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O objetivo deste capitulo é discutir os tipos de amostragens
e de marcadores moleculares e as analises de dados mais
utilizadas em estudos de genética da conservacao, que
tém incorporado variaveis espaciais e temporais. Analises
genéticas que incorporam variaveis espaciais sao objetos de
estudo da genética da paisagem, area que estd em ascensdo
por permitir investigar processos ecoldgicos e analisar o seu
funcionamento no mundo “real”.

Entretanto, a maioria das pesquisas de genética da conser-
vacao permanece sem um delineamento amostral explicito,
exibindo amostragens oportunistas. Esse comportamento
é tradicionalmente adotado na genética das populagdes e
pode comprometer as analises, gerando resultados equivo-
cados. Para que os resultados das pesquisas genéticas sejam
aplicaveis a conservacado, as principais mudangas que devem
ser incorporadas sao o delineamento amostral explicito e
a consideracdo do efeito de escalas espaciais e temporais
sobre a estruturacao genética. Para isso, informacdes sobre
o uso do espaco e tempo pela espécie de estudo devem ser
previamente reunidas, assim como as falhas dos métodos de
estudo, no intuito de evitar erros na interpretacao dos resul-
tados e, consequentemente, no planejamento dos programas
de conservacao.

Introducao

A variacdo genética tem sido um crescente alvo de investi-
gacao devido a sua importancia para a biologia da conser-
vagdo, uma ciéncia multidisciplinar que visa congregar o
conhecimento de diferentes areas para entender e combater
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0S processos que ameacam a sustentabilidade da biodi-
versidade. A biodiversidade genética, por sua vez, pode
ser afetada em multiplas escalas, tanto espaciais quanto
temporais (ANDERSON et al., 2010). O numero de publica¢des
cientificas que tem usado varidveis espaciais para explicar a
variagao genética de popula¢des naturais tem crescido subs-
tancialmente desde 2003. Contudo, o montante de pesquisas
que tem incorporado variaveis temporais ainda é bastante
incipiente (Figura 1).

A ciéncia que explica a influéncia das caracteristicas da paisa-
gem sobre a variacdao genética é a genética da paisagem.
Ela foi citada pela primeira vez por volta dos anos de 1980,
mas so foi proposta como uma ciéncia em 2003 (MANEL et
al., 2003). Manel e demais autores (2003) a definiram como
uma disciplina que integra as caracteristicas espaciais com
processos microevolutivos, como o fluxo génico, a deriva
genética e a sele¢ao. Anos mais tarde, ela foi redefinida para
integrar a genética de populacdes, a ecologia da paisagem e
as estatisticas espaciais (STORFER et al., 2007).

Enquanto os estudos de genética da paisagem permitem
avaliar a estrutura genética intra e interpopulacional em
diferentes escalas espaciais (SORK; WAITS, 2010), os modelos
temporais ajudam a entender quais for¢cas determinam a dife-
renciacdao das populacdes e a testar quais as causas da perda
de diversidade genética ao longo do tempo. As amostragens
em multiplas escalas temporais permitem também monitorar
e avaliar os programas de conservacdo, tais como medidas
de reintroducdes e translocacdes de individuos (SMYSER et
al., 2013), e planejar novas medidas de conservacdo, uma vez
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gue conhecemos a causa primaria de diferenciacdao gené-
tica (HABEL et al., 2014). Desse modo, as escalas espaciais
contribuem para a avaliacdao do efeito da paisagem sobre
a variagcdao genética (STORFER et al., 2007), a0 passo que sao
importantes para a investigacao de eventos demograficos e
declinios populacionais (ORTEGO et al., 2011).

Conjuntamente, as amostragens em multiplas escalas
espaciais e temporais podem ajudar a identificar eventos
passados e atuais que governam a diferenciacao popula-
cional. Por serem a dinamica e a estruturacao populacional
resultados de multiplos processos temporais, espaciais e
bioldgicos, amostragens genéticas espaco-temporais tendem
a aumentar o poder das analises e gerar informag¢des mais
precisas sobre os mecanismos de diferencia¢ao populacio-
nal e sobre seu status de ameaca. Entretanto, apesar das
vantagens listadas, o nimero de publicacdes que incorporam
dados temporais € muito menor que aqueles que incorpo-
ram amostragens espaciais. Menor ainda tem sido o numero
de pesquisas que incorporaram ambas as escalas (espacial
e temporal), conforme o disposto na Figura 1, que reune
publicacdes encontradas no banco de dados do Scopus e
que contém, no titulo, resumo ou palavras-chaves, os termos:
(1) landscape genetic + population + conservation; (2) temporal
scale + conservation genetic; e (3) spatial scale + temporal scale +
genetic conservation. E possivel que isso ocorra em funcdo da
dificuldade de obter e analisar amostras temporais. Por essa
razao, este capitulo reune as principais recomendacdes para
testar o efeito da escala e o tipo de amostragem em pesqui-
sas de genética da conservagao que incorporam variaveis
espaciais e/ou temporais (HABEL et al., 2014; 2015).
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Figura 1: NUmero de publicagdes com os respectivos temas,
entre 1985 e 2015

Fonte: elaborada pelos autores.

Identificacao do problema

Os objetivos mais comuns de estudos de genética da conser-
vagao que incorporam variaveis espaciais incluem identificar
as caracteristicas ambientais ou da paisagem que facilitam
ou impedem o movimento e fluxo génico (MULLINS et al.,
2015) e avaliar a influéncia da composicao e configuracao
da paisagem sobre a diversidade e diferenciacao genética
populacional (APARICIO et al., 2012). Esses estudos permitem
quantificar a atividade da variacao da paisagem, em diferen-
tes escalas espaciais, na moldagem da estrutura genética
dentro das e entre as populacdes (SORK; WAITS, 2010). Ja 0s
modelos temporais ajudam a entender as forcas que deter-
minam a diferenciacdo das populacdes e a testar a perda de
diversidade genética, que se deve a declinios ou gargalos
populacionais (HABEL et al., 2014, 2015).

PASSOS PARA INCORPORAR VARIAVEIS ESPACIAIS E 133
TEMPORAIS NA GENETICA DA CONSERVAGAO



Dessa forma, pesquisas que incorporaram variaveis espaciais
avaliam a influéncia de fatores da paisagem sobre a variacao
dos dados genéticos, tais como barreiras fisicas, resisténcia
e configuracdo da paisagem, fragmentacao, perda de habi-
tat e distancia inter-habitat (MORAES et al., 2018). Ja estudos
gue incorporam variaveis temporais avaliam a influéncia de
eventos estacionais e demograficos sobre a variacdo genética
(GUILLEMAUD et al., 2011).

Escolha da escala

Segundo Hall e Beissinger (2014), a escolha da escala é a
segunda etapa em uma pesquisa, depois da defini¢cdo do
objetivo. A escala pode ser pequena/curta, grande/longa ou
multipla. Em analises de fluxo génico, a escala temporal pode
variar desde escalas histéricas até regionais ou contempo-
raneas. Assim, a estrutura genética de uma populacdo pode
refletir um padrao histdrico maior que os padrbes contempo-
raneos da paisagem, exibindo um tempo de atraso no padrao
genético observado. Por isso, torna-se importante conside-
rar os efeitos da escala temporal em estudos genéticos. Por
exemplo, Zelmer e Knowles (2009) usaram multiplas escalas
de tempo e espaco para investigar a influéncia da paisagem
na diferenciacdo genética de uma espécie de anfibio: Rana
sylvatica. Usando essa metodologia, os autores observaram
gue a variacao genética de R. sylvatica estava respondendo
a escalas mais contemporaneas da paisagem.

A escolha da escala (espacial ou temporal) deve ser defi-
nida previamente a realizacdo da pesquisa, que depende

de informac¢des sobre o comportamento e a ecologia da
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espécie de estudo. Quando a escolha da escala é realizada
de forma intuitiva, ela pode comprometer a interpretacgao
dos resultados. Uma determinada escala pode ser adequada
para um dado organismo, mas ndo para outro. Por isso, uma
mesma escala ndo pode ser utilizada como parametro para
espécies sem similaridades ecoldgicas. Uma escala de baixa
resolucdo e uma classificacao simples do uso e cobertura do
solo, por exemplo, sdo adequadas para avaliar a influéncia
da paisagem sobre o fluxo génico de grandes vertebrados,
mas em analises com pequenos vertebrados, que sdo afeta-
dos por mudancas em pequenas escalas da paisagem, sao
inapropriadas (SEGELBACHER et al., 2010).

Segundo Anderson e demais autores (2010), a escala espacial
é caracterizada pela granulacdo, extensao e resolucao; rela-
cionadas a biologia da espécie em estudo. A granulacao deve
ser menor que a média da area de vida ou que a distancia
de dispersdo da espécie, e a extensdo deve ser maior que
a area ocupada pela populagdo e que a distancia esperada
de dispersao. Esse esquema esta representado na Figura 2,
em que a linha pontilhada representa a granulacao; a conti-
nua, a extensao; a em negrito, ligando os graos a distancia
entre unidades amostrais; e a seta, que indica a distancia de
dispersao da espécie de estudo.
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Figura 2: Esquema indicando a granulacéo, a extensdo e a distancia
entre as unidades amostrais, que devem ser consideradas durante
o delineamento de uma amostragem espacial

Fonte: Anderson e demais autores (2010).

Desenho amostral

Uma questdao comum em estudos de genética de populag¢des é
a definicdo do numero de individuos que deve ser amostrado
e do numero de marcadores a ser utilizado. Tradicionalmente,
tem sido aceitavel um minimo de 20 a 30 individuos (NEI, 1978).
Hale e demais autores (2012) demonstraram, utilizando dife-
rentes taxons, que a varia¢ao na frequéncia alélica, na hetero-
zigose esperada (He) e no coeficiente de endogamia devido a
diferenciacao entre subpopulacdes (Fst), diminuem a medida
gue o tamanho amostral aumenta. Os autores também obser-
varam que a varia¢ao genética nao é significativa em valores
acima de 25 ou 30 individuos amostrados. Contudo, pesquisas
gue usam algoritmos de agrupamento genético e testes de
atribuicdo podem dispensar esse tipo de delineamento, pois
€ mais importante para a genética da paisagem uma ampla
distribuicdo da amostragem no espa¢o que na dimensao do
individuo (STORFER et al., 2007).

Uma solugdo para definir o numero de amostras, sitios, popu-
lacbes e marcadores pode ser os testes de randomizacao,
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que visam quantificar o esfor¢o minimo necessario para
encontrar uma variacao genética. Dharmarajan e demais
autores (2014) realizaram testes de aleatorizacdo para avaliar
o poder de sua amostragem - utilizando 13 microssatélites,
Fstigual a 0,018 e 0 numero minimo de amostras (aproxima-
damente 20) - e observaram um poder maior que 80% de
encontrar estruturag¢do genética. Alguns programas podem
ser usados para realizar esses testes, como o POWSIN. Esse
software estima o poder e o erro das analises, usando o teste
exato de Fisher e o teste de qui-quadrado e combinando
informacdes, como numero de sitios ou populacdes, tama-
nho das amostras, numero de /loci, frequéncia alélica e grau
esperado de diferenciagao (RYMAN; PALM, 2006).

A escala da amostragem pode ser a nivel de individuo,
grupo ou populagao. A amostragem a nivel de individuo sera
adequada para espécies com distribuicdo continua. Ja amos-
tragens a nivel da populacdo serdo adequadas para espécies
com distribui¢do descontinua ou agrupadas por uma grande
escala geografica. Para que multiplos fatores (temporais e/
ou espaciais) que afetam o objeto de estudo (como o fluxo
génico, por exemplo) sejam coletados, a amostragem deve
ser bem distribuida no tempo e espac¢o (ANDERSON et al., 2010).
Assim, quanto maior o numero de sitios ou popula¢des amos-
tradas ao longo da area de distribuicao da espécie de estudo,
maior serd o numero de variaveis espaciais capturadas.

Geneticistas geralmente ndo tém conhecimento prévio sobre
a espécie de estudo e, por isso, investigam a influéncia de
varias caracteristicas da paisagem ou assumem que apenas
a distancia geografica pode causar o isolamento. Entretanto,
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para aplicar a genética da paisagem na conservacao, é
necessario lancar mao de delineamentos amostrais mais
explicitos e métodos mais sofisticados (SEGELBACHER et al.,
2010), diferentemente do que ocorre com estudos de genética
populacional, que, tradicionalmente, tém sido realizados com
amostragens oportunistas (STORFER et al., 2007). Segundo
Meirmans (2015), um dos principais erros encontrados na
literatura de genética das populacdes é dar maior atencdo a
genotipagem que a amostragem. A randomiza¢ao das amos-
tras no laboratério é falha ou nao informada e é conduzida
considerando os limites geopoliticos, nao bioldgicos.

O delineamento amostral pode, ainda, ser sistematico ou
randdémico. O modelo sistematico possui intervalos fixos
de amostragem e cobre toda a area de estudo. Ja modelos
randdmicos possuem uma amostragem aleatdria e podem
ser aplicados a espécies distribuidas continuamente ou em
subconjuntos na paisagem. Esses modelos gerais podem ser
implementados com delineamentos mais complexos, como:

1. Amostragem hierarquica: uma variavel (a exemplo do
tipo de cobertura) é mais intensamente coletada em fina
escala do que outra variavel (como genotipos);

2. Aninhada: a coleta ocorre numa escala mais ampla (bloco
1) e em limites mais finos (blocos 2 e 3);

3. Estratificada: apropriada para analises de gradiente e
efeito da configuracao da paisagem, quando se deseja
capturar variaveis da paisagem distribuidas desigual-
mente na area de estudo.
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Algumas questdes que devem ser respondidas antes do deli-
neamento amostral sdao: “Qual o objetivo do estudo? Como a
espécie esta distribuida no tempo e no espaco? Quais tipos
de modelos estatisticos sdo adequados para o delineamento
amostral e os tipo de dados coletados?”. Quando o objetivo
da pesquisa é avaliar a perda de diversidade ou a historia
demografica, é recomendavel que, antes de definir o deli-
neamento amostral, as mudancgas ocorridas na area de distri-
buicdo da espécie ao longo do tempo sejam investigadas. E
importante interrogar, também, a existéncia de amostras
coletadas em periodos simultdneos para uma mesma area
ou regido (STORFER et al., 2007).

Segundo Habel e demais autores (2015), um desafio da gené-
tica de populag¢des é coletar um grande nimero de amostras
de uma populagdo em varios pontos no tempo. Embora estu-
dos com a amostragem de um Unico ano ou de um periodo
contemporaneo tenham sido capazes de estimar a influéncia
de eventos passados na composi¢cao genética, o poder de
deteccao de efeitos histéricos aumenta quando multiplos
pontos de amostragem no tempo - ou de periodos que ante-
cederam ou sucederam o evento histérico - sdo amostrados.
As cole¢des de museus sdo a chave para a incorporacao
dos dados temporais nas pesquisas (HABEL et al., 2014). O
problema é que amostras antigas de museus sdo raras e de
dificil extracao de DNA e amplificacao (pequena quantidade
DNA e baixa qualidade). Entretanto, muitas analises que inves-
tigam eventos antigos podem ser realizadas com pequeno
tamanho amostral, o que pode encorajar a incorporacao
dessas amostras (RAMAKRISHNAN; HADLY; MOUNTAIN, 2005).
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No geral, pesquisas genéticas que avaliam a influéncia de
variaveis espaciais buscam amostrar mais largamente a area de
distribuicdo da espécie de estudo. Quanto maior o numero de
grupos (sitios e/ou periodos), menor o seu tamanho amostral.
Dessa forma, geneticistas da paisagem capturam maiores infor-
macodes do espaco, usando escalas ao nivel de grupos ou popu-
lagdes (STORFER et al., 2007). Na situagao inversa, a amostragem
captura maiores informacdes na esfera do individuo (gendétipos).
Por isso, espera-se que estudos que avaliam a variacao genética
em um dado tempo se concentrem em obter um maior nimero
de individuos (ANDERSON et al., 2010; HABEL et al., 2015).

Escolha do marcador molecular

No terceiro capitulo deste livro, foram apresentados alguns
marcadores que podem ser utilizados em estudos de gené-
tica da conservagdo, destacando a empregabilidade dos
marcadores dominantes e codominantes e as possiveis
informacdes que cada um pode gerar. A Tabela 1, a sequir,
evidencia, além da heranca, a aplicacdao de alguns desses
marcadores em estudos da genética da conservacao.

Até o momento, os microssatélites tém sido os marcado-
res mais utilizados, atuando como base de sustenta¢do da
genética de populagdes por serem altamente polimorficos,
abundantes no genoma e possuirem ampla area evolutiva,
qgue permite examinar diferentes escalas de tempo. Os micros-
satélites sdo sequéncias curtas, altamente repetitivas, nao
codificadoras e com alta taxa de mutacao devido aos deslizes
da enzima durante a replicacdo das unidades de repeticdo.
Eles sdo indicados para estudos que quantificam a estrutura
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genética populacional e o fluxo génico recente, além de serem
os melhores marcadores para investigar as consequéncias da
fragmentacdao contemporanea (ANDERSON et al., 2010).

Nessa esteira, a Tabela 1 explicita a aplicacdo dos marcadores
moleculares em pesquisas de genética da conservacao. A
notacdo é a seqguinte: "+" para técnicas que podem ser utili-
zadas para tal aplicagao. Varios sinais indicam maior utili-
dade, sendo "-" para as que ndo podem ser utilizadas para
0 objetivo em questdo e "?" as técnicas sobre as quais ha
informacdo insuficiente para inferéncia. A tabela foi baseada
em Frankham, Briscoe e Ballou (2002), Hall e Beissinger (2014),
Ouborg e demais autores (2010) e Schldtterer (2004).

ALOENZIMAS AFLP SSR MtDNA' SNP
Fonte proteinas NuDNA NUDNA mMtDNA NUDNA
Heranga codominante | dominante | codominante | codominante | codominante
Reprodutibilidade ? alta baixa alta alta
Tamanho efetivo ++ ? +++ ++ +++
Gargalos ++ ++ +++ ++ +++
Endogamia - +++ +++ ? +++
0 Sele¢do + +++ - - +++
0 . ~
g‘ M'g”“?f"’_ e fluxo ++ +++ +++ ++ +++
= génico
T
<
EStn{tl,lm ++ ++ +++ ++ +++
genética
Padrdo de - i it i it
acasalamento
Parentesco + + +++ + +++

Tabela 1: Aplicacdo dos marcadores moleculares em pesquisas de
genética da conservacao

Fonte: baseado em Frankham; Briscoe; Ballou (2002), Hall; Beissinger
(2014), Ouborg et al. (2010) e Schlétterer (2004).
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Apesar das vantagens concedidas pelos marcadores de
microssatélites, € preciso ter cautela na aplicacdao do método,
ja que possuem dificil interpretacao de resultados devido a
presenca de artefatos (SCHLOTTERER, 2004). Caso sejam usadas
amostras ndo invasivas ou antigas na pesquisa, o conjunto
de dados de microssatélite pode apresentar mais erros de
genotipagem, dada a pequena quantidade e qualidade do
DNA. Os erros de genotipagem comprometem severamente
analises de parentesco e, moderadamente, as de diversidade
genética e os testes de atribuicdo. Esses erros podem ser
estimados utilizando o método de Zhan e demais autores
(2010) e minimizados, com multiplos tubos de genotipagem
(TABERLET; LUIKART; WAITS, 1999) e usando pequenos frag-
mentos de microssatélites, especialmente em estudo com
amostras antigas (HABEL et al., 2014).

O MtDNA e cpDNA sdo os marcadores mais indicados para
estudos que investigam mudancas histéricas em longas
escalas espaciais (ANDERSON et al., 2010) e para analises com
amostras antigas (HABEL et al., 2014). Eles ndo sao recombi-
nantes (HOLDEREGGER; WAGNER, 2008) e tém heran¢a materna.
Por isso, seus resultados contam a histéria do fluxo génico
mediado por apenas um dos sexos. Geralmente, o mtDNA e
0 CpDNA ndo fornecem varia¢do genética entre individuos
suficiente para investigar a influéncia da paisagem (Tabela
1). No entanto, se for observada, a dispersao é facilmente
detectada. Estudos de fluxo génico de plantas tém utilizado
mais frequentemente o cpDNA, permitindo avaliar a dispersao
do pdlen ou sementes em diferentes escalas temporais e
espaciais (ANDERSON et al., 2010).
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AFLPs e aloenzimas também tém sido utilizados para inves-
tigar a diferenciacao genética, especialmente em pesqui-
sas com espécies de plantas (STORFER et al., 2010). Eles sao
indicados para analises com amostras recentes (HABEL et al.,
2014). O AFLP é um tipo de marcador nuclear neutro e domi-
nante, baseado na combinacdo da restricdo da variagao local
(enzimas de restri¢gdo) e amplificacdo por meio do método de
PCR (OUBORG et al., 2010). A principal vantagem do AFLP é nao
requerer informacao a priori sobre a sequéncia alvo (primer).
Ele é indicado na construcdao de mapas genéticos de espécies
com pouco conhecimento a respeito do seu genoma (Tabela
1) (SCHLOTTERER, 2004) e aplicado em estudos de grande escala
espacial ou temporal (ANDERSON et al., 2010).

As aloenzimas, por sua vez, permitem distinguir variacdes nas
enzimas (mudancas causadas pela substituicdo de aminoaci-
dos) visualizadas no gel de eletroforese. Apesar de ser uma
técnica de baixo custo e possuir um protocolo universal,
0 numero de pesquisas que tem usado aloenzimas como
marcadores tem diminuido expressivamente desde o surgi-
mento dos marcadores de DNA. Sua substituicao se justifica
pelo fato de consistir em um método indireto de detec¢do da
variagao no DNA, possuir um numero limitado de marcadores
disponiveis e apresentar instabilidade em alguns dos seus
loci, entre outros fatores (SCHLOTTERER, 2004).

Até o momento, a maioria dos estudos de genética da
conservacao realizados tem utilizado, basicamente, marca-
dores neutros. Portanto, testes empiricos acerca do efeito
de pequeno tamanho efetivo populacional sobre a variagao
genética funcional sao praticamente inexistentes. Assim, uma
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guestao que atualmente nao é clara na genética da conser-
vacao é como a variacao genética relacionada com o fitness
é afetada pelos mesmos processos observados em marca-
dores neutros (OUBORG et al., 2010). Uma maior cobertura do
genoma permitira obter uma melhor compreensao da varia-
¢ao genética e identificar regibes genémicas adaptativas.
Novas tecnologias de sequenciamento, como a identificacdo
de marcadores SNP, podem tornar possivel a gera¢ao de enor-
mes quantidades de sequéncias de DNA com baixo custo e
rapidamente. No futuro, essas novas tecnologias substituirdao
os marcadores microssatélites e outros métodos tradicionais
gue sdo mais custosos e trabalhosos (SEGELBACHER et al., 2010).

SNP é um novo tipo de marcador molecular que detecta a
mudang¢a em uma unica base na sequéncia de DNA nuclear
(HOLDEREGGER; WAGNER, 2008). Eles tém maior cobertura do
genoma que 0s microssatélites e os AFLPs e sua principal
vantagem é o alto potencial de automatiza¢dao, com custo
moderado (OUBORG et al., 2010). Os SNPs sdo menos variaveis,
além de serem os representantes mais comuns no genoma
polimdrfico quando comparados aos microssatélites. Por
iSso, seu uso tem crescido e é considerado o marcador do
futuro (HABEL et al., 2014).

O SNP, assim como o microssatélite, tem alto poder de detec-
¢ao de mudancas através de uma curta escala espacial ou
temporal. Um grande conjunto de dados, tanto de SNP quanto
de microssatélite, permite fazer inferéncias sobre o fluxo
génico de espécies com alto nivel de dispersao e que exibem
fraca estruturacao genética, devido a processos ecoldgicos
e evolutivos que tém atuado em curtos espacos de tempo
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(ANDERSON et al., 2010). Entretanto, para que o primeiro SNP
seja desenvolvido para uma dada espécie, é necessario, ante-
riormente, realizar o sequenciamento de varios genes do
genoma, o que demanda tempo (HOLDEREGGER; WAGNER, 2008).

Métodos de anadlise

As pesquisas de genética da conservacao mensuram a
influéncia de varidveis espaciais e temporais na variacao
genética, estimando a diversidade genética e/ou diferen-
ciacdo genética populacional. Inicialmente, contudo, é neces-
sario realizar uma exploracdo dos dados, investigando:

1. A presenca de alelos nulos, artefatos e alelos dropout no
conjunto amostral;

2. Desvios no Equilibrio de Hardy Weinberg (EHW);

3. Os testes de atribuicdo (CARLSSON, 2008).

Muitas analises sdo sensiveis a presenca de alelos nulos,
aos desvios no EHW e a presenca de amostras relacionadas
(CHAPUIS; ESTOUP, 2007). Desvios no EHW podem ser ajusta-
dos com correcao sequencial de Bonferroni (RICE, 1989). Os
alelos nulos também podem ser corrigidos usando progra-
mas como FreeNA (CHAPUIS; ESTOUP, 2007), ou, quando em
baixa frequéncia (< 0,1), as analises podem ser realizadas
sem significativa influéncia nos resultados (CARLSSON, 2008).
O programa FreeNA estima a frequéncia de alelos nulos
por loco e populacdo e corrige o conjunto de dados para
calcular o Fst e a distancia genética, sequindo o método de
ENA (CHAPUIS; ESTOUP, 2007). Além disso, testes de atribuicdo
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também podem ser realizados, removendo ou ndo os /oci com
alelos nulos do conjunto de dados. Quando a remo¢do ou
correcao dos alelos nulos nao alteram significativamente os
resultados, os loci podem ser mantidos nas analises (MULLINS
et al., 2015).

As estimativas de diversidade genética incluem a frequéncia
alélica, numero médio de alelos (Na), heterozigose esperada
(He), riqueza alélica (AR), riqueza de alelos privados (PR) e
coeficiente de endogamia (Fis). Pesquisas de genéticas deli-
mitadas temporalmente usam os indices de diversidade de
genética para entender a perda e a variacao genéticas ao
longo do tempo. Ja pesquisas espaciais acessam a diversidade
genética para investigar sua correlagdo com as métricas da
paisagem. Por ultimo, as pesquisas espaco-temporais corre-
lacionaram a perda de diversidade ao tempo de fragmenta-
¢do ou a eventos historicos (NORA; ALBALADEJO; APARICIO, 2015).

Uma diminui¢do no uso de métodos que quantificam o isola-
mento por distancia (IBD) e uma maior importancia dada
aos testes de agrupamento genético e espacial indicam
um avancgo nas pesquisas (STORFER et al., 2010). Um modelo
bayesiano usado largamente em estudos de genética da
conservacgdo para identificar grupos genéticos é o algoritmo
implementado no software Structure (PRITCHARD; STEPHENS;
DONNELLY, 2000), que mostra a proporcao do genoma do indi-
viduo pertencente a populacao residente e/ou de origem.
Apesar da sua importancia e alta aplicabilidade em estu-
dos de genética da paisagem, as analises no Structure e a
interpretacdo de seus resultados devem ser realizadas com
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cautela, especialmente se a amostragem utilizou um pequeno
tamanho amostral e/ou amostras oportunistas.

Schwartz e Mckelvey (2009) mostraram que analises de agru-
pamento bayesiano no Structure podem identificar diferen-
tes numeros de grupos genéticos, dependendo do método
de amostragem aplicado. Como gradientes genéticos sdo,
provavelmente, comuns na natureza, o Structure pode indicar
populacdes enganosas. Por isso, antes de analisar a estrutura
populacional, padrdes que podem influenciar os resultados,
como os espaciais e temporais, devem ser avaliados.

Fatores multiplos das espécies, como demografia e fatores
ambientais e histéricos, muitas vezes desconhecidos pelo
pesquisador, podem afetar a estrutura genética populacio-
nal. Dessa forma, a espécie pode nao ser estruturada hierar-
quicamente por regides geograficas, e diferentes cenarios
de K (ou seja, numero de grupos genéticos estruturados)
podem explicar a estrutura populacional, refletindo os dife-
rentes processos bioldgicos envolvidos. Assim, além do valor
ideal de K, apontado pelas estatisticas (aquele com maior
valor), também é recomendada a interpretacao dos valores
subdétimos de K (segundo e terceiro valores "ranqueados”
nas estatisticas K), de acordo com os aspectos bioldgicos da
espécie (MEIRMANS, 2015).

Outra analise que tem sido bastante utilizada para estimar
a estrutura genética populacional é a Analise de Variancia
Molecular (Amova). A Amova produz estimativas de compo-
nentes de variancias analogas a estatistica F, que refletem a
correlacao da diversidade em diferentes niveis hierarquicos
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para testar a subdivisao populacional (EXCOFFIER; SMOUSE;
QUATTRO, 1992). A variancia molecular é calculada hipoteti-
zando uma fronteira populacional, o que aumenta o poder de
inferéncia da analise caso a hipdtese seja estabelecida com
informacado bioldgica, ndao apenas com fronteiras geopoliti-
cas. A Amova pode ser uma ferramenta poderosa quando
o resultado de estruturagao é fraco, conferindo-lhe maior
confiabilidade (MEIRMANS, 2015).

Alguns dos testes que correlacionam os dados genéticos com
as variaveis da paisagem sao: testes de isolamento, testes
parciais de mantel, autocorrelacdes espacial e modelagens.
Os testes de isolamento incluem:

1. O Isolamento por Resisténcia (IBR), que correlaciona a
distédncia genética com a resisténcia (MCRAE; BEIER, 2007);

2. O isolamento por ambiente, que correlaciona a diferen-
ciacdo genética com as diferengcas ambientais (WANG;
SUMMERS, 2010);

3. O classico Isolamento por Distancia (IBD), que correlaciona
a diferenciacao genética com a distancia geografica e,
geralmente, é mensurado por meio do teste de mantel,
que se difere por ser uma correlacdo parcial que usa trés
matrizes de dissimilaridade (MANTEL, 1967).

Por sua vez, a autocorrelacdo espacial (SMOUSE; PEAKALL, 1999)
€ uma analise multivariada que avalia a associacdo entre o
relacionamento genético e a distancia geografica (concei-
tualmente similar ao teste de mantel). O método testa se
0 genodtipo de um individuo (quantificado pela frequéncia

148 DIFERENTES OLHARES SOBRE A BIOLOGIA DA CONSERVACAQ



de alelos, distancia genética etc.) em um determinado local
depende do gendtipo de um segundo individuo em uma
localidade vizinha por meio de um correlograma espacial.
Também é crescente a utilizacdo de modelos de regressao
para avaliar a relacdo entre as variaveis genéticas e métricas
da paisagem, assim como modelagens da distancia de menor
custo - que correspondem ao calculo do comprimento do
caminho de menor custo entre os dois pontos (ADRIAENSEN
et al., 2003) - para mensurar a conectividade da paisagem
(MORAES et al., 2018).

Desafios e perspectivas: incorporando
variaveis espaco-temporais em pesquisas
aplicadas a conservacgao genética

A dindmica e estruturacao populacional resultam de multi-
plos processos temporais, espaciais e bioldgicos. Por isso,
amostragens genéticas espaco-temporais devem aumen-
tar o poder das anadlises e gerar informac¢fes mais precisas
sobre os mecanismos de diferenciacdo das populacdes e
0 seu status de ameaca (HABEL et al., 2015). Assim, estudos
de genética da paisagem devem considerar a influéncia
da escala temporal sobre a variacdo genética e vice-versa.
Porém, muitas vezes, a influéncia dessa escala temporal
sobre um processo ecoldgico é esquecida ou ignorada. Se
a heterogeneidade genética temporal ndo é considerada, a
diferencia¢cao da populacao pode ser interpretada de forma
equivocada, especialmente em situa¢bes em que a estrutu-
racao é fraca (STORFER et al., 2007).
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Para analisar os efeitos das mudang¢as ambientais sobre a
estrutura populacional, os pesquisadores precisam conside-
rar o tempo passado (pré-fragmentac¢do ou pré-gargalo) e o
tempo recente (pds-fragmenta¢do ou pos-gargalo). Um dos
grandes desafios atuais € a padronizagcdo da amostragem
no tempo e espaco. E possivel que, com os avancos molecu-
lares, possamos inferir sobre eventos histdricos, utilizando
apenas dados contemporaneos. Por enquanto, a literatura
tem relatado que o poder das analises aumenta quando
diferentes amostragens no tempo sdo realizadas. Somente
quando amostragens espaco-temporais multiplas forem
incluidas nas pesquisas genéticas, poderemos identificar
empiricamente os efeitos recentes de processos de longo
prazo, como a fragmentacao (HABEL et al., 2014).
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