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RESUMO

MACIEL, T. L. Diversidade genética em populagoes de Myrsine umbellata
(Primulaceae) em remanescentes da Floresta Atlantica. 2015. Dissertagédo
(mestrado) — Universidade Federal do Espirito Santo, Alegre, 2015.

Parametros populacionais inferidos a partir de dados genéticos sdo uteis na
caracterizagcao de populacgdes naturais e importantes na determinacao de areas
prioritarias para conservagdo, a exemplo da Floresta Atlantica, que possui uma
extensa biodiversidade, inviabilizando a avaliagcdo completa de suas espécies.
Assim, estudos genéticos de algumas populagdes permitem interpretar a
comunidade e extrapolar os resultados para outras espécies similares. Myrsine
umbellata, € uma espécie arbustiva, amplamente distribuida na Floresta Atlantica,
pioneira, facilitadora em areas de regeneragcédo natural, com dispersdo zoocoérica,
sendo seus frutos importantes na dieta da avifauna. Com o objetivo de identificar a
diversidade genética entre e dentro das populagdes, foram amostradas seis
populagdes de M. umbellata, sendo elas: Macieira, Ibitirama, luna, Parque Estadual
do Forno Grande, Santa Teresa e Parque Estadual da Pedra Azul, totalizando 63
individuos. Foram utilizados 10 marcadores moleculares ISSR para amplificacbes de
129 locos, obtendo 100% de polimorfismo para nove primers. Os dados foram
submetidos a analise de similaridades entre individuos pelo coeficiente de Jaccard,
evidenciando maior similaridade entre as populacdes de Ibitirama e luna. O indice
de diversidade de Nei (He) e o indice de Shannon (H’) nas populagbes variaram de
0,28 a 0,18 e 0,18 a 0,12, respectivamente, sendo a populacdo da Macieira a que
apresentou os maiores valores e a populacdo de Ibitirama os menores valores. A
AMOVA mostrou que a maior parte da diversidade genética ocorre dentro das
populagdes (67,41%) do que entre (32,58%), com a estatistica ®ST apresentando
um alto nivel de diferenciagao genética em 0,32. O fluxo génico estimado para o
conjunto de populacdes foi alto (Nm = 1,24), mas acredita-se que esse valor esteja
atribuido a um fluxo génico histérico de quando as populag¢des faziam parte de
metapopulagdes, antes dos processos de fragmentacéo florestal. Foi feita também
uma AMOVA para analisar par a par os valores de @ST das populagdes e os valores
encontrados indicam que as populagcdes estdo de moderada a altamente
estruturadas. Foi utilizado o método de agrupamento UPGMA tanto para individuos
quanto para populagdes, e dois grandes grupos foram formados, confirmado pela
avaliacao feita pelo programa STRUCTURE que obteve melhor K igual a 2. A
manutengado da variabilidade genética em populagdes € a base da conservagao das
espécies, dessa forma, os dados encontrados indicam que estratégias de
conservacao para populacbes de M. umbellata devem priorizar amostras
populacionais que sejam internas, dado que estas sdo uma importante fonte de
germoplasma para a conservagao in situ.

Palavras Chave: capororoca, fluxo génico, ISSR.



ABSTRACT

MACIEL, T. L. Genetic diversity in Myrsine umbellata (Primulaceae) populations
in Atlantic Forest remnants. 2015. Dissertagdo (mestrado) — Universidade Federal
do Espirito Santo, Alegre, 2015.

Population parameters inferred from genetic data are useful in the characterization of
natural populations and important in determining priority areas for conservation, such
as the Atlantic Forest, which has an extensive biodiversity, what makes the complete
evaluation of the species not viable. Thus, genetic studies of some populations allow
to interpret the community and to extrapolate the results to other similar species.
Myrsine umbellata is a shrubby species, widely distributed in the Atlantic Forest, a
pioneer, a facilitator in natural regeneration areas, with zoochorous dispersion and
their fruits are important in the birds diet. In order to identify the genetic diversity
between and within the populations, six populations of M. umbellata were sampled,
which are: Macieira, Ibitirama, lUna, State Park of Forno Grande, Santa Teresa and
State Park of Blue Stone, totaling 63 individuals. 10 ISSR molecular markers were
used to amplify 129 loci, obtaining 100% of polymorphism for nine primers. The data
were submitted to similarities analysis between individuals by Jaccard coefficient,
showing greater similarity between the lbitirama and Iuna populations. The expected
Nei diversity index (He) and the Shannon index (H ') in the populations ranged from
0.28 to 0.18 and 0.18 to 0.12, respectively, where the Macieira population showed
the highest values and the Ibitirama population the lowest ones. The AMOVA showed
that the most part of the genetic diversity occurs within populations (67.41%) than
between populations (32.58%), with the statistical @ST presenting a high level of
genetic differentiation of 0.32. The allelic flow estimated for the populations set was
high (Nm = 1.24), but it is believed that this value is assigned to a historical gene flow
when populations were part of metapopulations, before the forest fragmentation
processes. An AMOVA was also accomplished to examine pairwise the oST values
of the populations, and the values found indicate that the populations are moderate
to highly structured. The UPGMA clustering method was used for both, individuals
and populations, and two big groups were formed, confirmed by evaluation done by
the program STRUCTURE best K, equal to 2 was obtained. The maintenance of
genetic variability in populations is the basis of species conservation, therefore, these
data indicate that conservation strategies for M. umbellata populations should
prioritize population samples that are internal, as these are an important source of
germplasm for in situ conservation.

Keywords: capororoca, gene flow, ISSR.
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1.INTRODUCAO

Em florestas tropicais onde a biodiversidade vegetal é alta, a exemplo da
Floresta Atlantica, € inviavel estudar a genética de todas as espécies (KAGEYAMA
et al.,, 2003). Dessa forma, estudos genéticos a niveis populacionais ou com
determinados conjuntos de espécies permitem interpretar a comunidade e extrapolar
os resultados para espécies com caracteristicas semelhantes, obtendo uma melhor
compressao dos padroes (OLIVEIRA; MATTOS, 2014). A amostragem de espécies-
modelo em ecossistemas semelhantes utilizando marcadores pode permitir avangos

no entendimento genético das populacdes naturais (SOLE-CAVA, 2001).

Myrsine umbellata € um arbusto nativo da Floresta Atlantica, amplamente
distribuido neste bioma. A espécie é considerada secundaria em processos de
sucessao ecoldgica e facilitadora em areas de regeneragao natural, servindo como
poleiro para descanso e abrigo de aves e morcegos (BACKES;IRGANG, 2002).
Trata-se de uma espécie dioica, cuja polinizagdo cruzada é obrigatdria, e dispersao
dos frutos € ornitocérica. Apresenta ocorréncia agregada e alta densidade
populacional. Portanto, um bom modelo para os estudos de diversidade genética
(JUNG-MENDANCOLLI;BERNACCI, 2005).

Espécies de ampla distribuicdo geogréfica, reprodugdo por fecundagao
cruzada e dispersdao de sementes por animais apresentam maiores niveis de
variabilidade genética (HAMRICK; GODT, 1989). Pela 6tica populacional, a distancia
geografica e o sistema de cruzamento contribuem para a maior parte da
variabilidade genética dentro das populagbes. Além disso, espécies aldbgamas
possuem maior variagcdo genética dentro de suas populagbes, que espécies
autégamas (RIBEIRO et al., 2010).

O conhecimento da diversidade genética intra e inter populacional é essencial
para o entendimento da estrutura genética e para o delineamento de estratégias de
conservagao e indicadores para monitoramento, manejo, restauragdo de areas
degradadas, corredores de fluxo génico, estabelecimento de tamanhos minimos de
reservas e numero de matrizes para a coleta de sementes (KAGEYAMA et al.,
2003).
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A variabilidade genética entre e dentro das populagdes € dependente de
fatores como o sistema reprodutivo, a forma de cruzamento, dispersao de pdlen e
sementes, os quais permitem explicar o comportamento dos alelos nas populagdes
(BRANDAO, 2008). Marcadores genéticos, de heranga simples, séo Uteis na
detecgao de polimorfismos entre individuos e populacdes. Dentre os marcadores, os
moleculares sao definidos como qualquer tipo de dado molecular que permita um
polimorfismo detectavel entre os organismos (BUSO et al., 2003), destes os de DNA
fornecem informagdes diretamente sobre o material genético dos individuos em
estudo, sem sofrer influéncia ambiental (BORBA et al., 2005).

Segundo Loveless et al.,(1998) espécies alégamas, com polinizagao
zoocorica e dispersdo ornitocorica, que possuem capacidade de transpor maiores
distancia entre as populagdes, geralmente apresentam baixos niveis de divergéncia
genética entre populagbes. Neste estudo foi proposto estudar as populagdes
naturais de M. umbellata com a hipotese que estas apresentem maior diversidade
genética intrapopulacional. Além disto, também sera a avaliado o fator de distancia
genética entre as populagdes, visando testar a hipotese que populagdes mais
proximas geograficamente tenham maior similaridade genética e que a diferenciacao
entre populacdes esteja relacionada ao aumento da distancia por inviabilizando o
fluxo génico, culminando no isolamento.

Com esta intencdo, neste trabalho foi avaliada a diversidade genética intra e
interpolpulacional de Myrsine umbellata em remanescentes da Floresta Atlantica, por
ISSR, visando delineamento de estratégias de conservagao eficientes, e indicadores

para monitoramento e manejo da espécie.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 GENETICA DA CONSERVACAO

A Genética da conservagao € o uso da teoria e técnicas da genética a fim de
reduzir ou amenizar o risco de extincdo de espécies ameagadas. Seu objetivo em
longo prazo € preservar espécies como entidades dindmicas capazes de se

adaptarem as mudangas ambientais (GALLETI et al., 2008).

Derivada da genética de populagdes, genética evolutiva e da teoria da
genética quantitativa, a genética da conservagdo foca nas consequéncias que
surgem da reducdo de uma populagdo, uma vez grande e exogamica, para
pequenas unidades onde fatores estocasticos e os efeitos da endogamia sao
extremamente importantes (AVISE, 2010) Entretanto, estas teorias geralmente
concentram-se sobre grandes popula¢des onde a constituicdo genética é governada

por fatores deterministicos (coeficientes de selecao, e etc) (CAVALLARI, 2004).

O Campo da genética da conservagdo também inclui o uso das analises
genéticas moleculares para elucidar aspectos da biologia da espécie relevantes para
o seu manejo (CABALLERO et al., 2010). De acordo com Peakall et al., 2003;
Renau-Morata et al., 2005 e Avise, 2010, dentre as aplicagbes da genética molecular

podem referir-se 0 apoio a:

- comprovar se uma populagado tem baixa diversidade genética ou sofre de
erosao genética;

- planear os efeitos das agdes de gestdo como a extragédo ou translocagao de
individuos;

- identificar populagdes que sdo especialmente valiosas para a conservagao
da espécie;

- detectar se, na natureza, espécies ou populag¢des estédo a trocar genes entre
si;

- determinar a origem populacional dos individuos e a que espécies

pertencem;

- escolher quais as populagdes ou individuos a usar para reproduzir em

cativeiro ou para repovoar novas areas;
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- determinar se as populagcdes estdo demograficamente isoladas ou

conectadas;

- compreender a importancia da diversidade genética para a resisténcia dos

ecossistemas a perturbacgoes.

2.2 ESTUDOS DE GENETICA DE POPULAGCOES NA FLORESTAATLANTICA

O estudo de genética de populagdes, com vistas a conservagao genética, se
faz de grande importancia para conhecimento da dindmica populacional e a partir
disso, a proposi¢cdo de medidas eficazes de manejo em ecossistemas submetidos a
acao antropica (FRANKHAM; BRISCOE, 2008). Um exemplo claro é a Floresta

Atlantica.

O Dominio tropical atlantico é composto por um mosaico de vegetagdes
definidas como: florestas ombrofilas densa, aberta e mista; florestas estacionais
decidual e semidecidual; campos de altitude, mangues e restingas. Esta
composi¢cdo ambiental faz da Floresta Atlantica um bioma complexo e diverso,
considerado como um dos maiores hotspots da biodiversidade mundial e também
decretado Reserva da Biosfera pela Unesco e Patrimonio Nacional, na Constituicao
Federal de 1988 (SOS MATA ATLANTICA,2015).

Originalmente o Dominio tropical atlantico abrangia uma area equivalente a
1.315.460 km? distribuidos ao longo de 17 Estados brasileiros, leste Paraguaio e
nordeste da Argentina (SOS MATA ATLANTICA, 2015). Marcada pelo intenso
histérico de colonizacado e exploragao dos recursos naturais, vem sofrendo com os
processos de perda de habitat e fragmentacao florestal. Além disso, por possuir
atualmente uma extensa sobreposi¢do com grandes centros urbanos favorece a
acessibilidade aos recursos florestais e faciltam a caca e o desmatamento,
dificultando a conservagao de seus remanescentes. Apesar de ter grande parte de
seus habitats drasticamente reduzidos, restando cerca de 7% da sua cobertura
florestal original, a Floresta Atlantica ainda abriga mais de 8000 espécies endémicas
(TABARELLI et al., 2010).
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O atual conhecimento sobre as espécies da Floresta Atlantica e sua
autoecologia é ainda insuficiente, principalmente quanto a questdo da diversidade e
estruturacdo genética populacional de suas espécies e procedimentos adequados
de amostragem para fins conservacionistas e de manejo (SOS MATA ATLANTICA,
2015). Faz-se necessario um maior numero de estudos que caracterizem os eventos
relacionados a movimentagao dos alelos (sistema reprodutivo, niveis de diversidade
e estruturacdo genética, taxa de cruzamento, fluxo génico, etc.) em populagdes
naturais, bem como os vetores envolvidos e sua acdo. De modo semelhante, a
integracdo dos fatores ligados a estrutura genética e as dindmicas ecoldgicas e
evolutivas é de fundamental importancia na tentativa de definir estratégias efetivas
de conservacao a fim de garantir a sobrevivéncia de espécies e populagcbes em
longo prazo (KAGEYAMA et al., 2003).

2.2.1 Diversidade e estrutura genética nas populagdes

O estudo da diversidade genética em populagdes compreende a descrigéo
dos graus de variabilidade genética mantida dentro das populagbes e como esta se
encontra distribuida entre e dentro das mesmas. Fatores microevolutivos, como
deriva genética e seleg¢ao, sao afetados pela dindmica das populagdes, nas plantas,
proporcionando modificagdes na estrutura genética das mesmas (GAIOTTO et al.,
2003). Ao longo do tempo, a estruturacdo genética é resultante dos processos de
reprodugdo, dispersdo e da sobrevivéncia dos individuos de uma populagéo.
Portanto, € importante mesclar o conhecimento do sistema de acasalamento e
reproducgao, a historia de vida e os fatores ecoldgicos, pois 0s mesmos tém papéis
importantes na dinamica evolutiva e ecoldgica das populagdes (LOVELESS et al.,
1998).

Populagdes fragmentadas tém exposto algumas determinadas espécies aos
efeitos da endogamia e da deriva genética, efeitos que comumente ocorrem em
pequenas populagbes, porém, sem prejuizos para grandes populagdes
(CAVALLARI, 2004). Tais efeitos genéticos estdo relacionados com processos
estocasticos associados a populagdes que tiveram seu tamanho reduzido (BOUZAT,

2001). Dessa forma, paisagens que passaram por processo de fragmentacéo,
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formando populagdes pequenas e isoladas, estdo mais sujeitas aos efeitos da
endogamia e da deriva genética, apresentando, na maioria das vezes, menor
variabilidade genética (WRIGTH, 1931).

Os estudos da estrutura genética, ou seja, a distribuicdo dos alelos e dos
genotipos no espacgo e no tempo é fundamentada no teorema de Hardy Weinberg. A
teoria conclui que se nenhum fator evolutivo atuar sobre uma populacéo - infinita,
panmitica, diploide e de reproducdo sexuada- a frequéncia dos alelos permanece
inalterada ao longo das geragdes (AVISE, 2010). Assim, a variagdo genética é
condicdo fundamental para que ocorra evolugao, pois a selecao natural atua nas
diferengas que ocorrem dentro das populagdes. Com maior variabilidade genética na
populagdo, maiores serdao suas chances de sucesso diante das mudancas
ambientais (FUTUYMA, 2009).

Sebbenn; Ettori, (2001) salientam que a redug¢do continua no tamanho das
populagdes as submete a perdas de variabilidade genética, por deriva genética. A
deriva podera causar a depressao por endogamia, levando a redugédo da capacidade
adaptativa, da fertilidade, do vigor, do porte e da produtividade (PIERCE, 2011).

Conhecer os padrdes de variabilidade genética entre e dentro de populagbes
€ um valioso instrumento que podera ajudar na adogao de praticas mais eficientes,
no tocante a conservagdo, podendo servir de base para técnicas de manejo
adequado de fragmentos e fornecer subsidios para medidas de conservagéao in situ
(RENAU- MORATA et al.,, 2005). A base da conservagcao de espécies € a
manutengao da variabilidade genética em populagdes. Sua descri¢do e distribuicdo
sdo fundamentais para o estabelecimento de medidas visando a conservagao
verdadeiramente eficiente (MOURA, 2005).

A caracterizacado da variabilidade genética pode ser feita a partir de medidas
de diversidade genética intrapopulacional e interpopulacional, que poderdo ser
estimadas a partir de dados de marcadores moleculares, como a porcentagem de
polimorfismo, o indice de fixagdo, a heterozigosidade esperada no equilibrio de
Hardy-Weinberg, entre outros (HEDRICK, 2005; HARTL; ANDREW, 2007).
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2.2.2 A utilizagdo de marcadores moleculares

A diversidade pode ser quantificacdo por meio da utilizagdo de marcadores
morfolégicos (os pioneiros), bioquimicos ou moleculares. No final da década de
1960, os estudos de variacdo genética foram facilitados pelo desenvolvimento de
marcadores isoenzimaticos. Na década de 1980, tais estudos foram impulsionados
com o desenvolvimento dos marcadores moleculares baseados DNA
(VASCONCELOS, 2002), utilizando a técnica da reacédo de polimerase em cadeia
(PCR) que foi introduzida, por Saiki et al. (1985), para analise de polimorfismos
genéticos a nivel de DNA. Os rapidos avangos na biologia molecular forneceram
uma série de novos meétodos para estudos genéticos de plantas e muitas dessas
informagdes s&o valiosas em programas conservacionistas e de melhoramento
florestal (ESTOPA et al., 2006).

Sao muitos os métodos utilizados para avaliar a estrutura genética de
populagdes e verificar o grau de variabilidade existente em uma dada espécie. Com
o avango em melhorias nas técnicas de biologia molecular, € possivel observar
polimorfismo diretamente na sequéncia génica de organismos, abrindo novas
perspectivas para pesquisa em conservacao. Entre elas, podem ser mencionadas as
técnicas de microssatélites, RAPD, AFLP, ISSR entre outras (KOZEN, 2014).

Conforme a Tabela 1 pode-se observar que diversos estudos genético-
populacionais envolvendo familias como: Meliaceae, Rutaceae, Bromeliaceae,
Leguminosae, Sapotaceae, Fabaceae, Araceae, Myrtaceae, Passifloraceae,
Flacourtiaceae, Orchidaceae, Lauraceae, Rubiaceae, Iridaceae, Moraceae,
Cyperaceae, Primulaceae entre outras (de 2000 até o atual ano), foram realizados
visando conhecer a diversidade e a estrutura genética de populagdes naturais na
Floresta Atlantica.

Com vistas ao manejo e a conservagao genética de espécies, esses trabalhos
contribuem para o conhecimento da estrutura genética e € importante para
populacbes de plantas que serdo selecionadas para conservagdo ou coleta para
programas de melhoramento (MOURA, 2005). Este conhecimento também é
importante em estratégias amostrais de populagdes naturais para a obtencédo de

amostra representativas da diversidade populacional ou da espécie (VIEIRA, 2005).



Tabela 1- Estudos genético-populacionais realizados para espécies da Floresta Atlantica, utilizando

diferentes marcadores.

Espécie Familia Referéncia Marcador

Cabralea canjerana Meliaceae MELO et al., 2014 SSR

Esenbeckia leiocarpa Rutaceae FORTI et al., 2014 SSR

Aechmea fulgens Bromeliaceae ALMEIDA et al., SSR
2012

Copaifera langsdorffii Leguminosae MARTINS et al., SSR
2008

Dalbergia nigra Fabaceae BUZATTI et al., SSR
2012

Inga vera Leguminosae NETO ET al., 2014 SSR

Manilkara maxima Sapotaceae GANZHORN et al., SSR
2015

Metrodorea nigra Rutaceae MORAES et al., SSR
2015

Monstera adansonii Araceae ANDRADE et al., AFLP
2007

Parapiptadenia rigida Leguminosae- SOUZA et al., AFLP
Mimosoideae 2013

Trchillia pallida Meliaceae ZIMBACK et al., RAPD
2004

Passiflora alata Passifloraceae = LOSS et al., 2006 RAPD

Caseatria sylvestris Flacourtiaceae  SILVA et al., 2006 RAPD

Dalbergia nigra Fabaceae JUCHUM et al., RAPD

2007
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Continuacao da tabela 1

Espécie Familia Referéncia Marcador
Cattleya labiata Orchidaceae PINHEIRO et al., RAPD
2012
Sorocea bonplandii Moraceae RUSCHEL et al., Aloenzima
2009
Cryptocarya Lauraceae MORAES et al., Isoenzima
moschata 2004
Cyperus ligularis Cyperaceae OLIVEIRA e ISSR
ISEPON, 2009
Carapichea Rubiaceae OLIVEIRA et al., ISSR
ipecacuanha 2010
Cattleya granulosa Orchidaceae FAJARDO et al., ISSR
2011
Sisyrinchium Iridaceae TACUTIA et al., ISSR
micranthum 2012
Aechmea fulgens Bromeliaceae ALMEIDA et al., ISSR
2012
Cattleya labiata Orchidaceae PINHEIRO et al., ISSR
2012
Melanoxy lonbrauna Fabaceae VASCONCELOS ISSR
et al., 2012
Erythrina velutina Fabaceae GONGCALVES et ISSR
al., 2014
Myrsine coriacea Primulaceae PAULA, 2014 ISSR
Psychotria Rubiaceae SILVA et al., 2014
hastisepala
Metrodorea nigra Rutaceae MORAES et al., 2015 ISSR

2.2.3 Marcadores ISSR

O marcador Inter Simple Sequence Repeats (Intersequéncias simples

repetidas) ou

ISSR & amplamente utilizado (SALEH et al.,

2011). Foram

desenvolvidos com base nos SSR (ZIETJIEWICZ et al.,1994) e popularizado com o
trabalho de Wolfe et al., 1998.
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Muitos trabalhos utilizam os microssatélites, ou sequéncias simples repetidas
(SSR), que sado pequenas sequéncias nucleotidicas variando de 1 a 6 bases
distribuidas ao longo do genoma, repetidas em tandem. Essas sequéncias sao
frequentemente encontradas e dispostas ao acaso no genoma dos eucariotas. Os
locos de SSR se difundiram entre pesquisadores, porém, o uso deste marcador
requer o conhecimento prévio da sequéncia que flanqueia o SSR para que os
primes, utilizados na reacdo de PCR (LIU; WENDEL, 2001), sejam construidos.
Descobrir e caracterizar um numero grande de SSR é demorado, além de ser um
processo oneroso (NYBOM, 2004).

Com o uso dos ISSR a problematica da informacgao prévia das sequéncias
que flanqueiam o microssatélite, foi contornada (RAKOCZY-TROJANOWSKA,
2004). Em adicdo, a analise de ISSR é tecnicamente simples em comparagdo com
outros tipos de marcadores. O método proporciona alta reprodutibilidade dos
resultados e gera abundante polimorfismo em muitos sistemas. De modo
semelhante aos RAPDs, a utilizagdo de marcadores ISSR se torna facil e rapido de
se trabalhar, além de proporcionarem um grande numero de fragmentos polimorficos
e constituirem uma técnica que é relativamente menos onerosa. Entretanto, para
estudos de genética de populagdes, uma desvantagem dos marcadores ISSR é a
sua dominancia (GEORGE, 2009; RODRIGUES, 2011).

Os primers ISSR apresentam maior robustez, devido a sua maior superficie
de ancoramento e possuem maiores temperaturas de anelamento, aumentando a
reprodutibilidade dos produtos de ISSR (HARRIS, 1999).0 ISSR é considerado um
marcador semi-arbitrario, ampliado por PCR em presenca de oligonucleotideos
complementares para o microssatélite designado, podendo ser ancorado no final 3’
ou 5 com 1 a 4 bases de purina ou pirimidina. As sequéncias-alvo dos ISSRs sao
abundantes ao longo do genoma de eucariontes e evoluem rapidamente. Portanto,
ISSR tem provado ser util em estudos de genética de populagées (SHARMA et al.,
2012).

Em ISSR, um unico primer é usado na amplificagdo do DNA, gerando
multiplos fragmentos que possuem comprimentos variados (SLOTTA; PORTER,
2006). Para separacao e visualizagao dos produtos da amplificacdo, a partir da
técnica de ISSR, poder empregar-se tanto a eletroforese em gel de agarose e
deteccdo com brometo de etideo ou eletroforese em gel de poliacrilamida e

coloragao com nitrato de prata (SHARMA et al., 2012).
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Marcadores ISSR tém sido usados em diversos estudos para analise de
variabilidade entre linhas hibridas de -cultivares, complexos hibridos naturais
(SLOTTA; PORTER, 2006; XIAO et al., 2006; GRATIVOL et al., 2011; JIA et al.,
2011; PINHEIRO et al., 2012). Mas, o numero de estudos de estudos de genética de
populacdes, especialmente para verificar a diversidade genética, utilizando

marcadores ISSR, para a Floresta Atlantica sdo poucos (Tabela 1).

2.3 Myrsine umbellata- ESPECIE EM ESTUDO

Myrsine umbellata Mart. € uma espécie dioica, conhecida popularmente como
capororoca, capororoca-branca, pororoca, capororoca-de-folha-grande, jacaré-do-
mato (JUNG-MENDANCOLLII; BERNACCI, 2006), nomes que em tupi-guarani,
segundo Backes; Irgang, (2002), significa a “arvore que estala”. Os autores relatam
que a espécie possui uma importancia ecoldgica por conseguir se estabelecer em
areas descampadas e em ambientes extremos, sendo considera como um espécie
pioneira, por diversos autores. E indicada para a recuperacéo de areas degradadas
de campo ou de vegetagao secundaria. Produz anualmente um numero abundante
de sementes viaveis que sao amplamente disseminadas por aves, a exemplos de
sabias, tucanos, jacus, gralhas (LORENZI, 2002). A semente € de facil germinacéo,
podendo ser facilmente utilizada em qualquer tipo de solo, apds os frutos passarem

pelo tubo digestivo dos animais que os consomem.

Essa espécie possui casca cinzenta-esverdeada, grossa, verrugosa, com
fissuras longitudinais. As folhas sdo simples, coriaceas, alternas, de cor verde-
escura, sendo mais claras na face inferior. Suas flores sdo pentdmeras, unissexuais
e pequenas. Os frutos sdo do tipo drupa, esféricos de até 6,5 mm de diametro, de
cor roxa (LORENZI, 2002). A madeira produzida por M. umbellata possui coloragao
castanho-rosado, de valor secundario, utilizada na construgdo civil para obras
internas. Presta-se para lenha e carvédo. A casca é uma importante fonte de tanino,
assim como a superficie abaxial de suas folhas que apresentam canais e pequenas
pontuagdes, acumulando terpenos e taninos (MAUSETH, 1988). Seu decocto ja foi

considerado, segundo Backes;lrgang, (2002), remédio contra a lepra.
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Em relagdo a fenologia dos individuos de M. umbellata, Lorenzi (2002) e
Backes; Irgang, (2002) em seus trabalhos afirmam que a espécie floresce durante os
meses de dezembro a janeiro e de junho a julho. A frutificagdo ocorre de margo a
dezembro. E uma espécie perene, que ocupa prioritariamente faixas entre 400 a
1200 metros de altitude. Sabe-se ainda que plantas perenes, a exemplo e M.
umbellata, podem apresentar quantidades mais elevadas de fenol, tendo em vista
que tais compostos permanecem nas folhas por tempos mais longos (CARVALHO,
2006).

Pouco se conhece sobre o género Myrsine na Floresta Atlantica, (PAULA,
2014) Assim, estudos genético populacionais para essa espécie devem ser
propostos. Além disso, por ocorrer em toda extensdo de Floresta Atlantica, M.
umbellata e pelas caracteristicas intrinsecas a espécie, presenta-se como um
modelo potencial para estudos da diversidade e estrutura genética de populagdes
para que esses dados possam ser aplicados a outras espécies com padrdes

semelhantes.

3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Analisar a diversidade genética de Myrsine umbellata em remanescentes de

Floresta Atlantica.
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3.2 OBJETIVO ESPECIFICO

1) Analisar diversidade genética intrapopulacional e interpopulacional de M.

umbellata com base em marcadores ISSR;

2) Inferir sobre o fluxo génico e a estruturagao das populagdes.

4. MATERIAL E METODOS

4.1 OBTENCAO E LOCAIS DE COLETA DE Myrsine umbellata

Folhas jovens saudaveis de M. umbellata (Figura 1) foram coletadas no

periodo agosto-dezembro de 2014. As expedigdes de campo foram realizadas
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através da licenca de coleta emitida pelo Instituto Chico Mendes. A area de coleta foi
dividida em seis populagdes (Figura 2), localizadas em afloramentos rochosos de

Floresta Atlantica no estado do Espirito Santo.
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Figura 2- Mapa de localizagdo dos pontos de coletas. Os Municipios de Dores do
Rio Preto (Macieira) e Ibitirama pertencem ao Parque Nacional do Caparad; Iuna,
Castelo (PE do Forno Grande) a regido sul, Domingos Martins (PE Pedra Azul ) a

regido sudoeste-serrana e Santa Teresa a central-serrana.

As areas de coleta foram escolhidas com base em um estudo prévio, em que
a ocorréncia de M. umbellata foi constatada nesses locais. As seguintes populagdes
de acordo com as suas localidades foram amostradas. Para enfatizar as populacdes
Macieira e Ibitirama estdo alocadas no Parque Nacional (PARNA) do Caparad no sul
do Espirito Santo (Tabela 2). As populagdes de luna e PE Forno Grande também se
localizam na regi&o sul. As populagbes de Santa Teresa e PE Pedra Azul localizam-

se nas regides central-serrana e sudoeste-serrana, respectivamente.



Tabela 2- Coordenadas geograficas, altitude e nimero de individuos de cada populagdo amostrada.

Populagao Latitude Longitude Altitude N° de
individuos
Macieira
(Dores do Rio
Preto.
20°59°'23"S 77°30'46"W 1495 9
Ibitirama 20°23'78"S 41°44'12"W 1074 9
lina 24° 16' 54"S 77°43'83"W 1577 9
PE Forno 12
Grande
(Castelo) 20°51'66” 41°08'89"W 1307
Santa Teresa
03°40'00"S 77°91'12"W 623 14
PE Pedra Azul
(Domingos
Martins) 02°88'71"S 77°42'98"W 1250 10
Total de individuos 63

As amostras foliares foram armazenadas individualmente em sacos de papel,

seladas e identificadas.

4.2 ANALISE MOLECULAR

O DNA genbdmico total foi isolado e purificado utilizando a metodologia de
extragdo de Doyle e Doyle (1990), com modificagdes. As folhas foram maceradas
em almofariz de porcelana com nitrogénio liquido. Aproximadamente 200 mg do pé
obtido foi transferido para microtubos de2 mL, previamente identificados. Em cada
amostra, foi utilizado 650 uL de tampdo de extragdo possuindo a seguinte
composicao: 2% v / v de CTAB, 1,4 mol / L de NaCl;, 20 mmol / L de EDTA, 100
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mmol / L de Tris-HCI pH 8,0; 2% w / v de polivinilpirrolidona sélido e 0,2% v / v B-

mercaptoetanol.

A mistura foi homogeneizada em vortéx durante 20 segundos e incubadas em
banho seco a 65 ° C com agitagao durante 45 minutos. Posteriormente foi esfriada a
temperatura ambiente e realizadas duas lavagens com cloroférmio: alcool isoamilico
pelo o seguinte procedimento: foi adicionado um volume de 600 pL da mistura
cloroférmio:  alcool isoamilico (24:1) os microtubos foram suavemente
homogeneizados 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 (C.H;NO;) na propor¢ao
1:3. Os microtubos foram suavemente agitados e incubados a - 20 °C por uma noite.

Apoés esta etapa, 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 uL de TE
(10 mmol/L de Tris-HCI, 1mmol/L de EDTA a pH 8.0), contendo RNAse na
concentracao final de 50 yg/mL e incubado em banho seco a 37 °C por 30 minutos.
A partir da extracao, foi realizada a quantificagdo de DNA por eletroforese em gel de
agarose 0,8% para observacdo do nivel de oxidagdo presente no DNA, e
quantificagcdo da concentragdo e pureza no espectrofotdmetro NanoDrop 2000
ThermoScientific. A partir da quantificagdo as amostras de DNA foram diluidas a
concentracéo de 10 ng/ mL.

De 32 iniciadores ISSR da Universidade de British Columbia, em Vancouver,
Canada, 10 primers foram selecionados para este trabalho, de acordo com o maior
numero de fragmentos polimérficos apresentados e qualidade de amplificagdo. As
condi¢cbes de amplificacao foram: volume total de 20 uL contendo 8:33 mM de Mix
de enzima para PCR (Promega®) 1X, 0,5 uM deprimer, 1 unidade de Taq
polimerase e 60 ng de DNA.

As condi¢des de amplificacdo foram: desnaturagdo 5 minutos a 94°C, seguido
de 40 ciclos na fase de um minuto a 94 °C;1 minuto a 55 °C e 1 minuto a 72 °C, com
uma fase final de extensdo 2 minutos a 72 °C. Os fragmentos obtidos a partir das
reagcoes de PCR foram separados por eletroforese em gel horizontal de agarose a

1,5% contendo 0,02 uL/mL de brometo de etidio e TBE tampao de corrida (Tris-
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base, acido bérico e EDTA), a 90 volts por aproximadamente 1 hora e 15 minutos.
Posteriormente, os géis foram fotografados sob luz UV utilizando em sistema de

fotodocumentacgao.

4.3 ANALISE ESTATISTICA

A analise dos dados foi realizada considerando apenas bandas apresentando

amplificagédo consistente, que foram como presente (1) e ausentes (0).

Foi calculado o indice de Shannon (LEWONTIN, 1972), para medir a diversidade

genotipica de uma populagao. Define-se a estatistica de Shannon- como:

H = —Z Pi In(Pi)

Em que,
Pi -é a frequéncia do i-ésimo gendtipo.
n- tamanho da amostra ou numero de individuos da populacéo i.

Calculou-se também o indice de Diversidade de Nei (NEI, 1973), que
possibilita obter a medida do grau de diferenciacdo genética entre populacdes. Este
método é baseado nas identidades e dois genes escolhidos ao acaso dentro e entre
populagdes e independente do numero de alelos. Segundo Robinson, (1998) a
equacgao de Nei pode ser aplicada a diferentes niveis de classificacao hierarquica,
como populagdes dentro de uma regido geografica, subpopulagdes dentro de
populagdes, etc., utilizando-se em cada caso, as frequéncias alélicas. Nei
(1973,1978) determinou que a probabilidade de identidade e nao identidade génica

de dois genes escolhidos ao acaso é dada por:

!f:Esz[jk H,=1-]

€ ,
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A probabilidade de nado identidade, H, portanto, € igual ao complemento
aritmético da identidade génica, o que € usualmente denominado de
Heterozigosidade.

As estimativas de fluxo génico entre as populagdes foram obtidas segundo a
equagao proposta por Crow e Aoki (1984):

Em que:
Nm é o numero de migrantes

Fst € uma medida de diferenciacio entre populacoes

2
k= P/ =D sendo p 0 nimero de populacdes.

O indice de Shannon, indice de diversidade de Nei, e as estimativas de fluxo
génico foram calculados utilizando-se o software Popgene (Population Genetic
Analysis) versao 1.31 (YEH et al., 1999).

As estimativas de dissimilaridade genética foram realizadas de acordo com o
complemento aritmético do coeficiente de Jaccard, organizado em matrizes para
analise de agrupamento pela ligagdo média entre grupos UPGMA (Unweighted Pair
Group Method Average) para obtengdo dendrogramas das populagdes e dos
individuos, assim como graficos de projegdes 3D no plano cartesiano. A
diferenciagdo da variabilidade genética entre e dentro das populagdes e a distancia
entre os pares das populagdes foram avaliadas pela analise de varidncia molecular
AMOVA (EXCOFFIERer et al.,, 1992). Foi feita também uma AMOVA com a
estatisticad, um analogo a estatistica F de Wrigth, para analisar par a par os valores
de JST das populagbes. Esse parametro JST se refere a probabilidade de se
amostrar dois alelos de uma populagao e eles serem idénticos por descendéncia,
utilizando o conjunto de populagdes como referéncia. Todas essas anadlises de
divergéncia genética, de agrupamento e graficos foram realizados com o auxilio do
programa Genes (CRUZ, 2013).

Foi utilizado o Software Structure 2.3.4 (PRITCHARD et al., 2000; FALUSH et

al., 2007) que realiza uma analise Bayesiana, conduzida a partir de simulagbes de
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Monte Carlo via Cadeias de Markov e (MCMC) para avaliar a estrutura populacional
utilizando gendtipos multilocus dos individuos, para detectar grupos genéticos (K)
provaveis, assumindo o modelo de populagdes mistas, para marcadores
dominantes. Como uma ajuda para identificar o numero de grupos de individuos (K),
os resultados gerados foram analisados por meio da versdo 6.7 do Structure

Harvester (EARL, 2012), de acordo com o método de Evanno et al (2005).

5. RESULTADOS

5.1 DIVERSIDADE GENETICA

Os 10 primers |ISSR testados mostraram-se adequados, produzindo
fragmentos robustos, de boa intensidade, com bom perfil de amplificagdo. Foram

amplificados 129 locos, dos quais 91 polimorficos (Tabela 3).
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Tabela 3- Analise descritiva dos primers com respectivas sequéncias, numero total de bandas,

numero de bandas polimérficas e porcentagem de polimorfismo.

Prime Ne total ~ N°de % de
rsUB de bandas polimorfismo
C Sequencia (5'-3") bandas polimorficas
849 GTG TGT GTG TGT GTG TYA 5 5 100
807 AGA GAG AGA GAG AGA GT 16 16 100
834 AGA GAG AGA GAG A GA GYT 18 18 100
810 GAG AGA GAG AGA GAG AT 16 16 100
808 AGA GAG AGA GAG AGA GC 11 11 100
880 GGA GAG GAG AGG AGA 10 10 100
842 GAG AGA GAG AGA GAG AYG 16 14 87,5
840 GAG AGA GAG AGA GAG AYT 15 15 100
878 GGA TGG ATG GAT GGA T 12 12 100
859 TGT GTG TGT GTG TGT GRC 10 10 100
Total 129 91

em que: R = purina (Aou G) e Y = pirimidina (C ou T).

Todos os primers apresentaram elevadas porcentagens de polimorfismo

(Tabela 3) Os primers apresentaram de 5 a 18 bandas e entre 87,5 a 100% de

bandas polimérficas. O alto polimorfismo encontrado pode ser observado na figura 3,

onde s&o apresentados os individuos amostrados.
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Figura 3- Fotografia do gel de agarose, mostrando o perfil dos fragmentos produzidos pelo primer 834 em individuos (39 a 63) de M. umbellata
das populagdes de Santa Teresa e PE Pedra Azul. Marcador: 1Kb.
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O alto polimorfismo indica a elevada diversidade genética nos individuos
estudados. Considerando a analise intrapopulacional também foi observada altas
porcentagens de polimorfismo intrapopulacionais (Tabela 4), sendo os maior valor
para PE Forno Grande ( 92% ) e o menor para PE Pedra Azul (79,3%).

Tabela 4- Polimorfismo populacional por ISSR.

% de indice de  Indice de
Polimorfismo diversidade Shannon-
Populacdes N.. N. N. de Nei (Hi) Wiener
t.I. I.m (H)
Macieira (1) 10 95 13 86,31 0,28 0,18
Ibitirama(2) 10 63 11 82,5 0,18 0,12
luna(3) 9 75 10 86,6 0,22 0,14
PE Forno Grande(4) 12 75 6 92 0,24 0,15
Santa Teresa(5) 14 83 15 81,9 0,22 0,13
PE Pedra Azul(6) 10 92 19 79,3 0,23 0,15
N.l.= Numero de individuos; N. t. .= Numero total de locos; N. I. m.= NUmero de locos

monomorficos.

Os indices de diversidade genética dos individuos foram obtidos a partir de
129 locos e testados para as seis populagdes (Tabela 4). Para o indice de Shannon-
Wiener, de acordos com os valores obtidos a maior riqueza ou variabilidade, em
termos de variagdo genotipica, é encontrada na Populagdo da Macieira, cujo valor
de H é estimado em 0,18. O menor valor encontrado é relativo a populagao de
Ibitirama, que apresentou um valor de diversidade genotipica de 0,12. O indice de
diversidade genética de Nei, calculado para as populagdes, variou de 0,18 a 0,28,
sugerindo um alto indice de diferenciagdo genética (SHAH et al., 2008). Dessa
forma, de acordo o Nei (1973), a populacées da Macieira apresentam o maior valor

de heterozigosidade enquanto a populagdes de Ibitirama, apresenta o menor valor.
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5.2 ESTRUTURA GENETICA

O valor de Fluxo génico encontrado no trabalho foi de 1,24 individuos por
geracgao entre populagdes, considerado segundo os autores Shah et al., (2008), alto

fluxo génico.

As similaridades genéticas variaram de 0,50 (entre a populagao de Ibitirama e
a populagao de luna) e 0,68 (entre as populacgdes e luna e Pedra Azul) (Tabela 5). A
meédia indica que as populagdes geneticamente mais divergentes das populagdes
restantes sdo Santa Teresa e a populacdo do PE Pedra Azul, com média
semelhante de 0,64.

Tabela 5- Matriz genética de dissimilaridade entre populag¢des, por meio do indice de dissimilaridade
de Jaccard.

Macieira Ibitirama [Una Forno Santa Pedra
(1) Grande Teresa Azul
(2) 3)

(4) (5) (6)
1 0 0,59 0,64 0,61 0,65 0,62
2 0 0,50 0,56 0,63 0,64
3 0 0,57 0,67 0,68
4 0 0,65 0,65
5 0 0,61

6 0
Médias 0,62 0,58 0,61 0,60 0,64 0,64

Com os dados obtidos na matriz representada na tabela 5, foi realizado um
agrupamento entre as populagdes pelo método UPGMA (Figura 4). A estimativa de

correlagao cofenética foi alta (0,92) e houve a formagéao de dois grupos.

De acordo com o que se pode observar na figura 4, as populagbes

pertencentes ao PARNA do Caparadé agruparam — se (Macieira e Ibitirama)



37

juntamente com luna e a Populagdo do Parque Estadual do Forno Grande. Ja as

populagdes de Santa Teresa e Pedra Azul ficaram em outro agrupamento.

A projecao das distancias no plano cartesiano 3D, apresentada na figura 5,
corroborou com os resultados do agrupamento de populagdes (Figura 4). Pode-se
observar na figura 4, a formacao de dois agrupamentos. A populagdo da Macieira foi
a que apresentou um maior distanciamento relativo das populagdes do seu
agrupamento. A populagdo de Santa Teresa, pertencente ao outro agrupamento foi
a que ficou mais préxima das populagdes de Macieira, Ibitirama, luna e PE Forno
Grande.

Esses resultados também podem ser observados com os dados de
dissimilaridade apresentados na tabela 5, em que populagdo da Macieira apresenta
maiores valores de dissimilaridade em relacdo as demais populacbées do mesmo
agrupamento (0, 59, 0,64, 0,61 com Ibitirama, Iuna e PE Forno Grande), estando
dessa forma, mais distante geneticamente das outras do mesmo grupo. A populagéo
de Santa Teresa apresenta valores menores de dissimilaridade com as outras
populagdes, pertencentes ao outro agrupamento, do que a populagao de PE Pedra
Azul.

Na analise da AMOVA realizada, considerando dois niveis hierarquicos, foi
significativa tanto para 0,01% como para 0,1% nas seis populagbes. A variagéo
dentro das populagdes foi maior (67, 41%) que entre (32,58%) (Tabela 6).

Tabela 6- Andlise de variancia molecular (AMOVA) para as seis populagbes de M. umbellata. GL =

graus de liberdade, SQ = soma do quadrado dos desvios, % =porcentagem de variagdo e Pv= Valor
de P.

FV GL SQ % Pv
Entre 5 359.46 32.58 0,01**
Dentro o7 678.34 67.41 0,01**
Total 62 1037.80 100.00

aST 0,32
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Estimativas de @ST menores que 0,05 indicam pouca diferenciagéo genética,
valores entre 0,05- 0,15 indicam moderada diferenciagdo genética e estruturagao
populacional. Estimativas acima de 0,25 indicam elevada diferenciacao genética
(HARTL; CLARK, 1997). De acordo com os resultados encontrados na Tabela 6, a
estimativa de @ST foi 0,32, evidenciando uma estruturagdo genética das
populagdes. Ao analisar pares de populagdes (Tabela 7) os valores de ST foram
significativos para os pares de populagdes (p>0,05) e ficaram entre 0,11 e 0,40,
evidenciando que as populagdes estdo geneticamente estruturadas apresentando
um alto nivel de diferenciagdo genética em 0,40. As menores variancias foram
detectadas entre as populagdes de Ibitirama e luina com a menor porcentagem de
variancia (11,11 %) e consequentemente maior de variancia dentro (88,88%).E as

maiores, entre Ibitirama e PE Pedra Azul 40,96% entre e 59,03 dentro.
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Figura 4- . Dendograma representativo da dissimilaridade genética obtidas com base em marcadores ISSR, utilizando o indice de Jaccard, baseada no
método UPGMA para as 6 populagbes de M.umbellata
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Figura 5- Representagdo tridimensional da distribuicdo das populagdes em plano cartesiano.
Populagédo 1- Macieira, Populagao 2- Ibitirama, Populagdo 3- Iuna, Populagdo4- PE Forno Grande,
Populagao 5- Santa Teresa e Populagéo 6- PE Pedra Azul.
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Tabela 7- Estimativas de Variancia entre os pares de populacgdo e estatistica JST.

P.P E.V. E.V.D.P. % V. E. % V. D. ST
E.P.
Macieira e lUna 4.8 12 28,64 71,35 0,28
Macieira e luna 5,11 13,76 27,11 72,88 0,27
Macieira e PE Forno 4,24 13,32 2414 75,85 0,24
Grande
Macieira e Santa 7,13 13,09 35,28 64.71 0,35
Teresa
Macieira e PE Pedra 6,39 14,12 31,16 68,83 0,31
Azul
Ibitirama e Iina 1,32 10,57 11,11 88,88 0,11
Ibitirama e Iuna 3,16 10,74 22,73 77,26 0,22
Ibitrama e PE Pedra 6,81 10,63 39,06 60,93 0,39
Azul
Ibitirama e 7,71 11,11 40,96 59,03 0,4
Itna e PE Forno 1,98 12,13 14,02 85,97 0,14
Grande
Itna e Santa 6,31 11,95 34,57 65,42 0,34
Teresa
lina e PE Pedra Azul 7,78 12,77 37,86 62,13 0,37
P E Forno Grande e 6 11,87 33,58 66,41 0,33
Santa Teresa
P E Forno Grandee 6,44 12,52 33,97 66,02 0,33
PE Pedra Azul
Santa Teresa e PE 6,15 12,33 33,28 66,71 0,33
Pedra Azul

P.P= Pares de Populacoes; E. V. D. P.= Estimativa da Varidncia entre Populagbes; E. V. D. P.=
Estimativa da Variancia dentro de populagbes; % V. E. P= Porcentagem de Variancia entre

Populagbées; % V. D. P= Porcentagem de Variancia dentro de Populagdes.
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A similaridade genética intrapopulacional também foi demonstrada em uma
analise considerando todos os individuos independentes das populagdes (Figura 6),
originando dois grupos principais, em que a maioria dos individuos agrupou-se
segundo a sua origem.

No agrupamento que reuniu dos individuos das populagdes Macieira,
Ibitirama, luna e PE Forno Grande, alguns individuos foram agrupados fora de sua
populagao original. A saber: na populagao do PE Forno Grande os individuos 30, 34
e 42 foram os mais variantes, agrupando-se fora da sua origem, préximo aos
individuos da populagao de luna. Ja na populacao de Ibitirama, apenas o individuo
12 agrupou-se proximo aos individuos da populacéo de luna (Figura 6). Percebe-se
a existéncia de populagbes, sem um agrupamento claro, com seus individuos
compartilhando caracteristicas genéticas com outras populagdes, por exemplo, a
populag¢des de luna. Essa populagéo foi a mais divergente, que teve seus individuos
dispersos entre as populacdes de Ibitirama e PE Forno Grande. Por outro lado as
populagdes de lbitrama e PE Forno Grande mesmo apresentando caracteristicas
partiihadas pode-se perceber mais homogeneidade. Todos os individuos da
populacdo da Macieira ficaram agrupados em sua populagao original.

O outro agrupamento formado foi composto pelas populagdes de Santa
Teresa e PE da Pedra Azul. Todos os individuos dessas populagdes alocaram-se

juntamente com os outros individuos de suas populagdes de origem.

A avaliagao feita pelo programa STRUCTURE obteve o numero de K=2
(Figura 7a). A medida que o K aumenta percebe-se que as populagdes podem
partilhar ainda mais alelos (Figura 7b). Existem popula¢gdes com individuos que
compartilham caracteristicas genéticas com outras populagdes, confirmando os
resultados de grupos, anteriormente encontrados.

Os grupos formados sao concisos apresentando poucos individuos que
compartilham similaridade genética com outros grupos. O STRUCTURE mostrou
que a identidade genética dos individuos agrupados num mesmo grupo € alta, para
K=2. A medida que o K aumenta percebe-se que as populacdes partilham ainda
mais alelos, por isso, na figura B onde é apresentado K= 6, que representa o numero

total de populagdes, existem tantos individuos alocados em outros grupos.
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Figura 6- Dendograma de dissimilaridade genética, obtido com base em marcadores ISSR, independente das populagdes, utilizando o método de

agrupamento UPGMA para 63 individuos de M. umbellata.
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6. DISCUSSAO

6.1 DIVERSIDADE GENETICA

Dados genéticos relacionado a diversidade da espécie M. umbellata séo
escassos, sendo necessarios trabalhos de avaliagdo da diversidade genética dado a
sua ampla distribuicdo geografica, fecundagdo cruzada, polinizacdo zoocérica e
dispersao ornitocorica e carater pioneiro, podendo ser utilizado como modelo
potencial para estudos na Floresta Atlantica (RIBEIRO et al., 2010). Estes atributos
fazem com que esta espécie seja classificada como modelo (JUNG-
MENDANCOLLIi; BERNACCI, 2005). Desta forma, outras espécies com as mesmas
caracteristicas usualmente apresentam diversidade genética alta, e maior
variabilidade intra que interpopulacional a exemplo das espécies da Floresta
Atlantica Passiflora alata (LOSS et al., 2006); Eremanthus erythropappus
(RUSCHEL et al., 2009), Sisyrinchium micranthum (TACUTIA et al., 2012) e Myrsine
coriacea (PAULA, 2014).

De forma geral foi detectado alto polimorfismo em todas as populacdes de M.
umbellata estudadas, sendo a maioria dos ISSR utilizados com 100% de
polimorfismos entre todas as populagdes o que também evidencia a pertinéncia da
ferramenta molecular empregada no estudo.

Nas populagdes amostradas o polimorfismo variou entre 79,3% (PE Pedra
Azul) a 92% (PE Forno Grande). Segundo relatado por Wolfe et al.(1998), que
avaliaram  Pestemon centranthifolius, P. grinnellii; e P. X parishii, espécies com
ampla distribuicdo geografica a exemplo de M. umbellata, apresentam valores entre
72 e 95% de polimorfismo populacional detectado por marcadores ISSR, em
populagdes naturais.

Entretanto, o indice de Shannon (H’) que varia de 0 — 1 (quanto mais proximo
de 0 mais baixa € a diversidade genética intrapopulacional adaptado para genética
de populagdes naturais) (BARREIRA-SANCHEZ, 2008), variou entre 0,12 (Ibitirama)
a 0,18 (Macieira). Estes resultados demonstraram que a espécie M. umbellata
possui um menor valor de diversidade genética populacional quando comparada a

outras espécies com caracteristicas semelhantes a de espécies modelo, a exemplo
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de: Palicourea coriacea (Rubiaceae) com H = 0,56 (BARBOSA et al.,, 2010) e
Eremanthus erythropappus com valores variando de 0,38 a 0,48 (RUSCHEL et al.,
2009), reforcando a necessidade de preservagao das areas de ocorréncia natural.
Da mesma forma a diversidade genética verificada pelo indice de diversidade Nei
(He) os valores variaram entre 0,18- 0,28 para as populagbes de Ibitrama e
Macieira, respectivamente . Esses valores foram baixos quando comparados com
outras espécies tropicais como Trichilia pallida Swartz (He entre 0,27 a 0,33)
(ZIMBACK et al., 2004) e Aspidosperma polyneuron (He médio de 0,28) (TOREZAN
et al., 2005).

6.2 ESTRUTURA GENETICA

As populagbes amostradas estdo estruturadas. O valor do fluxo génico
observado para o conjunto das seis populag¢des foi de 1,24 indicando isolamento
genético, o que esta associado a distdncia geografica entre as populacdes
(WRIGTH, 1931). O valor da estimativa de fluxo génico determina se a deriva
genética, por si s6, pode produzir variabilidade genética substancial entre locais; se
esse valor for maior que 1.0, o fluxo génico sera alto o suficiente para prevenir
diferenciagdo devida a deriva (MORAES; DERBYSHIRE, 2002). Ademais, o valor
obtido, pode corresponder ao fluxo génico histérico, quando as populagdes faziam
parte de uma unica grande populagdo ou constituiam metapopulagdes, antes do
processo de fragmentagdo da Floresta Atlantica. Assim, os dados devem ser
interpretados de maneira cautelosa, pois indicam que as populagcées das diferentes
localidades, apesar da grande distancia entre algumas delas, apresentam alelos
com frequéncias que podem ser similares, como resultado de trocas génicas antigas
(HAHN et al., 2012).

A maior parte da variagcdo genética foi intrapopulacional (67.41%), que
interpopulacional (32.58%). Para espécies da mesma familia resultados
semelhantes foram relatados para Primula apennina (86% intra; 14% inter) (CREMA
et al., 2009); Primula farinosa (79,41% da diversidade dentro e 20,59% entre)
(REISCHA al., 2005). Em especial, o trabalho realizado por Paula, (2014), em

localidades semelhantes, com a espécie Myrsine coriacea apresentou 23,38% de
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variancia entre as populagdes e 76,61% de variancia dentro das populacdes. Este
comportamento também ¢é descrito em espécies tropicais, de caracteristicas
semelhantes as de M. umbellata, da Floresta Atlantica, como Passiflora alata (LOSS
et al., 2006) e Psychotria ipecacuanha (ROSSI et al., 2009). Porém, Giustina et al.,
(2014) e Rivas et al.,, (2013) encontraram uma maior diferenciacdo genética
interpopulacional do que intrapopulacional ao analisarem populagbes naturais
albgamas, em outros biomas.

A variabilidade genética intra e interpopulacional das populagdes é reflexo da
interagdo de processos como distribuicdo geografica, fragmentacédo e isolamento
das populagdes, sistema reprodutivo, mutagédo, deriva, fluxo génico entre outros
(NYBOM; BARTISH, 2000). Espécies alégamas, em geral, apresentaram alta
variagdo genética intrapopulacional em detrimento a interpopulacional, sendo a
divergéncia dentro de populag¢des inversamente proporcional a quantidade de fluxo
génico. A estruturacao da diversidade genética em individuos dentro de populagdes
naturais de plantas pode influenciar de maneira significativa os processos
evolucionarios e ecoldgicos, sendo que esta variagdo genética podera ter
consequéncias diretas sobre os processos de diferenciacdo que levam a
especiacao, pois a estruturagcdo em microhabitats pode promover por meio de
selecao e deriva a formagao local de novos gendtipos (PERECIN et al., 2004).

Outro fator que se credita uma maior diversidade genética intrapopulacional
pode estar relacionado ao efeito Poleiro, apresentado para M. umbellata. Por meio
das fezes e material biolégico regurgitado pelas aves dispersoras da espécie, ocorre
a deposicao de sementes nas proximidades de poleiros, formando nucleos de
diversidade, dentro das populagdes e consequentemente aumentando a diversidade
genética (CARRIJO, T. T., comunicagéo pessoal).

Além disto, a menor diversidade interpopulacional detectada (32,58%), pode
estar relacionada ao fato da espécie ter aspecto colonizador, uma vez que
(GAMSKIN et al., 2012), em estudos com Lepidium latifolium relatam que a baixa
variagao entre populagdes de plantas com aspecto colonizador podem ser devido a
possiveis efeitos fundadores ou gargalos genéticos antes ou apods eventos de

colonizacéao e introducao.

! Informagao fornecida por CARRIJO na Universidade Federal do Espirito Santo Centro de Ciéncias Agrarias em
2015.
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De modo geral as populagbes amostradas apresentaram niveis de moderada
a elevada estrutura genética (0,11- 0,4), com média de JST de 0,32. As populagdes
que apresentaram os menores valores foram Ibitirama e luna (JST de 0,11), as mais
proximas, com altitudes variando entre 1577 e 1074 respectivamente. Este valores
indicam estruturacdo moderada. A maior estruturacdo genética entre as demais
populagdes pode estar ocorrendo em decorréncia de fatores como: fragmentagao
florestal, heterogeneidade ambiental, densidade populacional, morfologia floral,
sistema reprodutivo, mecanismos de polinizacdo e dispersdo de sementes
(LOVELESS; HAMRICK, 1984; HEYWOOD, 1991; HAMRICK et al., 1993; MANEL et
al., 2003; VEKEMANS; HARDY, 2004).

As populacdes do Caparad (Macieira, Ibitirama, luna) e PE Forno Grande (a
de maior altitude), ficaram em um grupo. O agrupamento de PE Forno Grande com
essas populagdes ndo pode ser explicado geograficamente, visto que se encontram
distantes. Acredita-se que essa populagao faga parte de um continuo vegetacional
que culmina na Regido do Caparaé (CARRIJO, T.T., comunicagdo pessoal)’,
passando pelo municipio de Muniz Freire, que nido foi amostrado, podendo ter
ocorrido fluxo génico entre essas regides. A mesma explicacdo € dada para o
agrupamento entre as populagées de Santa Teresa (623) e PE Pedra Azul (1250),
que foram alocadas juntas embora ndo sejam geograficamente proximas. Uma
hipétese que se levanta nesta situacdo é que ocorra entre essas populagdes
encontram-se outras populag¢des (principalmente em Santa Maria do Jetibd) e que
tenha ocorrido houve fluxo génico entre elas. A formagao de grupos pela analise do
STRUCTURE corroborou os resultados de agrupamento, sendo possivel identificar
dois grupos de populagdes.

De acordo com os dados, as populagcdes de PE Pedra Azul e Santa Teresa
sdo as mais estruturadas, e menores niveis de fluxo génico ocorrem entre elas
enquanto as populagdes de Macieira, luna, Ibitirama e PE Forno Grande apesar de

apresentarem de moderada a alta estrutura genética, estao sujeitas ao fluxo génico.
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7. CONCLUSOES

O marcador ISSR indicou altos niveis de polimorfismo interpopulacional e
intrapopulacional em Myrsine umbellata.

A maior variabilidade genética foi encontrada dentro das populagbes em
comparagao com a diversidade genética entre as populagdes. Os mecanismos de
polinizagao e dispersdao aparentam serem os principais componentes das historias-
de-vida que regulam a diversidade genética da espécie.

As populagdes estdo de moderada a altamente estruturadas e o fluxo génico
apresentado foi baixo. Isso possivelmente esta relacionado a distancia geografica
entre elas, indicativo de isolamento genético

Os dados encontrados indicam que estratégias de conservagao para
popula¢des de M. umbellata devem priorizar a amostragem intrapopulacional, dado
que estas sdo um reservatorio importante de recursos de germoplasma conservados

in situ.
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