias voltadas para a conservacdo das

populagdes.

Conforme o PAN Cactaceas, dos 382 taxons nativos distribuidos nos biomas brasileiros
(ZAPPI et al., 2011), destaca-se que algumas espécies sdo encontradas apenas em uma ou
duas regibes (CAVALVANTI et al., 2013), sendo um forte indicativo de espécies
endémicas e, consequentemente, espécies ameacadas de extingdo (ZAPPI et al., 2011).
Neste Plano de Conservacdo a espécie Coleocephalocereus purpureus (Buining &
Brederoo) Ritter, espécie objeto desta pesquisa, € citada e classificada como espécie

criticamente ameacada de extingéo.

A érea de distribuicdo de C. purpureus ocorre em fragmentos da Caatinga, presentes em

Itinga, Comercinho e Medina, em Minas Gerais, sobre afloramentos gnaissicos e lajedos,
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ou seja, em inselbergs (TAYLOR & ZAPPI, 1991), onde também ocorre intensa
exploracdo de granito ornamental (TAYLOR & ZAPPI, 2004).

Embora a atividade mineraria apresente aspectos sociais positivos, tais como, geracdo de
empregos, desenvolvimento regional, recolhimento de tributos e, consequentemente,
fomento a economia direta e indireta da regido (PACCOLA, 2005), a exploragdo mineral
quando praticada desconsiderando 0s principios da sustentabilidade, tem como
consequéncia graves impactos ambientais responsaveis por negativas alteracoes bioldgicas,
hidricas, geomorfoldgicas e atmosféricas, em virtude da remocdo da vegetacao,
fragmentacdo e destruicdo de habitats, poluicdo dos recursos hidricos, sedimentacdo dos

cursos d’agua, poluicdo da atmosfera e processos erosivos (CURI, 2002).

Neste contexto, em razdo do interesse na exploracdo de granito no municipio de Itinga
(MG), por duas grandes mineradoras, justamente em areas de afloramentos rochosos
habitat do cacto Coleocephalocereus purpureus e, respectivamente areas particulares, em
agosto de 2010 o Instituto Estadual de Florestas (IEF) reconheceu através da Portaria IEF
n® 149/2010, a Reserva Particular do Patrimoénio Natural (RPPN) “Pasmado”, de
propriedade da Mineracdo e Nova Aurora Marmores Granitos Ltda e Thomazini Ltda,
localizada em Itinga (MINAS GERAIS, 2010), conhecida localmente como RPPN

Purpureus.

De acordo com o Processo de criacdo da RPPN Pasmado em areas onde prospectou-se o
sucesso de exploracdo mineral, a RPPN teve como objetivo garantir a sobrevivéncia das
populacdes de C. purpureus por meio da remocdo, realocacdo e monitoramento das
colénias para uma area com condi¢cBes ambientais semelhantes a &rea em que as
populacbes estavam naturalmente consolidadas, ou seja, a area da Unidade de

Conservagao.

Portanto, ap0s apresentados os resultados da avaliagdo da diversidade genética dos
agrupamentos amostradas de C. purpureus presentes na RPPN e em mais outras trés
localidades no municipio de Itinga (MG), durante a realizacdo das pesquisas genéticas do
Programa de Mestrado Profissional em Sustentabilidade e Tecnologia Ambiental, do
IFMG, estabeleceu-se acOes eficientes para a elaboracdo deste Plano de Manejo Genético,
contemplando estratégias de controle dos fatores de risco de perda da espécie e acdes para
conservacao da variabilidade genética para os agrupamentos amostrados, evitando assim o

declinio da espécie.
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1. Conservacéo de Coleocephalocereus purpureus

A espéecie Coleocephalocereus purpureus pertence a subfamilia Cactoideae, vive em
colonias, apresenta exemplares com caules colunares baixos, muito ramificados a
cespitosos, com parénguima ndo mucilaginoso, costelas sem linhas transversais acima das
aréolas e flores coloridas diurnas (MACHADO - comunicacdo pessoal). A epiderme é
verde escuro com presenca de espinhos aciculares na coloracdo marrom avermelhado a
vermelho, tendo-se maior concentracdo da base até a porcdo central da coluna; Em
individuos adultos, no apice do caule ha presenca de cefalio em um dos lados, com denso
feltro branco, de onde nascem flores de coloracdo magenta, entendendo-se até a porcéo
central da coluna, as quais se tornam frutos globosos de coloracdo magenta (TAYLOR &
ZAPPI, 2004).

Segundo Zappi et al. (2011), em virtude da associacdo do C. purpureus a um tipo de
granito, o seu habitat estd seriamente comprometido devido a intensos processos de
exploragcdo mineral (extracdo de granito ornamental), deixando em evidéncia que quaisquer
disturbios causados ao héabitat desta espécie, pode leva-la a extin¢do.Ressalta-se que a
perda de habitat € uma das principais ameacas a biodiversidade, visto que provoca o
declinio das populacbes por meio da reducdo de seu tamanho, reducdo das taxas de
reproducdo e aumento da mortalidade (ESPIRITO-SANTO, 2005).

Assim, entende-se que compreensdo sobre os padrdes de variagdo genética, entre e dentro
de populagdes, é de suma importancia para a elaboracéo de estratégias para conservacgao in
situ, assim como para o desenvolvimento de acOes eficazes conservagdo ex situ
(HAMRICK & GODT, 1997).De acordo com Spoladore (2014), a conservacédo de espécies
ameacadas de extingdo estd intrinsecamente ligada ao conhecimento obtido por meio da
avaliacdo da diversidade genética. A forma mais eficaz de se realizar esta avaliacdo é
através do uso de marcadores moleculares, os quais séo eficientes para 0 monitoramento da
variabilidade genética, identificacdo de individuos e/ou familias divergentes, bem como
para a elaboracdo de mapas genéticos e identificagdo de locos relacionados aos caracteres
guantitativos, ou seja, eles sdo capazes de acessar diretamente a diversidade de alelos e
gendtipos dos individuos (PIGATO & LOPES, 2001).
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Segundo Brown (1978), a estrutura genética das populacdes € definida de acordo com a
distribuic@o da variedade genética entre e dentro os niveis hierarquicos de subdiviséo de
uma espécie, sendo em plantas, diretamente influenciada pelo fluxo génico. Mas, fatores
vinculados a reproducéo das espécies e a sua evolucao, podem interferir diretamente na
organizacdo dos padrdes de fluxo génico e, por conseguinte, na estrutura genética das
populagdes (CAICEDO & SHAAL, 2004).

Para Rodrigues (2015), a diversidade genética é definida como a variacdo hereditaria
incumbida por parte das diferenciacdes fenotipicas dos individuos de uma populacéo,
garantindo a espécie um alto potencial de adaptacdo contra os efeitos ocasionados pelas
adversidades ambientais, tais como mudancas climaticas, competicdo, predacao,

patologias e fatores abioticos.

Para Hamrick & Schnabel (1984), a estrutura genética das populacGes de plantas naturais é
o resultado da inteiracdo entre selecdo, fluxo génico e deriva genética, sendo diretamente
associada com o sistema de cruzamento da espécie, assim como com a ecologia de
polinizacdo e 0 mecanismo de dispersdo de sementes, 0 que também é confirmado por
Loveless & Hamrick (1984), em um estudo sobre determinantes ecoldgicos da estrutura
genética na populacdo de plantas, onde afirma-se que entre os fatores ecoldgicos, o quesito

reproducdo indica uma elevada possibilidade de interferir na estruturacdo das populacdes.
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2. Ficha técnica da unidade de conservacao

Quadro 01: Ficha técnica sobre a RPPN Pasmado
Nome da UC: RPPN Pasmado

Responsaveis: Mineracdo Thomazini Ltda. e Nova Aurora Marmores e Granitos
Ltda.

Endereco: Povoado Pasmado, Itinga/MG.

Coordenadas em UTM: 210647.20 m E / 8175337.67 m S /24 K

Area superficial: 14,5 ha Perimetro: 1738,05 m

Data de criacdo e numero da Portaria: Agosto de 2010, Portaria IEF n° 149/2010.

Marco importantes (limites): Rio Pasmado

Atividades desenvolvidas: Fiscalizacdo, monitoramento e pesquisa.

RPPN Pasmado Legenda

o» Perimetro da PPN

@ PPN PASMADG

-

GoogleEarth

Figura 01: Imagem aérea da RPPN Pasmado. Fonte: Google Earth adaptado, 2019.
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Figura 02: Entrada da RPPN Pasmado (conhecida localmente por RPPN Purpureus). Fonte: Dados da
pesquisa, 2018.

e e S
Figua 03: Vista do interior da RPPN Pasmado, com a presega de coldnias de Coleocephalocereus
purpureus. Fonte: Dados da pesquisa, 2018.
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Figura 04: Colénia de C.
purpureus. Fonte: Dados da
pesquisa, 2018.

Figura 05: Detalhe do caule
colunar com a presenca de
cefalio, flores e frutos.

Fonte:
2018.

Dados da pesquisa,

Figura 06: Flores magentas,
principal caracteristica
morfoldgica de C. purpureus.

Fonte:
2018.

Dados da pesquisa,

Roteiro de acesso a RPPN Pasmado

A partir da Praca Hermelindo Gusméo, seguir por 600 m pela Rua Prefeito Nilo
Barbuda até a estrada vicinal de acesso ao Povoado Pasmado; Em seguida, continuar
margeando o Rio Jequitinhonha por 4,5 km até uma bifurcacdo, entrar a direita na
Estrada Escrava Feliciana; Passar sobre a ponte do Rio Pasmado e seguir por 6,7 km e
entrar a esquerda na estrada vicinal de acesso & Nova Aurora Mineragdo; Em seguida,
continuar por 7,8 km até o destino final que esta a direita, sendo a porteira de acesso a
RPPN, tendo-se no local a placa de identificacdo da Unidade de Conservacédo; A partir

deste momento, seguir em caminhada por 500 m até o interior da RPPN.
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Figura 07: Ponto de partida até a passagem sobre a ponto do Rio Pasmado. Fonte: Google Earth adaptado,
2019.
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Figura 08: Passagem pela ponte do Rio Pasmado até a estrada de acesso a Nova Aurora Mineragdo.
Fonte: Google Earth adaptado, 2019.
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Figura 09: Chegada ao destino final. Linha amarela indica o trecho em que o acesso é por caminhada.
Fonte: Google Earth adaptado, 2019.
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3. Caracterizacdo do municipio de Itinga

A regido Itinga é uma &rea de elevada importancia biol6gica para a conservacao,
principalmente pela presenca de espécies endémicas da flora brasileira, ocorréncia
de ambientes unicos, além de uma alta riqueza de espécies vegetais.

Itinga estd localizada no Vale do Jequitinhonha. Segundo o Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE), 0 Municipio possui area superficial de 1.649,62 km?,
com estimativa de populacdo, em 2018, de 14.956 habitantes. Ainda, conforme o IBGE,
a economia da cidade € movimentada pela exploracdo de granito ornamental, extracédo

de litio e producdo agropecuéria.

De acordo com Batista (2016), a baixa geragdo de renda e emprego elevou as taxas de
pobreza para o Municipio, o que tornou essencial e marcante a presenca do Poder
Publico Federal por meio da implementacéo de politicas publicas de combate a pobreza
e a fome, sendo especificamente os Programas Bolsa Familia e Fome Zero, bem como
também a promocéo de programas de melhoramento de infraestrutura e captacdo de
agua de chuva. Deste modo, a Cidade ganhou destaque nacional, pois foi considerada o
local de langcamento do programa Fome Zero (BATISTA, 2016).

Em relacdo ao clima de Itinga segundo Koppen, ¢é tropical dmido (Aw) e seco com
chuvas no verdo (BSw) (AYOADE, 1998). As temperaturas variam de 19,3°C a
31,1° C, com indice pluviométrico anual de 841,2 mm.

Quanta a caracterizacdo da vegetacdo, segundo Branddo (2000), Itinga estd sob o
dominio do bioma Caatinga, porém em campo observa-se a transi¢do entre 0s biomas
Cerrado e Caatinga. Cabe destacar que a Caatinga mineira ocupa area relativamente
pequena no Estado, apresentando tipologia diversificada conforme condicoes
edéficas, bem como sua posicdo no relevo. As fitofisionomias séo representadas pela
formacdo tipica, suas variacfes e disjuncbes, com fisionomias que vdo do arbéreo
ao arbustivo (BRANDAO, 2000). Nas éreas de vegetacdo xerofila do norte de
Minas Gerais, sujeitas a ocorréncia de secas prolongadas, a Caatinga ora € a
formacdo dominante, ora mescla-se ao Cerrado, exibindo fases de transicdo de
dificil ~caracterizagdo, ou ocorre como manchas inclusas em outras formas de
vegetacdo (BRANDAO, 2000). De modo geral, em Minas Gerais a Caatinga transita
para o Cerrado ao norte e a oeste, para a regido dos campos rupestres ao centro e
para a Floresta Atlantica ao leste (EPAMIG, 1990 apud BRANDAO, 2000).
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4. Contextualizacdo da RPPN Pasmado

A dificuldade da comunidade cientifica em escolher locais para reservas €
composta por debates sobre a relativa importancia de regibes com alta
biodiversidade e endemismo (KERR, 1997). Bidlogos concordam que o sistema
nacional e/ou internacional de reservas poderia ser o tema central para
conservacdo da biodiversidade considerando o aumento veloz dos impactos
ambientais provocados por atividades antrépicos (SOILE, 1991; KERR, 1997).

A ideia que regides com endemismos poderiam ter prioridades em relacdo
aquelas de alta biodiversidade é defendida por Myers (1990) e Bibby (1994). De
acordo com Noss (1983), a mesma abordagem de Myers para a importancia do
endemismo para a selecdo de &reas destinadas a preservacdo, € utilizada para
enderecar as diferentes escalas de importancia de conservacdo, desde a local até a
regional, utilizando-se de métodos que assegurem a selecdo criteriosa de porcdes
suficientes de ambientes naturais, buscando-se representar diferentes ecossistemas e
também manter ou incrementar os niveis de conectividade entre as diferentes
areas. Por esse motivo, no plano de criacdo da RPPN Pasmado sugeriu-se que apos
a criacdo da Unidade de Conservacdo em Itinga, fosse realizado pelo poder publico
local, acBes de incentivo para a criacdo de outras RPPNs onde também ha ocorréncia
natural de populacGes de C. purpureus, com objetivo de conservar a espécie ameacada
e manter a conectividade entre os fragmentos. Porém, em virtude de recursos
financeiros escassos tanto do poder publico quanto dos proprietarios dos imoveis, as

areas de conservagdo ndo foram criadas.

Sendo assim, acreditando nessa linha de raciocinio conservacionista de Myres (1990),
criou-se a RPPN Pasmado na localidade ora mencionada na ficha técnica, uma vez que
ja constatado a ocorréncia natural de individuos de C. purpureus no local em questdo e
que, também seria o local ideal para inserir as novas individuos resgatados de outros
localidades onde a extragdo do granito j& havia sido autorizada e/ou de locais onde a
especie foi encontrada e de algum modo corria risco de ser destruida por pisoteio de

gado e até mesmo extracdo ilegal .

A RPPN Pasmado estd situada em zona rural do municipio de Itinga, possui area
superficial total de 14,5 ha, com declividade elevada, no qual a porgdo basal apresenta um
afloramento de granito onde também ocorre a presenca natural de Coleocephalocereus
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purpureus. A vegetacdo no entorno € caracteristica por mata seca e nao possui vestigios de
atividades pecuérias e antropicas.

Em razdo da obtengéo de licenca ambiental para exploragéo de granito pelas Mineradoras
Thomazini Ltda e Nova Aurora Marmores e Granitos Ltda em areas de ocorréncia de C.
purpureus, em agosto de 2010 o Instituto Estadual de Florestas (IEF) reconheceu através
da Portaria IEF n°® 149/2010, a Reserva Particular do Patrimdnio Natural (RPPN) Pasmado,
de propriedade das duas Empresas. Exemplares de C. purpureus que estavam em area de
exploracdo mineral das duas Empresas, foram resgatados e realocados para na RPPN, a fim

de garantir a preservacdo das col6nias existentes.

Os individuos de C. purpureus existentes na area de extracdo de granito foram
extraidos com o sistema radicular integro, junto com todo o substrato existente no
entorno, com o auxilio de pas grande s e pequenas. Tomou-se extremo cuidado para ndo

danificar o sistema radicular dos individuos removidos e a0 mesmo tempo retirar e

relocar a maior quantidade de substrato.
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Figura 10: Remocéo dos cactos. Fonte: C&P Ambiental, 2008.

Em seguida, os individuos de C. purpureus juntamente com o substrato extraido das

areas de lavra da Nova Aurora Marmores e Granitos Ltda. e da Mineracdo
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Thomazini Ltda., foram armazenadas em caixas de madeira com dimenséo de 80 x 60
x 20 cm (Figura 10), para viabilizar o transporte ate a RPPN. Constatou-se que 0s
individuos sdo extremamente resistentes e que 0s espinhos de um individuo nao
interferiram ou danificavam a estrutura de outro individuo. Por isso, as individuos
foram resgatados e dispostos em caixas de madeira sem uma separacdo entre 0S
individuos. Realizou-se o transporte das caixas por meio de caminhonetes com a
utilizacdo de uma cobertura de sombrite sobre as caixas para evitar incidéncia solar

direta e reduzir o estresse por perda d’agua.

Figura 11: Transporte das coldnias de C. purpure.us..Fonte: C&P
Ambiental, 2008.

Para a introducdo dos novos individuos de C. purpureus na RPPN nos locais
selecionados, realizou-se o plantio com o auxilio de pas. Durante todo o processo de

manejo dos cactos a manipulagdo foi realizada com luvas grossas de couro.
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Os individuos foram demarcados sequencialmente com o ndmero de identificacdo da
area de lavra que foram retirados (“T” para Mineragdo Thomazini Ltda. ¢ “N” para
Nova Aurora Marmores e Granitos Ltda.). Apds o plantio dos individuos os mesmos

foram levemente irrigadas com o auxilio de regadores (Figura 12).
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5. Estratégias de manutencéo da diverisdade genética das colonias de
Coleocephalocereus purpureus

Segundo Sebbenn et. al (2001), “no manejo de popula¢des naturais deve-se também
considerar a constituicdo genotipica dos individuos, a qual é responsavel pelas diferencas
em produtividade, adaptacdo e reproducao entre individuos de uma espécie”. Apesar da
importdncia da conservacdo da diversidade genética, principalmente para espécies
ameacadas de extingdo, sdo raros os planos de manejo que levam o fator genético em
consideracao.

Conforme Moraes (2011), considerando que a perda da diversidade genética pode ser um
ponto critico para a extingdo de espécies tanto no senso evolutivo como no ecoldgico,
respectivamente a longo e curto prazo, infere-se que a aplicacdo de analises genéticas esta
embasada tanto na historia evolutiva como dindmica da variagdo genética dentro e entre
populacdes, uma vez que sdo fatores primordiais para a conservacdo de espécies
ameacadas de extincao.

Sendo assim, conforme os resultados apontados pela avaliacdo da diversidade genética dos
agrupamentos da espécie C. purpureus, por meio da execucdo das agdes relacionadas a
seguir, serd possivel evitar a drastica reducdo das populacdes, uma vez que elas
contemplam medidas de controle dos fatores de risco de perda da espécie, bem como a
definicdo das estratégias de conservacdo da variabilidade genética entre populagdes
resgatadas e ndo resgatadas; acOes para viabilizar a polinizacdo; formacgédo de bancos de
sementes; manutencdo dos tamanhos populacionais a fim de evitar erosdo genética;
manutencdo de habitat para polinizadores; e conservacdo ex situ de colbnias de C.

purpureus em jardim botanico.

A. Criagdo de uma Unidade de Conservacao para a Populacédo da Localidade Tipo

A conservacdo efetiva de uma espécie exige que sua variacdo genética ao longo do
tempo seja mantida (SOLORZANO & DAVILA, 2015), por esta razio e, levando-se em
conta os resultados apontados nos estudos realizados sobre a diversidade genética de C.
purpures nas 04 localidades que seras relacionadas, constatou-se que a populacdo da
localidade Tipo forma um grupo geneticamente distinto das demais populagdes, isto €,
segue por uma ramo da evolucdo diferente das outros, o que pode ter ocorrido em

virtude da heterogeneidade da paisagem.
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Sendo assim, recomenda-se que seja criada uma Unidade de Conservacdo para a
localidade da Populacdo Tipo bem como a implementacdo de um plano de manejo
especifico para o local, a fim de minimizar o declinio da populacdo da localidade Tipo,
visto que a cria¢do da UC permitira que os individuos com a riqueza alélica diferenciada
sejam conservados, considerando que sdo independentes e ndo estdo conectados por
fluxo génico com os demais agrupamentos amostradas. Contudo, previamente serd
necessaria a elaboracdo de estudos de viabilidade técnica e financeira, bem como o
fundamental apoio do Poder Publico local e estadual, visando a escolha do melhor local

e definicdo de estratégias para implementacdo da UC.
B. Resgate de individuos geneticamente valiosos

Para identificar os individuos geneticamente mais valiosos tanto no agrupamento presente
na RPPN Pasmado, como nos agrupamentos ndo manejados situados em areas adjacentes,
durante os meses de julho de 2017 e janeiro de 2018, efetuou-se a coleta de amostras de
material vegetal de 132 individuos distribuidos em 04 localidades (Figuras 13): 60
amostras na RPPN Pasmado (Agrup RPPN); e 26 amostras localizadas na localidade onde
a espécie foi descrita pela primeira vez, ou seja, localidade Tipo (Agrup Tipo); 24 amostras
dentro da area da Mineracdo Nova Aurora (Agrup Nova Aurora); 22 amostras de uma
populacdo situada a margem da estrada de acesso a Mineragdo Nova Aurora, a qual foi
identificada como Agrupamento Pasmado (Agrup Pasmado).

v

Google Earth3

Figura 13: Localiz

~ '~ !

acao dos pontos de coles. Fonte: Google arth 2019, adaptado.
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Sendo assim, excetuando-se os individuos do Agrup Tipo, os quais sdo distintos
geneticamente, as individuos mais valiosos dos Agrupamentos Pasmado e Nova Aurora
relacionados a seguir, deverdo ser resgatados e realocados na RPPN, visando enriquecer
a diversidade genética do Agrup RPNN e, consequentemente, garantir a sobrevivéncia

da espécie C. purpureus que se encontra criticamente ameacada de extincao.

Quadro 02: identificacdo e localizacdo dos individuos geneticamente valiosos.

IDENTIFICACAO E LOCALIZACAO DOS INDIVIDUOS GENETICAMENTE
VALIOSAS

Coordenadas UTM

Localidade Id. Ponto X Y
NO3 210409.34 8178571.93

NO5 210420.44 8178585.61

Agrup Nova Aurora  NO6 210420.35 8178592.35
NO8 210492.15 8178593.31

N14 210473.60 8178628.44

N20 210459.67 8178668.86

P03 210022.73 8177221.20

P04 210032.30 8177211.29

Agrup Pasmado P12 209966.73 8177098.59
P14 209970.70 8177068.17

P15 209972.98 8177049.77

Em relagdo ao Agrup Nova Aurora, salienta-se que devido ao impacto da atividade
mineraria sobre os individuos de C. purpureus, todos deveriam ser resgatados para a
RPNN, independente da riqueza da variabilidade genética presente, pois todas estdo em
condi¢Bes ndo favoraveis a sua sobrevivéncia. Para que isto ocorra, serd necessario
proceder a estudos sobre a capacidade suporte da RPPN. Caso nédo seja possivel leva-los
para o referido local, devera ser providenciada outra localidade que seja segura para

realocacao desses individuos.
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Figura 14: Coleta de material vegetal dos individuos presentes no
Agrup Nova Aurora. Aos fundos detalhe da atividade mineraria.
Fonte: Dados da pesquisa, 2018.

C. Monitoramento da diversidade genética do agrupamento presente na RPPN

A cada dez anos devera ser avaliada a diversidade genética dos individuos de C. purpureus
presentes na RPPN, a fim de garantir a sobrevivéncia da espécie no local, uma vez que ter
uma significativa quantidade de individuos em um s6 espa¢o ndo garante a variabilidade
genética dos mesmos. Sugere-se que os mesmos marcadores utilizados neste trabalho sejam
utilizados como forma de comparar a situacdo da diversidade genética atual com os dados

gerados nas préximas avaliacGes.

D. Preparacao de individuos para conservacao ex situ em jardim botanico

Os 05 individuos mais valiosos geneticamente de cada agrupamento amostrado, isto é, um
total de 20 individuos, terdo parte de seus cladédios removidos (uma touceira com no minimo
03 cladddios) para formarem novos exemplares que serdo depositadas no Jardim Botanico
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Plantarum, em Novada Odessa (SP) e para o Jardim Botéanico da Fundagdo Zoo-Botanica de

Belo Horizonte (MG) , visando a conservagdo ex situ e formacao de banco de germoplasma.

Quadro 03: identificacéo e localizacdo dos individuos geneticamente valiosos para conservagao ex situ..

IDENTIFICACAO E LOCALIZACAO DOS INDIVNI'DUOS GENETICAMENTE
VALIOSAS PARA CONSERVACAO EX SITU

Coordenadas UTM

Localidade Id. Ponto
X Y
R0O01 210785.95 8175517.13
R0O15 210739.18 8175419.05
Agrup RPPN R018 210706.76 8175367.01
R022 210659.65 8175358.07
R030 210616.63 8175314.97
T009 208775.33 8162792.06
TO11 208739.75 8162765.47
Agrup Tipo T012 208761.69 8162761.69
T015 208732.09 8162807.99
T024 208693.73 8162801.35
NO001 210422.28 8178556.72
NO10 213964.56 8178643.00
Pop Nova NO18 210458.68 8178653.46
Aurora NO19 210453.55 8178662.01
NO024 210478.90 8178719.87
P001 210029.43 8177235.01
P002 210018.59 8177231.12
Agrup Pasmado P010 209975.78 8177151.52
P013 209954.46 8177083.01
P016 209929.52 8177014.68

Os cladodios deverdo ser removidos de seu habitat com auxilio de pés, de modo a
preservar o sistema radicular integro. Também importante que o substrato seja levado
junto a fim de contribuir para que o novo solo tenha condigdes semelhantes ao do
habitat natural, o que aumentara o conforto pos-plantio para os espécimes. Em seguida,
assim como na operacdo de realocacdo dos cactos, onde o sucesso foi garantido, 0s
individuos serdo identificados, numerados sequencialmente e colocadas, juntamente
com seu substrato, em caixas de madeiras com dimensdes de 80 x 60 x 20 cm para
serem transportados em caminhonete coberta por sombrite, até os Jardins Botanicos ora
mencionados.

A operacdo de transporte devera ocorrer em 02 dias devido a distancia entre Itinga
(MG) e Nova Odessa (SP), ou seja, uma distancia de 1.230 km. Sendo assim, deverao

ser percorridos 615 km/dia, com parada no Jardim Botanico da Fundagéo Zoo-Botanica
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de Belo Horizonte para depositar parte dos individuos. Salienta-se que a cada 2 horas 0s
indiviudos deverdo ser borrifados com &gua, excetuando-se o periodo noturno. Ao
chegar nos Jardins Botéanicos, os individuos que formardo os 20 novos agrupamentos
ficardo em casa de vegetacdo para aclimatacdo por 30 dias. Na sequéncia, as 0S
agrupamentos serdo depositadas no cactario, um ambiente com condicGes semelhantes
ao habitados por cacticeas da caatinga mineira e do sertdo do pais, e assim devidamente
monitorados e conservados.

Assim que entrar o periodo de floracdo, as flores serdo artificialmente polinizadas
através do uso de pincéis finos, a fim de garantir a frutificacdo e a producdo de sementes

com alta diversidade genética para a formacdo do banco de germoplasma da espécie

Coleocephalocereus purpureus junto ao banco de germoplasma dos Jardins Botanicos.

8 \ b , 1‘. \) \ ‘7 1
: ICH~ , e . Ay~ g i V4 o |
Figura 15: Cactario do Jardim Botanico Plantarum. Fonte: Jornal Eletrénico Campinas com crianga,
2019.
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E. Manutenc¢do dos tamanhos dos agrupamentos para evitar efeitos de erosdo genética

Segundo Souza & Martins (2004), a erosdo genética é a perda da variabilidade genética
incluindo-se a perda de genes e perda individual de combinacGes de genes. A erosao
genética dentro de uma espécie ocasiona a reducdo dos tamanhos das populacGes, ou
seja, algumas caracteristicas podem ser perdias em funcdo da perda da variabilidade
genética (BRANDT et al., 2008).Para que isso ndo ocorra, Serd necessario sanar 0s

fatores que colocam os individuos da RPPN em risco de erosdo genética, isto é,

83



monitorar anualmente o tamanho do agrupamento para que ndo haja perda de
individuos, e até mesmo enriquece-lo por meio da coleta e dispersdo de sementes, mas

também mantendo-se 0 monitoramento genético a cada dez anos.

F. Manutencéo do habitat para polinizadores

A polinizacdo é um importante servico ecossistémico, tratando-se de uma ferramenta
essencial para a conservacdo da biodiversidade, pois traz a fertilizagdo das flores,
dispersdo de sementes e o valor estético da natureza (IMPERATRIZ-FONSECA et al.,
2012). Segundo Nogueira-Couto (1998), a polinizacdo é fundamental para a preservacéo
da vida vegetal, assim como para manutencdo da variabilidade genética. De acordo com
Maue et al (2012), em fitofisionomias com restrices ambientais mais severas, como,
por exemplo, a caatinga e a mata seca, existem sistemas de polinizagdo diferenciados e
interdependéncia entre plantas e vetores bioticos.

Em relacdo a polinizacdo de Coleocephalocereus purpureus, faz-se necessario
intensificar estudos sobre sua polinizacdo e dispersdo de sementes (ZAPPI, 2008).
Entretanto, levando-se em consideracdo a espécie irma Coleocephalocereus aureus, a
qual se diferencia de C. purpureus em virtude da coloracdo branca esverdeada de suas
flores e seus espinhos dourados, sua polinizacdo envolve a presenca de formigas
(ZAPPI, 2008), e quanto a C. purpureus, observou-se em campo durante 0 més de
janeiro de 2018, uma grande quantidade de flores junto ao ceféalio dos individuos e a
presenca de colibris em atividade de polinizagdo destas flores, porém carece estudos
conclusivos sobre a polinizacdo de C. purpureus, mas isto ndo é um empecilho para a
definicdo de estratégias que favorecam este servigo ecossistémico na RPPN Pasmado.
Sendo assim, recomenda-se 0 enriquecimento do entorno da area da RPPN com
especies vegetais de ocorréncia natural da regido, que sejam atrativas para formigas,
colibris e esfingideos e outros representantes da fauna, tais como lagartos e besouros, 0s
quais podem ser dispersores de sementes. Também recomenda-se a criagdo de habitats
artificias a fim de propiciar locais de abrigo e nidificagdo destes espécimes, pois sdo
importantes atores diretos e indiretos para a polinizagdo e dispersdo de sementes das
colbnias de C. purpureus. No entanto, para proceder de forma eficiente quanto a
manutenc¢do do habitat dos polinizadores da espécie em questdo, sugere-se que também
sejam realizados estudos adicionais sobre a biologia reprodutiva de C. purpureus, assim
como estudos sobre a identificacdo de polinizadores, ciclo de vida, habitos, e ainda,

possiveis atrativos alimenticios.
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6. Cronograma

CURTO
PRAZO

ATIVIDADES

semestre
semestre

10
20

Resgate de X X
individuos
geneticamente
valiosos

Monitoramento | X X
da diversidade
genética da
populacéo

Manutencao
dos tamanhos
populacionais
para evitar
efeitos de
erosao genética

Manutencéo de | X X
habitat para
polinizadores

Preparacédo das X
colbnias para
conservagao ex
situ em Jardim
Botéanico

Monitoramento X
e conservacgao
das col6nias
mantidas ex
situ

Criacdo de UC
para a
Localidade
Tipo

Avaliacdo da
efetividade do
planejamento
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7. Consideracéo final

A concluséo deste Plano de Manejo Genético depende da inteiracdo dos setores publico
e privado para garantir seu sucesso. Com a implementacdo deste estudo espera-se
garantir a variabilidade genética dos individuos de Coleocephalocereus purpureus
presentes nos agrupamentos da RPPN, Tipo, Nova Aurora e Pasmado. No entanto,
ressalta-se que a execucao deste Plano esta diretamente atrelada em termos temporais e
financeiros das Empresas Mineracdo Nova Aura Ltda. e Thomazi Ltda, e ainda, que
carece de estudos de viabilidade para implantacdo de uma nova area de reserva para o
agrupamento localidade Tipo, caracterizado como uma populagdo distinta; estudos
sobre a capacidade suporte da RPPN Pasmado; e estudos conclusivos sobre a
polinizacdo da espécie C. purpureus. Em suma, ha necessidade de ampliar o

conhecimento cientifico sobre C. purpureus.
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AnNexos

Quadro 04: Localizacdo das colonias amostradas na RPPN Pasmado.

AGRUP RPPN COORDENADAUTM

ID PONTO X Y ELEV.
R1 210785.95 | 8175517.13 285
R2 210807.22 | 8175524.29 290
R3 210788.87 | 8175538.33 286
R4 210849.49 | 8175551.65 295
R5 210825.07 | 8175611.24 288
R6 210857.37 |8175513.88 300
R7 210864.56 | 8175503.24 302
R8 210899.85 | 8175485.44 312
R9 210812.05 | 8175483.26 298
R10 210802.69 | 8175471.51 301
R11 210784.76 | 8175462.08 294
R12 210763.44 | 8175466.78 288
R13 210755.53 | 8175458.47 288
R14 210762.70 | 8175434.10 291
R15 210739.18 | 8175419.05 293
R16 210740.15 | 8175403.01 292
R17 210714.38 | 8175388.49 285
R18 210706.76 |8175367.01 295
R19 210691.23 | 8175353.51 290
R20 210670.47 |8175347.92 290
R21 210659.76 | 8175366.05 282
R22 210659.65 | 8175358.07 284
R23 210653.96 | 8175352.24 283
R24 210629.89 | 8175354.46 280
R25 210650.50 | 8175370.90 280
R26 210691.23 | 8175353.51 290
R27 210617.61 | 8175353.41 276
R28 210613.89 | 8175328.55 278
R29 210614.25 | 8175333.21 278
R30 210616.63 | 8175314.97 281
R31 210608.96 | 8175313.87 281
R32 210610.50 | 8175302.70 282
R33 210610.32 | 8175283.98 285
R34 210595.38 | 8175282.23 277
R35 210603.55 | 8175295.08 275
R36 210601.06 | 8175297.37 274
R37 210596.53 | 8175324.55 270
R38 210604.02 | 8175323.10 273
R39 210609.89 | 8175323.96 277
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R40 210619.67 | 8175335.27 277
R41 210622.31 | 8175337.86 277
R42 210629.64 |8175333.41 272
R43 210629.48 | 8175329.09 274
R44 210636.39 | 8175323.65 279
R45 210640.98 | 8175323.93 275
R46 210643.88 | 8175330.84 278
R47 210647.09 | 8175330.99 281
R48 210651.35 | 8175331.49 279
R49 210655.21 | 8175330.44 280
R50 210654.81 | 8175336.74 283
R51 210673.96 |8175366.90 281
R52 210667.07 | 8175354.52 281
R53 210666.96 | 8175354.74 281
R54 210667.79 | 8175356.52 283
R55 210667.89 | 8175357.18 282
R56 210671.40 | 8175358.56 281
R57 210673.77 | 8175349.07 283
RS58 210674.06 |8175366.79 281
R59 210676.49 |8175369.15 281
R60 210681.00 | 8175375.30 280
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Figura 14: Localizacdo das col6nias de Coleocephalocereus purpureus na RPPN Pasmado. Fonte:
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Quadro 05: Localizagdo das col6nias amostradas na Agrup Tipo.

AGRUP TIPO COORDENADA UTM
ID PONTO X Y ELEV.
T01 208706.46 8162849.74 295
T02 208688.76 8162832.55 292
T03 208749.56 8162829.84 308
T04 208779.59 8162812.41 314
T05 208762.13 8162776.96 327
T06 208737.20 8162733.76 335
T07 208796.18 8162778.53 328
T08 208795.00 8162769.00 324
T09 208775.33 8162792.06 320
T10 208723.83 8162784.29 314
T11 208739.75 8162765.47 319
T12 208761.69 8162761.69 326
T13 208749.10 8162759.15 325
T14 208721.67 8162776.88 314
T15 208732.09 8162807.99 311
T16 208702.71 8162777.79 310
T17 208711.43 8162797.20 309
T18 208707.69 8162820.26 305
T19 208679.22 8162818.77 302
T20 208681.11 8162800.05 303
T21 208718.28 8162752.55 318
T22 208707.91 8162768.16 311
123 208682.47 8162781.10 307
T24 208693.73 8162801.35 305
125 208701.21 8162806.57 307
T26 208661.85 8162791.15 301
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LOCALIZAGAO DOS PONTOS AMOSTRAIS - POP TIPO

POP TIPO

LEGENDA

® Cactos

DADOS CARTOGRAFICOS

Geographic Coardinate System:0GCS_WGS_1984
Datum : WGS_1884

8162000

Figura 15: Localizac8o das colbnias de Coleocephalocereus purpureus presentes na localidade Tipo —

Pop Tipo. Fonte: Dados da pesquisa, 2019.
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Quadro 06: Localizagdo das colonias amostradas na Agrup Nova Aurora.

AGRUP NOVA AURORA

COORDENADASUTM

PONTO X Y ELEV.
NO1 210422.28 8178556.72 287
NO2 210437.03 8178563.65 287
NO3 210409.34 8178571.93 305
NO04 210421.94 8178582.25 305
NO5 210420.44 8178585.61 306
NO6 210420.35 8178592.35 307
NO7 210417.01 8178595.69 308
NO8 210401.56 8178598.86 310
NO09 210492.15 8178593.31 301
N10 213964.56 8178643.00 302
N11 210493.80 8178582.90 300
N12 210494.97 8178628.73 304
N13 210485.23 8178621.83 304
N14 210473.60 8178628.44 305
N15 210467.00 8178633.30 307
N16 210473.32 8178646.89 308
N17 210468.53 8178652.09 310
N18 210458.68 8178653.46 310
N19 210453.55 8178662.01 312
N20 210459.67 8178668.86 312
N21 210475.68 8178714.63 312
N22 210458.05 8178700.83 312
N23 210478.95 8178716.49 313
N24 210478.90 8178719.87 313
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LOCALIZAGAO DOS PONTOS AMOSTRAIS

LEGENDA

® Cactos

DADOS CARTOGRAFICOS

Geographic Coardinate System:0GCS_WGS_1984
Datum : WGS_1884

Figura 16: Localizacdo das col6nias de Coleocephalocereus purpureus dentro da area da Mineracdo

Nova Aurora — Pop Nova Aurora.. Fonte: Dados da pesquisa, 2019.

97




Quadro 07: Localizacdo das colonias amostradas na Agrup Pasmado.

AGRUP
PASMADO COORDENADAS UTM

PONTO X Y ELEV.
PO1 210029.43 8177235.01 297
P02 210018.59 8177231.12 297
P03 210022.73 8177221.20 296
P04 210032.30 8177211.29 295
P05 210032.38 8177190.07 294
P06 210017.21 8177194.83 294
PO7 210013.38 8177187.30 294
P08 210031.78 8177152.51 292
P09 209993.98 8177153.73 292
P10 209975.78 8177151.52 291
P11 209992.41 8177119.34 290
P12 209966.73 8177098.59 288
P13 209954.46 8177083.01 287
P14 209970.70 8177068.17 287
P15 209972.98 8177049.77 286
P16 209929.52 8177014.68 284
P17 209910.98 8177004.99 284
P18 209877.21 8177003.97 285
P19 209880.36 8177043.20 284
P20 209907.97 8177053.51 285
P21 209862.07 8177118.67 288
p22 209912.75 8177121.86 288
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LOCALIZAGAO DOS PONTOS AMOSTRAIS - PASMADO
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Figura 17: Localizacdo das col6nias de Coleocephalocereus purpureus na margem da estrada de
acesso a Mineracao Nova Aurora — Agrup Pasmado.. Fonte: Dados da pesquisa, 2019.
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CONCLUSAO

Diante do exposto, considerando 0s aspectos estritamente ambientais, e ainda, a caréncia
de estudos aprofundados sobre a conservacdo e a avaliacdo da diversidade genética da
espécie Coleocephalocereus purpureus, conclui-se que esta pesquisa colabora
efetivamente para com a conservacgéo deste cacto criticamente ameagado de exting¢do, pois
traz a publico uma importante ferramenta molecular de acesso a estrutura e diversidade
genética da referida espécie, subsidiando-se o Plano de Manejo Genético, o qual viabilizara

a reabilitacdo e reconstrucdo de populacbes em declinio e/ou com habitat degradado.

Destaca-se que a Localidade Tipo deve ser manejada em unidade independente levando-
se em conta que ela apresentacdo de um grupo geneticamente distinto uma das demais
populagbes amostradas, sendo um forte indicio de evolugdo genética em um ramo
diferenciado, o que pode provocar implicagdes em programas de reproducdo e
reintroducdo dos espécimes desta populacdo caso as coldnias sejam inseridas em outras
populacdes. Em relacdo as populacGes da RPPN, Nova Aurora e Pasmado, elas possuem

semelhangas genéticas, o que facilitara a reproducéo e reintroducédo da referida espécie.

Portanto, infere-se que a avaliacdo da variabilidade genética de espécies ameacadas de
extincdo é uma ferramenta eficaz para a conservacdo da biodiversidade, uma vez que
quanto maior a heterozigosidade encontrada entre coldnias, maior serd a variabilidade
genética e, consequentemente, melhor sera o equilibrio da populacdo e menor serd o

risco de extingdo da espécie por fatores genéticos.
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Abstract
Ten microsatellite loci were developed and validated for the endangered cactus species Cadrocephalocencus purpurews. The
markers were obtained from sequences generated by whole genome shotgun sequencing approaches. A testing group of 36

-spcclmcm of the main population were genotyped and ull described markers presented suitable outcomes to populution
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s

genehic studies, showing polymorphic status for C. purpireus testing groypwith clean and reproducible amplification. No
evidence for scoring errors. aull alleles or linkage disequilibrium was defected, Number of alleles per locus ranged from 3
10 6 and expected heterozygosity runged (rom (.78 1o 0,99, These ww mlwtlluc loci are suitable 1o be used In future

diversity and structare population studics of C, perpurens,

Keywords Microsatellites - Popalation genctics - Cactus - Endangered specees

Introduction

Coleocephulocercus purpurens (anm; :nd Bre&too;
F. Ritter is a rure columnar cactus specics, Mg up to
W0 cm high, with grey wool and golden’ )elluwbllmm bris-
thes, that forms o biternl cephalivm upb 50 ¢m loog near the
stem’s tip with pink melocactus-Tike ﬂm (Fag. DL As
a typical colummar cactus, C. pyrpm'm specimens provide
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nectar, pollen wnd fruits to & broad spectrum of bt bird. and
insect specics, playing a crucial support ecological roke of o
fragike arid ecosysiem [ 2]

The specics was ranked by TUCN as "critically endan-
gered” due its high endemiam, whose occurrence of popula-

tions (or even of a singke population, the populution bounda- N

ries is unknown) is limited to only four small habitat patches
resricted to inland cliffy and mountain peaks placed in a
sl aren of Cantinga biome from Southeast Brazil (Fig. 2),
as well due the presence of quarrying activities of the rock
where the species grows and otler minor human impacts
such as collection, defocestation, introduction of invasive
species, fire and cattle trampling |3).

Due 1o the high risk of extinction of the species imposed
by quarrying sctivitics in is home range. a conservation unit
(numed “RPPN Pasmado™) has recently been established 10
proteot one of the main native populutions of C. purpireus
as well 25 to hurbour rescoed individuals from areas where
Quarrying activitics has been authorized und all vegetation
has been removed [4]. Since the transtocation programs
were implemented, the RPPN Pasmado Conscrvation Unit
became the largest group of C. purpureny specimens con-
stituted by native individuals as well translocated individe-
als from other populational groups that became extinet due
10 quarrying sctivity. In sddition, us the other three habitut
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Divulgacédo do projeto no website da empresa Nativa Meio Ambiente Ltda., destacando
a parceria entre o IFMG Campus Bambui e as empresas envolvidas no manejo de C.
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e-estrutura-genetica-da-populacao-translocada-de-coleocephalocereus-purpureus-rppn-
pasmado/ - Acesso em 10/09/2019)
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vrtode das mnededes de eatragho mnenl

Portantn, espera se que esta Pesguisa d b3 um

que contrburd pars estabel Qs QU Gt & SORreYIENCIA
da populacdo dos cactos iranslocados, wme vez gue secd possivel
determinee 2 ampltade da diversdade gendtica da referida espécie na
FPPR, bermn como tragar @ eeal manejo pan a conse vigio in sty &)
Coleocephalocertus putpureus
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