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RESUMO

s

Myrsine coriacea é uma espécie da familia Primulaceae representada por arvores ou
arbustos dioicos, encontrada em todas as fitofisionomias da Floresta Atlantica. Os individuos
de M. coriacea em ambientes naturais apresentam um padrdo de distribuicdo espacial
agregado, formando populacbes isoladas, geralmente estabelecidas em areas
descampadas ou em processo de regeneracdo. A influéncia deste isolamento sobre a
diversidade genética em populacdes naturais da espécie é desconhecida. Ainda assim, M.
coriacea é utilizada em programas de reflorestamento no Brasil, dado que apresenta
elevada capacidade de producao de frutos atrativos a avifauna, potencializando o processo
chuva de sementes. Além disso, o sombreamento da copa auxilia na supressdo de
gramineas, facilitando o estabelecimento de plantulas de outras espécies de Angiospermas.
A obtencdo de sementes para este fim, no entanto, tem sido realizada sem considerar a
genética das matrizes. A diversidade genética corresponde ao numero de alelos por loco e
como esses alelos estao distribuidos na populagdo. Sua mensuracao dentro e entre as
populagbes pode fornecer informacdes importantes para a conservagdo e manejo dos
recursos naturais. O objetivo deste estudo foi mensurar a diversidade genética
intrapopulacional, interpopulacional e entre individuos de sexo masculino e feminino em
populacdes naturais de M. coriacea em areas de Floresta Atlantica. Para tanto, foram
mensurados ou estimados: 1. a magnitude e a distribuicdo da variabilidade genética dentro
das populacdes; 2. a dissimilaridade genética entre cada par de individuos dentro das
populacdes; 3. O fluxo génico e o grau de diferenciacdo entre as populagbes; e 4. a
estruturacdo espacial da variabilidade genética. Os resultados encontrados indicam altos
niveis de polimorfismo e de diversidade genética em M. coriacea. A maior diversidade
genética dentro das populagbes em comparacdo a diferenciagdo genética moderada entre
elas, indica que ha fluxo génico interpopulacional, apesar da distancia e do isolamento aos
quais as populacdes estdo submetidas e tamanho das manchas formadas. As andlises
mutivariades detectaram diferencas significativas entre as populagbes, mas ndo entre 0s
individuos de sexos distintos, ndo havendo interacdo significativa entre os fatoressexo e
localidade. As analises de diversidade genética realizadas para individuos masculinos e
femininos separadamente também nédo indicaram diferencas genéticas entre os morfos
sexuais. Os resultados sugerem que as populacbes estudadas conservam diversidade
genética intrapopulacional apesar do isolamento e, devido a alta diversidade genética
intrapopulacional, possuem potencial para marcagdo de matrizes com finalidade de coleta
de sementes para fins de reflorestamento.

Palavras-chave: capororoca, conservacao, ISSR, Myrsinaceae, Rapanea, reflorestamento.



ABSTRACT

Myrsine coriacea is a species of the family Primulaceae represented by dioic trees or shrubs,
found in all the phytophysiognomies of the Atlantic Forest. The individuals of M. coriacea in
natural environments present an aggregated spatial distribution pattern, forming isolated
populations, usually established in open areas or in the process of regeneration. The
influence of this isolation on genetic diversity in natural populations of the species is
unknown. Nevertheless, M. coriacea is used in reforestation programs in Brasil, since it has a
high production capacity of attractive fruits to the avifauna, potentiating the seed rainfall
process. In addition, canopy shading helps to suppress grasses, facilitating the
establishment of seedlings of other species of Angiosperms. Obtaining seeds for this
purpose, however, has been performed without considering the genetics of the matrices.
Genetic diversity corresponds to the number of alleles per locus and how these are alleles
are distributed in the population. Their measurement in and out as populations can provide
important information for conservation and management of natural resources. The objective
of this study was to measure an intrapopulational, interpopulational genetic diversity and
between male and female individuals in natural populations of M. coriacea in Atlantic Forest
areas. Therefore, we estimated: 1. a magnitude and a distribution of genetic variation within
populations; 2. genetic dissimilarity between each pair of individuals within populations; 3.
The generic flow and degree of differentiation between populations; And 4.spatial structuring
of genetic variability. The results indicate high levels of polymorphism and genetic diversity in
M. coriacea. The greater genetic diversity within populations compared to moderate gentic
differentiation among them, indicates that there is an interpopulation gene flow, despite the
distance and isolation to which the populations are subjected and. Multivariate analyzes
detected significant differences between populations, but not between individuals of different
sexes, with no significant interaction between the sex and locality factors. As analyzes of
genetic diversity carried out for males and females also do not indicate genetic differences
between the sexual morphs. The results suggest that the studied populations conserve
intrapopulational genetic diversity despite the isolation and, due to the high intrapopulational
genetic diversity, with potential for marking of matrices for the purpose of collecting seeds for

reforestation purposes.

Key-words: capororoca, conservation, ISSR, Myrsianceae, Rapanea, reforestation.



INTRODUCAO

Myrsine coriacea (Sw.) R. Br. ex Roem. &Schult. (também conhecida pelo sindnimo
Rapanea ferruginea (Ruiz &Pav.) Mez), pertence a familia Primulaceae (s. APG IV 2016),
gue se destaca pela promocéao de diferentes servicos ecossistémicos. Seus representantes
sdo arvores ou arbustos dioicos (Freitas & Kinoshita 2015), que ocorrem nas Américas
Central e do Sul (Tropicos). O Cerrado e a Floresta Atlantica séo os biomas de ocorréncia
natural desta espécie no Brasil (BFG 2015), sendo que neste segundo bioma a espécie
pode ser encontrada em praticamente todas as fitofisionomias incluindo ambientes
contrastantes como Restingas e Campos de Altitude (BFG 2015; Freitas & Kinoshita 2015).
Populacdes espacialmente agregadas sédo frequentemente encontradas em &areas
descampadas (Freitas & Carrijo 2008) que passaram por distirbio (como pastos
abandonados) ou nédo (afloramentos rochosos). Apresenta caracteristicas interessantes para
fins de reflorestamento, como a elevada capacidade de producdo de frutos atrativos a
avifauna (Pascotto 2007; Jesus e Monteiro-Filho 2007), que também potencializa o processo
chuva de sementes (Begnini et al. 2013). O sombreamento da copa auxilia na supressao de
gramineas, facilitando o estabelecimento de plantulas de outras espécies de Angiospermas
(Silveira et al. 2013). Esses atributos tornaram M. coriacea uma das espécies mais utilizadas
em programas de reflorestamento no Brasil. A obtencdo de sementes para este fim, no
entanto, é realizada sem considerar aspectos relacionados a variabilidade genética das
populacdes naturais. Essa lacuna de conhecimento compromete o entendimento dos
processos ecoldgicos associados a essa espécie de interesse florestal.

A diversidade genética de uma espécie corresponde a qualquer medida que
guantifica a magnitude da variacéo genética dentro de uma populacéo (Hughes et al. 2008).
A reducdo da habilidade das populacdes se adaptarem as mudancgas ambientais é um dos
vérios efeitos de sua perda (Reed e Frankham 2003), podendo acarretar no declinio ou na
extincdo de espécies ou de linhagens. No cenario atual de mudancas climaticas globais e de

transformacgfes dos sistemas naturais devido a atividade humana, mensurar os niveis de
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diversidade genética de populagbes € essencial para fornecer informacdes que possibilitem
a tomada de decisdes quanto a conservacdo e uso dos recursos naturais. O avang¢o no
desenvolvimento de marcadores moleculares mais eficientes e menos custosos tem
possibilitado um enorme avanco do conhecimento sobre a diversidade genética de
populacBdes naturais na Floresta Atlantica (Buzatti et al. 2012; Silva et al. 2013; Melo et al.
2014; Vianna 2015), um dos hotspots de biodiversidade (Myers et al. 2000) do Brasil. Ainda
assim, os dados de distribuicdo da biodiversidade dentro dos hotspots sdo escassos para a
conservacao eficaz das espécies diante das rapidas mudancas ambientais (Carnaval et
al.2009), e ndo incorporam a informacé&o molecular.

Marcadores moleculares neutros tém se mostrado ferramentas fundamentais para
inferir sobre padrdes de dispersdo genética (Souza et al. 2013; Gois et al. 2014; Gongalves
et al. 2014; Melo et al. 2014; Hoeltgebaum et al. 2015). O desenvolvimento da técnica de
Polymerase Chain Reaction (PCR) abriu portas para o surgimento de diversas classes de
marcadores moleculares, como AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism), SSR
(Simple Sequence Repeats), ISSR (Inter Simple Sequence Repeat), RAPD (Random
Amplified Polymorphic DNA), SNP (Single Nucleotide Polimorphism), entre outros (Souza,
2015). Dentre as varias vantagens atribuidas aos marcadores ISSR, destaca-se a
caracteristica de serem altamente efetivos para a deteccdo de polimorfismos entre taxa,
gendtipos ou acessos. Outras vantagens associadas ao uso dos ISSR em comparacao a
outros marcadores moleculares desenvolvidos para estudos populacionais (e.g., como SSR,
Simple Sequence Repeats), estdo associadas a sua capacidade de detectar polimorfismos
sem qualquer conhecimento prévio da sequéncia de DNA do organismo estudado (Kumar et
al. 2006). Os ISSR empregam iniciadores mais longos que permitem temperaturas mais
rigorosas de anelamento, o que aumenta a reprodutibilidade das analises (Jones et al.
1997). Por essas caracteristicas, estes marcadores tem sido amplamente utilizados em

estudos de diversidade genética com foco em populacdes naturais de espécies ameacadas



(Ansari et al. 2012; Yin et al. 2014; Noroozisharaf et al. 2015) ou com algum interesse
econdmico (Gongalves et al. 2014; Moraes et al. 2015).

O sistema sexual figura entre uma das carateristicas biol6gicas mais relevantes para
a determinacédo da variagcao genética em populacdes de espécies vegetais. Espécies dioicas
ou auto-incompativeis, por exemplo, geralmente apresentam diversidade genética
intrapopulacional maior em comparacdo a espécies hermafroditas auto-compativeis
(Charlesworth e Charlesworth 1978; Thomson e Barret 1981). Isto pode ser vantajoso,
considerando que a variagdo genética de uma populagcdo pode permitir respostas
relativamente rapidas para um desafio ambiental. Por outro lado, espécies dioicas ou auto-
incompativeis que ocorrem em pequenos fragmentos podem estar mais inclinadas a
extingdo local em comparacdo a espécies hermafroditas, porque a razdo sexual pode
pender para um dos sexos nestes ambientes (Bawa 2004). Somado a isso, uma grande
proporcdo das espécies dioicas apresenta frutos carnosos dispersos por animais (Bawa
1980), e vertebrados frugivoros podem estar ausentes em pequenos fragmentos (Bawa
2004). Considerando que grande parte das espécies arbéreas tropicais séo auto-
incompativeis ou dioicas (Bawa 1974, 1975), a informacéo sobre os padrdes de diversidade
genética nestes organismos sdo fundamentais para o estabelecimento de estratégias de
conservacdo, e elaboracdo do arcabouco teérico necessario para a proposicdo de
generalizacdes para estas espécies. No entanto, pouco se sabe sobre a diversidade
genética de espécies arboéreas da familia Primulaceae. Apenas uma espécie de mangue
(Aegiceras corniculatum) foi etudada com este enfoque até o momento (Ge e Sun 1999).

O objetivo deste estudo foi mensurar a diversidade genética intrapopulacional,
interpopulacional e entre individuos de sexo masculino e feminino em populacdes naturais
de Myrsine coriacea (Sw.) R.Br. ex Roem. & Schult. em &reas de Floresta Atlantica.
Hipotetisa-se que a diversidade genética intrapopulacional € maior do que a diversidade
genética interpopulacional, padrao esperado para espécies de polinizacdo cruzada

obrigatéria. Por esta mesma razdo €& esperada pouca divergéncia entre individuos



masculinos e femininos, dentro de cada populagdo. Para tanto, foram mensurados ou
estimados: 1. a magnitude e a distribuicdo da variabilidade genética dentro das populacdes,
considerando todos os individuos de cada localidade estudada e os individuos masculinos e
femininos, separadamente; 2. a dissimilaridade genética entre cada par de individuos dentro
das populacdes; 3. O fluxo génico e o grau de diferenciacdo entre as populacdes; e 4. A
estruturacao espacial da variabilidade genética. Os resultados gerados permitirdo avaliar a
necessidade de estratégias para a conservacdo de suas populacdes naturais, assim como
fornecerdo as bases genéticas necessarias ao manejo da espécie para fins de

reflorestamento.

MATERIAL E METODOS

Espécie estudada e amostragem das populacdes

Os individuos de Myrsine coriacea podem se apresentar como arbustos a arvores de
1,5-15 m altura, possuem ramos caracteristicamente candelabriformes, folhas alternas
semestipulas, cuja lamina foliar apresenta formato geralmente lanceolado, variando em
tamanho. As flores sdo pentameras, e desenvolvem-se como inflorescéncias glomeriformes
e ramifloras (Freitas & Carrijo 2008; Freitas et al. 2009). A amostragem deste estudo incluiu
249 individuos distribuidos em 10 populacdes naturais de Myrsine coriacea, ocorrentes em
diferentes municipios da regido sul do estado do Espirito Santo (Figura 1), regido sudeste do
Brasil. As populacdes estudadas foram identificadas pela numeragéo de 1 a 10 (Tabela 1).
Myrsine coriacea € uma espécie precursora na ocupacao de areas descampadas. Nesses
locais,os individuos formam populagbes que apresentam distribuicdo espacial local
caracteristicamente agregada formando manchas isoladas geograficamente. Neste caso,
cada populacdo de cada um dos locais estudados (diferentes municipios) representa uma

mancha. Essas populacdes diferem, basicamente, pelo tamanho da mancha.
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Figura 1. Localizagdo geogréfica das dez populagdes naturais de Myrsine coriacea estudadas.
Localidade 1 — Municipio de Alegre, localidade Caveira D’Anta; Localidade 2 — Municipio de Mimoso
do Sul, localidade Pedra dos Pontbes; Localidade 3 — Municipio de Castelo, localidade Parque
Estadual Forno Grande; Localidade 4- Municipio de Dores do Rio Preto, localidade Macieira no
Parque Nacional do Capara6; Localidade 5- Municipio de Domingos Martins, localidade Parque
Estadual Pedra Azul; Localidade 6- Municipio de IUna, localidade Serra do Valentim; Localidade 7-
Municipio de Vargem Alta, localidade propriedade rural; Localidade 8 — Municipio de Venda Nova do
Imigrante, localidade Fazenda Experimental do Incaper e em uma propriedade rural; Localidade 9 —
Municipio de Muqui, localidade propriedade rural; Localidade 10- Municipio de Dores do Rio Preto,
localidade Casa Queimada no Parque Nacional do Caparad.

10



Tabela 1. Localidades das dez populacdes naturais estudadas (a localidade é designada pelo nome
do municipio) de Myrsine coricea, informando as siglas utilizadas para identificar cada populacao, as
coordenadas geograficas e a elevacdo média de cada localidade. 1 — Alegre; 2 — Mimoso do Sul; 3 —
Castelo; 4 — Dores do Rio Preto (Macieira); 5 — Domingos Martins; 6 — lina; 7 — Vargem Alta; 8 —
Venda Nova do Imigrante; 9 — Muqui; 10 — Dores do Rio Preto (Casa Queimada).

e T T attude Longrude (1S
1 Municipio de Alegre 20°45'21"S  41°23'72"W 752
823
2 Municipio de Mimoso do Sul 20°59'35"S  41°21'08"W 917
977
3 Municipio de Castelo 20°30'59"S  41°05'03"W 1158
1117
4 Municipio d(eMggirg;ac)'o Rio Preto 20°26'53'S  41°4957"W 1774
1868
5 Municipio de Domingos Martins 20°23'38"S  41°01'36"W 1302
1270
6 Municipio de lina 20°22'59"S  41°31'23"W 1093
1109
7 Municipio de Vargem Alta 20°37'33"S  41°07'37"W 863
872
8 Municipio de Venda Nova 20°21'28"S  41°11'11"W 851
867
9 Municipio de Muqui 20°53'40S 41°20'12"W 639
646
10 Municipio de Dores do Rio Preto 20°27'27"S  41°48'38"W 2532

(Casa queimada)

As expedi¢cbes para coleta do material bioldgico foram realizadas entre agosto e
dezembro de 2015, durante o periodo de floracao da espécie, para distingdo dos individuos
femininos de masculinos pelas flores. Os seguintes critérios foram adotados para a coleta do
material para o estudo molecular: 1. incluir apenas individuos adultos e em fase reprodutiva;
2. incluir apenas individuos masculinos e femininos compativeis em altura e didmetro do
caule, respeitando as particularidades de cada regido; 3. individuos representativos de toda
a mancha de ocupacédo da espécie por localidade. As amostras foliares coletadas a campo
foram armazenadas individualmente em embalagem de papel lacrados, com silica gel. Em

laboratério, as amostras foram acondicionadas em papel aluminio e armazenadas por pelo

11



menos 24 horas em Freezer -30°C. Apés este periodo, as amostras foram liofilizadas

durante 48h e armazenadas em caixas com silica gel.

Extracdo do DNA

O DNA genbdmico total foi isolado e purificado usando o método de extracao de Doyle
& Doyle (1990) modificado. As folhas foram maceradas utilizando MagNa Lyser Instrument -
Roche Life Science. Aproximadamente 200 mg do p6 obtido foi transferido para microtubos
de 2mL previamente identificados. Em cada amostra foi utilizado 650 uL de tampéao de
extracdo com a seguinte constituicdo: 2% v/v de CTAB, 1,4 mol/L de NaCl,, 20 mmol/L de
EDTA, 100 mmol/L de Tris-HCI a pH 8,0; 2% p/v de Polivinilpirrolidona sélida e 0,2% v/v de
B-mercaptoetanol. A mistura foi homogeneizada no vortex por 20 segundos e incubada em
banho seco com agitacdo a 65°C por 45 minutos. Posteriormente foi esfriada a temperatura
ambiente e realizadas duas lavagens com cloroférmio: alcool isoamilico (24:1) pelo o
seguinte procedimento: adicionado um volume de 600 yL da mistura cloroférmio: alcool
isoamilico (24:1) os microtubos foram suavemente homogenizados e microcentrifugados por
10 minutos a 12000 rpm, em seguida, a fase superior foi transferida para outros tubos. Foi
adicionado um volume igual ao sobrenadante de isopropanol gelado e acetato de amdnio
(C2H7NO,) na proporcéo 1:3. Os microtubos foram suavemente agitados e incubados a - 20
°C por uma noite. Posteriormente todas as amostras foram centrifugadas por 20 minutos a
12000 rpm, e o sobrenadante removido, o precipitado foi lavado duas vezes com alcool 70%
e microcentrifugado por 5 minutos a 14000 rpm, o pellet foi seco em banho seco a 65° por
15 minutos. Este precipitado foi ressuspenso em 100 yL de TE (10 mmol/L de Tris-HCI,
1mmol/L de EDTA a pH 8,0), contendo RNAse na concentracdo final de 50 pg/mL e
incubado em banho seco a 37 °C por 30 minutos. A partir da extracdo, foi realizada a
quantificagdo de DNA por eletroforese em gel de agarose 0,8% para observacéo do nivel de
oxidagdo presente no DNA, e quantificagcdo da concentracdo e pureza no espectrofotbmetro
NanoDrop 2000 Thermo Scientific. A partir da quantificacdo as amostras de DNA foram

diluidas a concentragao de 10 ng/ pL.
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Selecédo de primers, otimizacdo da PCR e amplificacdo dos marcadores ISSR

Foi realizado um screnning com 32 primers ISSR obtidos da British Columbia
University, Vancouver, Canadd, sete primers foram selecionados de acordo com o maior
namero de fragmentos polimérficos apresentados (Tabela 2). A PCR (Reacdo em Cadeia da
Polimerase) para amplificacdo dos fragmentos de DNA foi realizada em um volume total de
15uL, contendo 7,5 mM de Mix de enzimas para PCR (Thermo scientific), 1 yL de primer a
uma concentracdo de 5uM, 0,2 unidade de Taq polimerase e 30ng de DNA. As reacdes
foram realizadas nas seguintes condi¢cfes: fase de desnaturacdo, 5 minutos a 94°C,
seguidos de 40 ciclos na fase de anelamento constituidos por trés etapas: a) 1 minuto a
94°C, b) 1 minuto a 50°C e ¢) 1 minuto a 72°C, com uma fase final de extensao, 2 minutos a
72°C. A reacao foi corada e preparada para posterior visualizagdo com 1uL de GelRed™, ja
diluido, e 3ul do corante T4. Os fragmentos obtidos nas rea¢gbes de PCR foram separados
por eletroforese horizontal em gel de agarose 1,2% e tampao de corrida TBE (tris-base,
acido bdrico e EDTA), a 90 volts por aproximadamente 2 horas e meia. Ao término da
corrida os géis foram fotografados sob Iluz ultravioleta utilizando o Sistema de

Fotodocumentagéo L PIX HE da Loccus Biotecnologia.

Tabela 2. Sete primers ISSR selecionados para amplificacdo dos fragmentos de DNA das dez
populacdes naturais estudadas de Myrsine coriacea. NTB - Total de bandas (incluindo todas as
populagBes) amplificadas por primer ISSR; PBP - porcentagem de bandas polimérficas; PM - peso
molecular madximo e minimo dos fragmentos obtidos; PIC - conteddo de informacgédo polimérfica
(Roldan-Ruiz et al. 2000) estabelecido com base em marcador de 1Kb.

Primers Sequéncias (5’-3’) NTB* PBP PM (max.min) PIC
807 AGA GAG AGA GAG AGA GT 4 100% 750 - 300 0,317151
811 GAG AGA GAG AGA GAG AC 5(1) 80% 1000 - 350 0,282144
822 TCT CTCTCT CTC TCT CA 5(1) 80% 1000 - 400 0,322366
825 AGA GAG AGA GAG AGA GYT 7 100% 1500 - 350 0,383752
834 AGA GAG AGA GAG AGAGYA 6(1) 83,33% 750 — 200 0,191659
856 ACA CAC ACA CAC ACACYA 9 100% 1400 - 400 0,340617
880 GGA GAG GAG AGG AGA 7 100% 900 - 300 0,324407

Média - 6,14 92% 685,71 0,30887

*Valores entre parénteses refere-se as bandas monomorficas.
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Analise dos dados

Preparacdo da matriz de entrada — O registro de dados moleculares foi realizado a
partir das bandas monomorficas e polimérficas inequivocas, codificadas como ausente (0)
ou presente (1). A interpretacdo dos padrbes de bandas exibidas levou em consideracéo o
principio de que as bandas geradas por um mesmo primer e que ocuparam a mesma
posicao relativa indicam a amplificacdo do mesmo fragmento de DNA, ou seja, pertencem
ao mesmo loco génico, enquanto bandas ocupando posicdes relativas diferentes sdo de
locos distintos. A partir dos 7 primers selecionados, foram analisados os locos polimorficos,
utilizados para gerar uma matriz de dados binarios de individuos (linhas) por bandas

(colunas).

Diversidade genética, fluxo génico e estrutura populacional — A distancia
genética entre os individuos foi estimada através do Complemento Aritmético do indice de
Jaccard (Sneath e Sokal, 1973), utilizando o programa Genes (Cruz, 2008). De acordo com
Borém e Fritsche-Net (2014), quando o estudo é realizado com com taxon (individuos da
mesma espécie) em que coincidéncias de ocorréncia de bandas possam ser admitidas
como fenbmeno esperado, recomenda-se a utlizagdo do coeficiente de Jaccard. A
diversidade genética de Nei (H’), o indice de Shannon (I), a percentagem de loci polimorfico
(P) e o coeficiente de divergéncia genética entre populacdes (Gst) foram calculados no
aplicativo Popgene 3.2. A divergéncia genétia entre populagbes também foi estimada
através da AMOVA no aplicativo Arlequin 3.1.

A abordagem proposta em McDermott e McDonald (1993) que se baseia na teoria
das estatisticas-F proposta por Wright (1951) foi utilizada para obtencdo de uma estimativa
indireta do fluxo génico entre as populacbes, calculado no aplicativo Popgene 3.2. A
estrutura populacional foi avaliada por simulacdes de Monte Carlo e Cadeia de Markov
(MCMCQ), utilizando os genotipos multilocus dos individuos amostrados para deteccdo de

grupos genéticos provaveis (K), assumindo o modelo de popula¢cdes mistas. O numero de
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populagdes estabelecidas (K), seguido de execucdes independentes para cada valor de K,

foi obtido por meio do programa Structure 2.3.4.

Andélises multivariadas — Andlises multivariadas foram utilizadas para comparar
individuos masculinos e femininos entre as populacdes, e dentro delas. Andlise de variancia
multivariada usando permutacdo (PERMANOVA; Anderson 2001) foi utilizada para acessar
0 quanto individuos masculinos e femininos de M. coriacea ocupam diferentes posicdes no
espagco multidimensional para cada localidade (10 testes ao todo). Para estes testes, foi
utilizado um fator (sexo) e dois niveis (masculino ou feminino). Foi construida uma matriz de
dissimilaridade para cada localidade com base na matriz de individuos por banda. O
complemento do coeficiente de Jaccard foi utilizado como medidade de distancia entre
individuos. Valores de significancia foram calculados por permutagdo por realocacdo
aleatoria dos niveis de fatores usando 999 permutacdes dos dados originais e diferencas
foram consideradas significativas a alfa de 0,05. O mesmo teste foi aplicado para comparar
diferencas utizando sexo (masculino e feminino) e localidade (10 niveis) como fatores,
considerando a interacdo entre eles, para todo o conjunto de dados. Também foi testado se
as diferencas entre os grupos proposta pela analise realizada no programa Structure se
dariam por diferencas na locacdo dos grupos no espaco multivariado. Individuos (linhas)
com algum dado (banda) ausente foram excluidos das analises.

Diferencas entre fatores podem se dever ndo somente a localizagdo das nuvens de
dados no espaco multivariado, mas também ao quao disperso cada grupo se encontra em
torno do centroide. Isto implica dizer que Permanova, assim como qualquer outro método
multivariado de comparacdo de grupos, € sensivel a dispersdo (ou a amplitude de
distrubuicdo dos objetos em torno do centréide). Portanto, foi empregado um teste para
homogeneidade da dispersdo multivariada (PERMDISP; Anderson et al. 2006) para
identificar se as diferencas se devem a dispersédo dos objetos em torno do centrdide e ndo

somente as suas localizagbes no espaco multivariado para os mesmos fatores testados por
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PERMANOVA: 1l.sexo (dentro de cada localidade e para todas as localidades), 2.
localidades (localidade e sexo como fatores, usando todo o conjunto de dados), e 3. grupos
indicados pelo programa Structure. Foi utilizada a distancia do Complemento Aritmético do
indice de Jaccard em todas as comparacdes. Box-plots foram construidos com base nas
distancias dos objetos (individuos) em relacdo aos centroides para niveis masculino e
feminino dentro de cada localidade. Isto permite visualizar qual grupo de individuos € mais
disperso ou variavel.

Andlise de coordenadas principais (Principal Coordinates Analisis, PCoA) foi
utilizada como método de ordenacao para visualizar os individuos, descritos pelas bandas,
num espacgo bi-dimensional. Para ordenagfes dentro de cada localidade, os individuos
masculinos e femininos foram diferenciados por letras diferentes. Para ordenagéo geral com
todo o conjunto de dados, as localidades foram diferenciadas. Dentro de cada localidade, as
maiores distancias entre pares de individuos de sexos diferentes foram identificadas e os
respectivos “casais” selecionados. Eles indicam as maiores diferengas entre individuos de
sexos diferentes para cada localidade. Foi utilizado o teste de Mantel (Legendre & Legendre
2012) para testar a associagdo entre diferenciacéo genética (PST) entre as populacbes e a
distancia geogréfica entre elas.As analises multivariadas foram realizadas no ambiente R (R

Core Team 2015) com auxilio do pacote vegan (Oksanen et al. 2016).

RESULTADOS

Avaliacao da selecéo de primers

Os sete primers selecionados possibilitaram a obtencdo de 43 fragmentos
marcantes, que variaram de 200 a 1000bp. O ndimero de fragmentos por iniciador variou de
4 a 9, correspondendo a uma média de 6,14 bandas por primer. Do total de 43 locos, 40
foram polimérficos, o que resulta em um percentual de 93,02% de polimorfismo (Tabela 2).
Os iniciadores 856, 880 e 825 revelaram o maior numero de bandas polimérficas (9, 7, 7,

respectivamente), enquanto os iniciadores 822, 811 e 807 revelaram o menor nimero de
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bandas polimorficas (5, 5, 4, respectivamente). Os primers 825 e 834 apresentaram 0 maior
e o menor contetdo de informacéo polimorfica (PIC), respectivamente.

O numero étimo de marcadores obitidos pelos primers ISSR foi estimado em 38, no
qual o valor de estresse foi inferior a 0,05 e a correlagdo de 0,947 (Figura 2), indicando
suficiéncia de numero de fragmentos obtidos (43) para avaliacdo de associacfes estaveis
entre os individuos amostrados (Kruskal 1964, Silveira et al. 2003), considerando o indice de

Jaccard.
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Figura 2. Coeficiente de correlagcdo (r) e o nimero de fragmentos obtidos para os individuos de
Myrsine coriacea. Realizado no programa GENES (Cruz 2013) com 10 simulagdes.
O contetdo de informacgéo polimérfica (PIC) foi quantificado para cada populagéo

separadamente (Tabela 3), sendo o maior valor (PIC = 0,481) registrado para a populacao?

(Vargem Alta) e o menor valor (PIC= 0,0941) para a populac&o 9 (Muqui).

17



Tabela 3. Primer utilizado e contetdo de informacéo polimérfica (PIC) referente a cada uma das dez popula¢c8esnaturais estudadas de Myrsine coriacea.l —
Alegre; 2 — Mimoso do Sul; 3 — Castelo; 4 — Dores do Rio Preto (Macieira); 5 — Domingos Martins; 6 — lUna; 7 — Vargem Alta; 8 — Venda Nova do Imigrante; 9
— Muqui; 10 — Dores do Rio Preto (Casa Queimada).

Primers Cdédigo da populacéo e valor de PIC Média
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
811 0,264302 0,213414 0,294514 0,261354 0,250538 0,247131 0,179473 0,262588 0,268276  0,28721 0,25288
822 0,269306  0,25262  0,273534 0,308347 0,296945 0,31568 0,337767 0,331012 0,300349 0,344538 (0,30301
856 0,343882 0,321423 0,341927 0,239847 0,237796 0,329992 0,317777 0,306026 0,363533 0,319803 (,312201
880 0,372417 0,253255 0,276595 0,267401 0,393952  0,22318 0,347695 0,274342 0,278486  0,29202  0,297934
825 0,410705 0,402197 0,343715 0,367044 0,279246 0,260083  0,24948 0,36848  0,259864 0,333608 (,327442
807 0,320034 0,321326 0,074914 0,226642 0,160748 0,199129 0,481483 0,432561 0,242842 0,236333 0,269601
834 0,125674 0,218989 0,185204  0,18022 0,21012  0,238709 0,213633 0,189529 0,094152 0,142099 0,179833
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Diversidade genética, fluxo génico e estrutura populacional
A populacao 1 (Alegre) apresentou os maiores valores para o indice de Shannon (I

= 0,4500) e para a diversidade de Nei (H’ = 0,3088), ao passo que a populagao 5 (Domingos
Martins) apresentou os menores valores (I = 0,3850 e H = 0,2581, repectivamente),

considerando os individuos masculinos e femininos em conjunto (Tabela 4).
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Tabela 4. Diversidade genética dentro das dez populacdes naturais estudadas de Myrsine coriacea.n
= nimero de individuos de cada localidade; F — individuo feminino, M — indviduo masculino; H' =
diversidade génica de Nei (1973); | = indice de diversidade génica de Shannon (Lewontin, 1972); P -
porcentagem de polimorfismo.1 — Alegre; 2 — Mimoso do Sul; 3 — Castelo; 4 — Dores do Rio Preto
(Macieira); 5 — Domingos Martins; 6 — lina; 7 — Vargem Alta; 8 — Venda Nova do Imigrante; 9 —

Mugqui; 10 — Dores do Rio Preto (Casa Queimada).

Cédigo da Ndmero de H’ I P (%) Identificacdo do individuo
populacéao individuos das acampo
populac@es
Maior dissimilaridade
1 Feminino (n = 17) 0,3092 04514 79,07 F=623eM=624=0,76
Masculino (n = 17) 0,2956  0,4328 76,74 F=622eM=600=0,72
Geral (n = 34) 03088 04500 7907 | _020eM=618=072
2 Feminino (n = 15) 0,2828 0,4192 76,74 F=648e M =647 =0,81
Masculino (n = 15) 0,2850 0,4228 76,74 F=648eM=667=081
Geral (n = 30) 02885 04262 7674 - 000eM=649=080
3 Feminino (n = 6) 0,2530 0,3742 67,44 F=682eM=685=0,78
Masculino (n = 6) 0,2492 0,3693 67,44 F=690eM=685=0,76
Geral (n = 12) 02714 04025 7442 | 088eM=6852075
4 Feminino (n = 16) 0,2636 03842 67,44 F=762eM=737=0,80
Masculino (n = 16) 02672 0,3940 72,09 F=762eM=735=0,78
Geral (n = 32) 02660 03900 7200 - 46eM=737=078
5 Feminino (n = 10) 0,2704  0,3991 72,09 F=774eM=779=0,78
Masculino (n = 12) 0,2565 0,3826 72,09 F=778eM=777=0,76
Geral (n = 22) 02581 03850 7442 | (04eM=777=075
6 Feminino (n = 11) 02312 03423 62,79 F=842eM=855=0,74
Masculino (n = 11) 02729  0,4039 74,42 F=856eM=843=0,73
Geral (n = 22) 02650 03942 7442 - oo8eM=847=071
7 Feminino (n = 9) 0,2743  0,4012 69,77 F=914eM=927=0,65
Masculino (n = 9) 0,2461 0,3574 60,47 F=920eM=915=0,65
Geral (n = 18) 02985 04379 7674 | o18eM=915=064
8 Feminino (n = 12) 0,2847 0,4169 74,42 F=1006e M =1019=0,63
Masculino (n = 12) 0,2634 0,3908 72,09 F=1018eM=1023=0,61
Geral (n = 24) 03044 04522 8372 | 1004eM=1023=060
9 Feminino (n = 12) 0,2462  0,3642 67,44 F=1056e M= 1057 =0,82
Masculino (n = 13) 0,2280 0,3368 62,79 F=1030eM=1053=0,76
Geral (n = 27) 02656 03958 7442 | 1056eM=1031=075
10 Feminino (n = 14) 0,2759 0,4066 74,42 F=1528e M =1523=0,74
Masculino (n = 14) 0,2846 04188 74,42 F=1502eM=1523=0,71
Geral (n = 28) 02840 04196 7674 &~ 1°28eM=1501=064

Os maiores valores de diversidade intrapopulacional (Tabela 4) da populagdo 1

(Alegre) se mantiveram quando os individuos femininos (I = 0,4514; H = 0,3092) e

masculinos (I = 0,4328; H = 0,2956) foram analisados separadamente. No entanto, os

20



menores valores de diversidade genética intrapopulacional considerando apenas individuos
femininos (I = 0,3423; H' = 0,2312) foram registrados para a populagdo 6 (luna), e
considerando apenas individuos masculinos (I = 0,3368; H' = 0,2280) para a popolagao 9
(Muqui).

A maior porcentagem de polimorfismo (Tabela 4) considerando individuos
masculinos e femininos (P = 83,72%) foi registrada para a populagdo 8 (Venda Nova do
Imigrante), enquanto a menor (P = 72,09) foi registrada para a populacédo 4 (Dores do Rio
Preto — Macieira). Considerando apenas os individuos femininos, a maior porcentagem de
polimorfismo (P = 79,07%) foi registrada para populacdo 1 (Alegre) e a menor (P = 60,47%)
para populacdo 6 (luna). Considerando apenas os individuos masculinos, a maior
porcentagem de polimorfismo (P = 76,74%) foi registrada para as populacdes 1 (Alegre) e 2
(Mimoso do Sul), e a menor (P = 60,47%) para a a populagéo 7 (Vargem Alta). Os individuos
masculinos e femininos de cada localidade, identificados em campo, que apresentaram a
maior dissimilaridade e menor dissimilaridade com base no complemento aritmético do
indice de Jaccard, estao listados na tabela 4.

O valor de diferenciacdo genética entre as populagbes (PST) foi de 0,12081. O
coeficiente de divergéncia genética entre populagbes (Gst) foi de 0,1068, corroborando com
o resultado do ®ST. A AMOVA mostrou que a diversidade genética intrapopulacional é
maior (87,92%) que a diversidade genética interpopulacional, e baixa diferenciacdo genética
(1,63%) entre as regides 1 (Alegre), 2 (Mimoso do sul), 4 (Dores do Rio Preto - Macieira), 6
(ldna), 9 (Muqui), 10 (Dores do Rio Preto — Casa Queimada) e 3 (Catelo), 5 (Domingos
Martins), 7 (Vargem Alta), 8 (Venda Nova do Imigrante).

A média do valor de fluxo génico entre as 10 populacdes estudadas foi de 4,18. O
maior valor (PST = 0,1865) de diferenciagdo genética das populagdes analisadas duas a
duas (Tabela 5) foi estimado entre as populacdes 4 (Dores do Rio Preto — Macieira) e 5
(Domingos Martins), enquanto que o menor valor (PST = 0,0051) foi registrado entre as

populagdes da localidade 1 (Alegre) e da localidade 2 (Mimoso do Sul).
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Tabela 5. Valores de diferenciagdo genética (PST) calculado para cada par de localidades, duas a
duas. 1 — Alegre; 2 — Mimoso do Sul; 3 — Castelo; 4 — Dores do Rio Preto (Macieira); 5 — Domingos
Martins; 6 — IUna; 7 — Vargem Alta; 8 — Venda Nova do Imigrante; 9 — Muqui; 10 — Dores do Rio Preto

(Casa Queimada).

Numero da 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

populacao
1 0 - - - - - - - - -
2 0,005 O - - - - - - - -
3 0,058 0,056 O - - - - - - -
4 0,103 0,089 0,182 O - - - - - -
5 0,164 0,166 0,162 0,186 O - - - - -
6 0,152 0,123 0,142 0,145 0,095 O - - - -
7 0,151 0,154 0,183 0,158 0,099 0,051 O - - -
8 0,143 0,126 0,183 0,163 0,115 0,009 0,048 O - -
9 0,123 0,115 0,266 0,136 0,120 0,073 0,073 0,032 O -
10 0,085 0,082 0,176 0,128 0,129 0,093 0,088 0,066 0,046 O

As marcas genéticas encontradas em cada um dos individuos definiram o nimero

correto de grupos, baseando na taxa de mudanca no Ln(k), estatistica AK, indicando uma

convergéncia para dois grupos bayesianos, ou seja, K=2 (Figura 3). Os grupos formados

indicam moderada diferenciagdo genética (Figura 4). O teste de Mantel corroborou este

resultado, dado que revelou ndao haver correlagdo entre as distancias genéticas e as

distancia geogréficas das populagfes estudadas (r = 0,06, p = 0,181).

22



DeltaK = mean(|L"(K)|) / sd(L(K))

K

Figura 3. Grafico evidenciando K(2), seguindo o critério proposto por Evano et al. (2005) para
definicdo do nimero correto de grupos, com base na taxa de mudancga no Ln(k).
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Figura 4. Representagdo grafica da andlise bayesiana realizada no aplicativo Structure, dos 249
individuos das dez populagBes naturais estudadas de Myrsine coriacea, com base em dados
molecularesobtidosa partir dos perfis de amplificacdo de sete marcadores ISSR. As linhas verticais
delimitam as localidades. O valor de K = 2 evidencia duas populacdes moderadamente estrutradas:
G1:1 a4; G2:5a 10. 1 — Alegre; 2 — Mimoso do Sul; 3 — Castelo; 4 — Dores do Rio Preto (Macieira); 5
— Domingos Martins; 6 — Iina; 7 — Vargem Alta; 8 — Venda Nova do Imigrante; 9 — Muqui; 10 — Dores
do Rio Preto (Casa Queimada).

Comparacdes multivariadas

N&o foram detectadas diferencas entre individuos masculinos e femininos dentro de

cada populacdo (Tabela 6). Considerando todo o conjunto de dados e dois fatores (sexo e
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localidade), foram detectadas diferencas significativas entre as popula¢des, mas nao entre
0s sexos, sendo que ndo houve interacdo significativa entre os dois fatores (Tabela 7). Nao
foram detectadas diferencas entre sexos na dispersdo dos dados, porém diferencas entre
localidades também se deveram a diferencas na disperséo (Tabela 7). Assim como nas
comparacbes entre localidades, a estrutura de grupos fornecida pela andlise de

agrupamento Bayesiana se mostrou significativa tanto na locagcéo quanto na disperséao.

Tabela 6. Resultados dos testes de locacdo (PERMANOVA) e de dispersdo (PERMDISP) dentro de
cada uma das 10 localidades utilizando sexo como fator com dois niveis (masculino e feminino) em
Myrsine coriacea usando 7 marcadores ISSR. 1 — Alegre; 2 — Mimoso do Sul; 3 — Castelo; 4 — Dores
do Rio Preto (Macieira); 5 — Domingos Martins; 6 — lana; 7 — Vargem Alta; 8 — Venda Nova do
Imigrante; 9 — Muqui; 10 — Dores do Rio Preto (Casa Queimada).

PERMANOVA PERMDISP
Cddigo da localidade  F R? P F P nd ngQ N
1 0,95 0,03 0,528 0,84 0,343 17 17 34
2 0,35 0,01 0,972 0,30 0,557 15 15 30
3 0,68 0,07 0,791 0,39 0,540 6 6 11
4 0,73 0,02 0,688 0,62 0,444 15 16 31
5 1,21 0,07 0,263 0,34 0,597 10 9 19
6 0,73 0,04 0,692 0,72 0,400 10 11 21
7 0,74 0,05 0,739 0,06 0,837 8 8 16
8 1,53 0,07 0,109 0,26 0,710 11 12 23
9 0,47 0,02 0,922 0,15 0,705 14 13 27
10 0,37 0,01 0,947 0,11 0,744 14 13 27

Tabela 7. Resultados dos testes multivariados de locacdo (PERMANOVA) e de dispersao
(PERMDISP) para todo o conjunto de dados considerando dois fatores (sexo e localidade) e a
interacdo entre eles, e entre os dois grupos identificados no programa Structure. Valores significativos
destacados em negrito (P<0.05).

PERMANOVA PERMDISP
Fator gl F R? P g F P
Sexo 1 0,76 0,003 0,695 1 0.86 0,388
Localidade 9 5,64 0,18 0,001 9 252 0,015
Sexo: Localidade 9 0,73 0,02 0,981 - - -
Entre grupos 1 17,67 0,07 0,001 1 6.59 0,009

Comparacdes pareadas entre as populacdes de cada localidade demonstraram que
a maior parte delas difere entre si, a excec¢ao dos pares (Tabela 8): Mimoso (2) vs Alegre (1)
e Mimoso (2) vs Castelo (3); Venda Nova (8) vs luna (6) e Venda Nova (8) vs Muqui (9). Isto
estad em concordancia com a estrutura de grupos proposta pelos resultados gerados pela
andlise de agrupamento Bayesiana. Em geral, apesar de individuos masculinos e femininos
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ndo diferirem dentro de cada localidade (Fig. 5a,c,e,g,i, k,m,0,q,s), a dispersdo dentro de

cada nivel tendeu a variar entre as localidades (Fig. 5b, d, e, f, h, j, I, n,p, r, t), sendo

possivel identificar os pares de individuos masculinos e femininos mais dissimilares entre si,

bem como os individuos mais distintos dos demais dentro de uma dada populagédo. A

Andlise de coordenadas principais para os grupos definidos pela andlise realizada no

programa Structure separou as populacdes em dois grupos (Grupo 1: populagbes 1 a 4;

Grupo 2: populacdes 6 a 10) (Figura 6).

Tabela 8. Resultados das comparagdes pareadas de PERMANOVA entre cada localidade estudada.
P ajustado por Bonferroni. 1 — Alegre; 2 — Mimoso do Sul; 3 — Castelo; 4 — Dores do Rio Preto
(Macieira); 5 — Domingos Martins; 6 — lina; 7 — Vargem Alta; 8 — Venda Nova do Imigrante; 9 —
Muqui; 10 — Dores do Rio Preto (Casa Queimada).Valores significativos destacados em negrito

(P<0.05).
Comparacao F R2 P P ajustado
1vs2 093 0.1 0.522  1.000
1vs3 262  0.06 0.001  0.045
1vs4 701 0.10 0.001  0.045
1vs5 9.32 015 0.001  0.045
1vs6 895  0.14 0.001  0.045
1vs7 790 014 0.001  0.045
1vs8 727 012 0.001  0.045
1vs9 751 012 0.001  0.045
1vs10 452 007 0.001  0.045
2vs3 1.76  0.04 0.071  1.000
2vs4 6.07  0.09 0.001  0.045
2vs5 853 0.5 0.001  0.045
2vs6 711 013 0.001  0.045
2vs7 7.95 015 0.001  0.045
2vs8 5.92 0.10 0.001 0.045
2vs9 6.86  0.11 0.001  0.045
2vs10 451 007 0.001  0.045
3vsd 6.17 0.13 0.001 0.045
3vs5 554 017 0.001  0.045
3vs6 440 013 0.001  0.045
3vs7 564 018 0.001  0.045
3vs8 547 015 0.001  0.045
3vs9 5.28 0.13 0.001 0.045
3vs10 5.89 0.13 0.001 0.045
4vs5 996 017 0.001  0.045
4vs6 875 0.5 0.001  0.045
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4vs7
4vs8
4vs9
4vs10
5vs6
Svs7
5vs8
5vs9
5vs10
6vs7
6vs8
6vs9
6vs10
7vs8
7vs9
7vs10
8vs9
8vsl10
9vs10

8.44
8.33
7.80
7.37
4.88
3.63
6.05
6.00
7.06
3.04
1.62
4.47
6.10
241
3.53
4.90
2.30
3.75
3.35

0.16
0.14
0.13
0.11
0.11
0.10
0.13
0.13
0.13
0.08
0.04
0.09
0.11
0.06
0.08
0.10
0.05
0.07
0.06

0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.090
0.001
0.001
0.009
0.001
0.001
0.017
0.001
0.001

0.045
0.045
0.045
0.045
0.045
0.045
0.045
0.045
0.045
0.045
1.000
0.045
0.045
0.405
0.045
0.045
0.765
0.045
0.045
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Figura 5. Andlise de coordenadas principais para cada localidade.a, b: Localidade 1 (Alegre);c,d:
Localidade 2 (Mimoso do Sul); e, f: Localidade 3 (Castelo); g, h: Localidade 4 (Dores do Rio Preto-
Macieira); i, j: Localidade 5 (Domingos Martins); k, |: Localidade 6 (lGna); m, n: Localidade 7 (Vargem
Alta); o, p: Localidade 8 (Venda Nova); q, r: Localidade 9 (Muqui); s, t: Localidade 10 (Dores do Rio
Preto - Casa Queimada). M -individuos masculinos (em preto); F- individuos femininos(em cinza).
Pontos no centro de cada grupo indicam a posi¢éo do centroide. Linhas continuas indicam o envelope
da distribuicdo (convexhull) de cada sexo. Box-plots mostram as distribuicbes dos valores de
distancia de cada individuo ao centréide da distribuicdo no espaco multivariado.
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Figura 6. Analise de coordenadas principais para os grupos definidos pela analise realizada no
programa Structure (Grupo 1: populagdes 1 a 4; Grupo 2: porpula¢des 6 a 10). Pontos no centro de
cada grupo indicam a posicdo do centrdide. Linhas continuas indicam o envelope da distribuicdo
(convexhull) de cada sexo. Elipses indicam o desvio padrdo de cada grupo. Box-plots mostram as
distribuicdes dos valores de distdncia de cada individuo ao centrdide da distribuicdo no espaco
multivariado.1 — Alegre; 2 — Mimoso do Sul; 3 — Castelo; 4 — Dores do Rio Preto (Macieira); 5 —
Domingos Martins; 6 — lGna; 7 — Vargem Alta; 8 — Venda Nova do Imigrante; 9 — Muqui; 10 — Dores do
Rio Preto (Casa Queimada).

DISCUSSAO

Os resultados encontrados indicam altos niveis de polimorfismo e de diversidade
genética em M. coriacea. A maior diversidade genética registrada dentro das popula¢gbes em
comparacéao a diferenciacdo genética moderada entre elas, indica um fluxo génico histérico
interpopulacional, apesar da distancia e do isolamento aos quais as populacdes estao

submetidas. Os dois grupos de populag¢des evidenciados pelos resultados da estatistica AK
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ndo representam regibes geogréficas contrastantes considerando aspectos fitofisionébmicos
ou ambientais (p. ex. elevacédo, temperatura). As andlises de diversidade genética realizadas
para individuos masculinos e femininos separadamente também néo indicou diferencas
genéticas entre os morfos sexuais. Estes resultados sugerem que a deriva genética nédo
esta causando grande diferenciacdo entre as populacbes, o que pode ser explicado, pelo
menos em parte, pelo alto fluxo génico propiciado pela polinizagdo anemocoérica e pela
dispersao de propagulos ornitocdrica, caracteristicas da espécie.

A proporcdo de loci polimorfico € uma medida que indica a variabilidade genética
encontrada na populacéo, e pode indicar se estas estao sob efetito de deriva genética. A
propor¢cdo de loci polimérficos detectada para populagbes de M. coriacea pode ser
considerada elevada, quando comparada aos resultados de estudos anteriores realizados
com espécies subordinadas a outros géneros de Primulaceae. As propor¢des de loci
polimorficos variaram de 76,79 a 83,93% e 58,49 a 64,15% em Androsace tapete (Geng et
al. 2009) e Primula interjacens (Da-Wei et al. 2004), respectivamente. Essas espécies,
assim como M. coriacea, também apresentam um padrdo gregério de distrubuicdo, séo
perenes e possuem polinizacdo cruzada obrigatéria, diferindo pelo porte herbaceo e pela
distribuicdo espacial em manchas continuas no mesmo ambiente. As diferentes proporgoes
de loci polimérificos detectadas entre as populacdes estudadas podem estar sendo
influenciadas pelos diferentes padrdes de agregacédo espacial (distancia entre os individuos)
de cada populacdo. Os menores valores de polimorfismo foram registrados para a
populacao 4, que formava uma mancha pequena e distinta na qual os individuos coletados
encontravam-se proximos uns aos outros. Essa populagdo pode ter se originado de um
mesmo evento de dispersao (efeito fundador), ou das mesmas plantas-mae. Ao contrario, 0s
maiores valores de polimorfismo foram encontrados para as populagcbes 1 e 8, que
formavam manchas maiores. Nessas manchas, os individuos encontravam-se

espacialmente dispersos.

29



Os indices de Shannon (1) e Nei (H’) indicam a quantidade de diversidade genética
existente na populacdo, e complementam a informacdo sobre a proporcdo dos loci
polimérficos. Os valores para esses indices encontrados nas populacdes de Myrsine
coriacea (I = 0,3850 - 0,4500 e H’ = 0,2581 - 0,3088) séo altos quando comparados aqueles
reportados para espécies igualmente perenes e de polinizacdo cruzada obrigatoria de
Primulaceae, como Primula apennina (I = 0,27 a 0,35 e H’ =0,17 a 0,23) por Crema et al.
(2009) e para Primula obconica (I = 0,04 a 0,3 e H’ = 0,03 a 0,20) por Nan et al. (2003). O
sistema de acasalamento pode influenciar nos resultados encontrados. A variacdo genética
intrapopulacional alta em M. coriacea é esperada, pois espécies dioicas em ambientes
naturais tendem a apresentar alta diversidade genética dentro das populacdes e baixa
diferenciacdo genética entre elas devido a polinizacao cruzada obrigatéria (Hamrick e Godt
1996). A existéncia de variabilidade genética significativa é de fundamental importancia fins
de conservacao da espécie, assim como para garantir vigor e resisténcia das progénies
visando a marcacao de matrizes para a coleta de sementes para fins silviculturais.

As analises multivariadas e de diversidade interpopulacional indicaram uma
divergéncia genética significativa entre as populacdes. A diferenciacdo genética moderada
entre as dez populagdes estudadas indicada pelos valores de ¢ST 0,12081 e Gst 0,1068
(Hartl e Clark 2010), sugere o inicio do processo de diferenciacao entre as populacdes. Ge e
Sun (1999) realizaram um estudo de diversidade genética com a espécie Aegiceras
corniculatum, um arbusto igualmente perene, pertencente a familia Primulaceae, porém
autogamico e que ocorre em vegetacdo de mangue. Neste estudo, os autores encontraram
valores de Gst (0,17) mais altos comparados aos encontrados nesse estudo para Myrsine
coriacea. Esses resultados apontam para a influéncia do sistema sexual, que é bastante
variado em Primulaceae, na diferenciacdo genética interpopulacional. Ao contrario de M.
coriacea, Aegiceras corniculatum € uma espécie autogamica cujos propagulos flutuantes
podem tanto ser dispersados pela agua, quanto se estabelecerem localmente préximo a

planta me. Este segundo cenério poderia explicar os niveis de diferenciacdo genética
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interpopulacional altos entre as populacfes desta espécie, quando comparados aos valores
encontrados para as populacdes de M. coriacea. O estudo de Wang et al. (2014) também
aponta para explicacdo semelhante. Estes autores encontraram niveis mais altos de
diferenciacdo genética entre populagbes naturais de Primula cicutariifolia (Gst = 0,71),
comparado aos resultados aqui resgistrados para M. coriacea. Primula cicutariifolia é uma
erva bianual que possui frutos capsulares, cujas sementes apresentam limitada capacidade
de dispersédo pelo vento comparado a diaporos ornitocodricos, como os de Myrsine. Outra
caracteristica bioldgica de Primula cicutariifolia que pode ajudar a entender os menores
valores de Gst encontrados M. coriacea comparado a esta espécie, € que as flores de P.
cicutariifolia sdo homostilicas (anteras e estigma estdo no mesmo nivel) e auto-compativeis,
permitindo auto-fecundacgéo. Suas flores sdo pequenas (sem néctar) e embutidas nas
folhas, sendo pouco Vvisitadas por insetos, dificultando a polinizacdo cruzada.
Consequentemente, o fluxo de genes entre e dentro de populacfes via polen e sementes é
limitado.

O maior valor de diferenciacdo genética das populagdes duas a duas, foi encontrado
entre as populacdes 4 e 5 (¢ST = 0,1865), distantes entre si por 182 Km (medidos em linha
reta). J& os menores valores foram registrados para as populacdes 1 e2 (¢ST = 0,0051),
distantes entre si por 59 Km (medidos em linha reta). Apesar desses valores contrastantes
sugerirem haver uma correlacao entre as distancias genéticas e geograficas nas populacdes
de M. coriacea, a analise de Mantel ndo sustentou esses resultados quando incluidas as dez
populacdes estudadas. O grau de diferenciacdo genética pode fornecer uma estimativa do
fluxo génico histérico das populagBes. A eficiéncia na dispersdo de graos de polen e
sementes favorece o fluxo génico, aumenta a variacdo genética dentro das populacdes e
diminui a divergéncia entre elas. Portanto, espécies cujos agentes polinizadores propiciem a
dispersdo dos gréos polen a grandes distancias (como vento, aves ou morcegos), € 0S
dispersores distribuam as sementes por grandes extensdes (como vento ou animais de

grande porte), tendem a apresentar mais variabilidade genética dentro de populagfes e um
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fluxo génico mais alto entre as populacdes (Mori 2003). Neste cenario, € razoavel supor que
a polinizacdo anemofilica e a dispersdo de sementes realizada principalmente por aves em
M. coriacea propiciem fluxo génico suficiente para contrapor os efeitos da deriva genética.
Os valores de diversidade genética semelhantes entre individuos masculinos e
femininos pode ser resultante da razdo sexual equilibrada na espécie. Organismos com
reproducdo sexuada tendem a apresentar razao sexual 1:1, ou seja, ndo ha diferenca entre
os sexos (Fisher 1930). Os desvios da propor¢cao sexual de 1:1 entre individuos masculinos
e femininos nas progénies tornam o valor do tamanho efetivo populacional menor
(Vencovsky et al. 2012). Quando a diversidade genética e razdo sexual da espécie é de 1:1,
os efeitos da deriva genética sdo minimizados a ponto de ndo atuar desequilibrando a
diversidade genética entre os morfos sexuais. Dessa forma, a diversidade genética
equilibrada entre os morfos sexuais pode estar contribuindo para a alta diversidade genética
geral das populacdes. Altos niveis de diversidade genética favorecem uma espécie a lidar
com a mudanga do ambiente e flutua¢des tanto no curto como no longo prazo (Ellstrand e
Elam 1993; Qiu et al. 2006). Portanto, um dos principais objetivos da conservagédo é a
manutencédo da diversidade genética e dos processos evolutivos em populagbes viaveis, a

fim de evitar extingdo (Godt e Hamrick 1998).

32



CONCLUSAO

A estrutura genética de M. coriacea esta associada ao seu padrdo reprodutivo e a
aspectos demograficos das populacdes. A distancia geografica ndo esta correlacionada ao
grau de diferenciacdo genética entre populacdes desta espécie, e o fluxo génico é facilitado
pela polinizacdo anemocoérica e pela dispersdo dos frutos por aves. Considerando que
estrutura genética de populacdes naturais € um pré-requisito ao entendimento de aspectos
relacionados a conservagdo e manejo de espécies, concluimos que as populagbes de M.
coriacea nao estdo sujeitas a perda da variabilidade genética apesar do isolamento espacial
de suas populagdes propiciado pelo padrdo de distribuicio em manchas. Por essa mesma
razdo, essas populacbes apresentam potencial para marcacdo de matrizes com finalidade
de coleta de sementes para fins florestais. Ndo é necessario recorrer a todas as dez
populagdes estudadas para obtencdo de sementes, visto a alta diversidade genética
intrapopulacional. Por fim, langamos a hipétese para ser testada por estudos fututros de
que a diversidade genética equilibrada entre individuos masculinos e femininos seja
influenciada pela razdo sexual equilibrada entre dos morfos em seus ambientes de

ocorréncia.
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