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MARTINS, Liliana Aparecida Ribeiro, M.Sc., Universidade Federal do Espirito Santo,
fevereiro de 2016. Diversidade genética de Dorstenia elata L. (Moraceae) em um
remanescente de floresta atlantica. Orientadora: Dr2. Tais Cristina Bastos Soares.
Coorientadora: Dr2. Milene Miranda Praca Fontes.

RESUMO

Dorstenia € o segundo maior género da familia Moraceae, contendo espécies
endémicas com qualidades medicinais e interesse farmacéutico. No Brasil, estdo
distribuidas entre os diversos biomas, inclusive na Floresta Atlantica, e s&o
consideradas hotspot da biodiversidade (elevado nivel de biodiversidade,
endemismo e alto grau de degradacao). Contudo, devido a acdo humana, esta
floresta vem tendo sua estrutura modificada, causando a reducéo da densidade
entre as espécies, afetando o modo de reproducédo, polinizacao e distribuicdo do
fluxo génico entre e dentro de populacbes. Estes fatos podem levar a uma
diminuicdo da diversidade genética. Assim, o objetivo do presente trabalho foi
caracterizar a diversidade genética entre e dentro de popula¢gdes de Dosrtenia elata
em um remanescente de Floresta Atlantica no estado do Espirito Santo. Foram
coletados trés agregados de individuos de D. elata no Parque Estadual Mata das
Flores (Unidade de Conserva¢do), no municipio de Castelo. Para a caracterizacao
molecular, foram utilizados 12 primers ISSR (Inter Simple Sequence Repeats), onde
os dados obtidos foram analisados e submetidos a analises estatisticas referentes a
diversidade entre e dentro de populacBes. Para andlises intrapopulacionais, foi
calculada a matriz de distancia entre pares de individuos, realizada o calculo da
correlacdo cofenética e gerado um dendrograma de agrupamento das populacdes,
gue evidenciaram a formacao de dois grupos, o primeiro contendo a populacdo 1 e
2, e 0 segundo contendo a populacdo 3. Isto pode ter ocorrido em virtude da
distdncia geografica entre as populacbes amostradas. Para as analises
interpopulacionais, foi realizada a analise de variancia molecular, calculado o indice
de Shannon, a heterozigosidade total esperada e o fluxo génico. De acordo com 0s
resultados obtidos, a maior variabilidade genética foi observada dentro das
populacdes, e o fluxo génico foi alto tanto entre quanto dentro de populacdes,
indicando que ndo esta havendo perda de diversidade genética devido as barreiras
antropicas ou geograficas, e que o método de dispersdo tem grande influéncia na
distribuicdo da diversidade genética em populagdes de Dorstenia elata.

Palavras-chave: diversidade genética, Dorstenia, caiapia, ISSR.
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MARTINS, Liliana Aparecida Ribeiro, M.Sc., Federal University of Espirito Santo,
february 2016. Genetic diversity of Dorstenia elata L. (Moraceae) in a forest atlantic
remaining. Adviser: Dr2. Tais Cristina Bastos Soares. Coadvisers: Dr2. Milene
Miranda Praca Fontes.

ABSTRACT

Dorstenia is the second largest genus of the Moraceae family, containing endemic
species with medicinal qualities and pharmaceutical interest. In Brazil, they are
distributed among the various biomes, including in the Atlantic Forest, considered
hotspot biodiversity (high level of biodiversity, endemism and high degree of
degradation). However, due to human action, this forest has had its modified
structure, causing a reduction in density between species, affecting the playback
mode, pollination and distribution of gene flow between and within populations.
These facts can lead to a reduction of genetic diversity. The objective of this study
was to characterize the genetic diversity among and within populations Dosrtenia
elata in a remaining of Atlantic Forest in the state of Espirito Santo. Three aggregates
tin from individuals of D. elata were collected in the State Park Mata das Flores
(Conservation Unit) in the county Castelo. For molecular characterization, 12 ISSR
(Inter Simple Sequence Repeats) primers were used, where the data were analyzed
and submitted to analysis statistics for diversity among and within populations. For
intrapopulational analysis was calculated the distance matrix between pairs of
individuals, carried out the calculation of cophenetic correlation and generated a
cluster dendrogram populations, which showed the formation of two groups, the first
containing the populations 1 and 2 and the second containing the 3 population. This
may have occurred because of the geographical distance between the sampled
populations. For interpopulational analysis, was performed the analysis of molecular
variance, calculated the Shannon Index, the total expected heterozygosity and gene
flow. According to the results, the greatest genetic variability was sheltered within
populations, and gene flow was high both among and within populations, indicating
that it is there is no loss of genetic diversity due to anthropogenic or geographical
barriers, and that the method dispersion has great influence on the distribution of
genetic diversity in populations of Dorstenia elata.

Keywords: genetic diversity, Dorstenia, ISSR.
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1. INTRODUCAO

Moraceae € uma familia de angiospermas cosmopolita, distribuida em regifes
tropicais e subtropicais do mundo e sendo incomuns em climas temperados.
Apresenta aproximadamente 50 géneros e 1.500 espécies (Souza, Lorenzi 2005;
Balestrin et al., 2008). No Brasil € representada por 19 géneros e 203 espécies, 0s
quais exibem habitos arboricolas, arbustivos e herbaceos (Romaniuc-Neto et al.,
2016).

O género Dorstenia € o segundo maior desta familia, apresentando habitos
herbaceos e suas populacbes muitas vezes tendem a ocupar areas restritas com
nichos ecoldgicos favoraveis (Santos e Neto, 2012). O Brasil possui 39 espécies,
sendo a maioria endémicas (Romaniuc-Neto et al., 2016), diferindo das outras
pertencentes a familia Moraceae tanto pelas suas caracteristicas morfolégicas como
pela sua distribuicdo geografica (Misiewicz e Zerega, 2012).

As plantas deste género sdo popularmente conhecidas como caapia, caiapia,
carapia, contra-ervas ou figueiras terrestres (Carauta, 1978; Pio-corréa, 1984;
Araujo, 2008). Dados que apontem sobre a polinizacdo das espécies do género
Dorstenia sao escassos na literatura. Berg (2001) e Araujo (2008) relatam a visita de
pequenos insetos nas inflorescéncias, sugerindo entomofilia. A disperséo dos frutos
€ realizada de forma autocoérica, ou seja, os diasporos de Dorstenia sdo dispersos
pela gravidade, proximos aos seus genitores (Judd et al., 2002)

Os estudos cientificos deste género sao restritos e recentes, tendo como foco a
andlise fitoquimica (Abegaz et al., 2000; Dall’stella, 2008). Tais plantas apresentam
constituicdo quimica bastante variavel, sendo fonte de produtos naturais como
cumarinas, terpenos, esteroides, chalconas, flavonas e flavonoides (Santos et al.,
2011)

Muitas espécies do género Dorstenia tem valor medicinal significativo em
varios paises como na Etiopia, México, Panama, Tanzéania e inclusive no Brasil. Sao
utilizadas como remédio contra picada de cobra por conter terpendides, contra tosse
e bronquite, no tratamento de feridas e infecgbes gerais, infecgées oculares, gota, e
no Brasil comumente é utilizada para tratamento de dermatites, devido a presenca
de furanocumarinas (Abegaz et al., 2000).

O rizoma possui grande guantidade de metabdlitos secundarios e pode ser

utilizado como emético, diurético, tdnico, purgativo, vomitivo, para combate a
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diarreias cronicas, disenterias e também para acelerar a consolidacdo de fraturas
(Peckolt e Peckolt, 1888), ou na aromatizacdo de fumo para cachimbo (Mendonga e
Lins, 2000). Dessa forma, ocorre a retirada da planta inteira do meio ambiente,
levando a uma exploracéo irrestrita em larga escala, a fim de atender as demandas
das industrias farmacéuticas que vem sendo cada vez maior (Raomai et al., 2014).

No Brasil, estas espécies deste género estdo distribuidas entre os diversos
biomas, Floresta Amazbnica, Cerrado, Caatinga, Pantanal e Floresta Tropical
Atlantica, com a maioria ocorrendo em clima tropical, sendo estes locais
considerados hotspots da biodiversidade, devido ao seu alto grau de endemismo e
elevado nivel de biodiversidade, assim como altas taxas de degradacdo (Boeni e
Singer, 2014).

A Floresta Tropical Atlantica ocupa uma area de 1.110.182 Km2, que abrange a
fachada oriental do Brasil e grande parte da Bacia do Parana (Ribeiro et al., 2009)
sendo caracterizada por apresentar grande densidade, heterogeneidade e
diversidade (Morais et al., 2012). Esta floresta esta restrita a 10,5% do territério do
Espirito Santo, que originalmente contava com 100% de sua superficie coberta por
Mata Atlantica (Fundacdo SOS Mata Atlantica, 2011). Apresenta-se em fragmentos
florestais intercalados com ambiente urbano, o que facilita o acesso humano e
consequentemente favorece o aumento do desmatamento nestas areas (Fabhrig,
2003).

Esta acdo humana vem modificando a estrutura das florestas tropicais,
causando a reducdo da densidade entre espécies, e afetando a reproducdo, a
polinizacdo e a distribuicdo do fluxo génico entre e dentro das populacées, devido ao
aumento do grau de isolamento espacial (Sebben et al., 2011), formando entdo
fragmentos florestais.

A fragmentacéo florestal pode ser definida como um processo durante o qual
uma grande extensdo do habitat € transformada em uma série de pequenas
manchas isoladas uma das outras devido a presenca de barreiras tanto naturais,
como tipos de solo, formagbes rochosas e vegetais, ou antropicas como
hidrelétricas, estradas ou ocupacdes rurais e urbanas (Fahrig, 2003).

O processo de fragmentacao pode levar a uma perda de diversidade genética
devido a diminuicdo do tamanho das populacdes, (Viegas et al.,, 2011). Este
processo leva também a reducdo da variabilidade genética entre populacdes ou

espécies com o aumento do cruzamento entre individuos aparentados, o que

15



compromete a evolucdo natural das espécies e reduz a capacidade de adaptacéo
das mesmas as mudancas ambientais (Young e Boyle, 2000).

Estudos relacionados a diversidade genética em populacdes naturais avaliam e
quantificam a distribuicdo da variabilidade genética no tempo e no espaco. O
conhecimento desta distribuicdo entre populagbes naturais permite um melhor
entendimento de como a sele¢do esta atuando em funcdo da adaptabilidade, pois
guanto maior a variabilidade genética existente na populacédo, maior é a chance de
perpetuacdo da espécie (Estopa et al., 2006).

A variabilidade genética dentro de uma populacdo pode ser avaliada através do
namero e porcentagem de genes polimdrficos na populacdo; pelo nimero de alelos
de cada gene polimorfico e pela proporcdo de loci heterozigotos por individuo. Os
métodos proteicos e métodos moleculares mensuram a variacdo genética
diretamente, dando uma clara indicacao dos niveis de variacdo genética presente na
espécie ou na populacdo em estudo. Os marcadores moleculares sao utilizados para
destacar as diferencas da sequéncia nucleica entre diferentes individuos, que sao
ditas como polimorfismos. Essas diferencas podem ser insercdes, delecdes,
translocacdes, duplicacdes e mutacdes pontuais (Mondini et al., 2009).

Os marcadores moleculares permitem uma acurada e rapida identificacdo das
variedades, e se tornaram uma ferramenta eficiente para a caracterizacdo de
germoplasma de culturas e para o melhoramento (Preczenhak, 2013). Os
marcadores SSR (Simple Sequence Repeats), RAPD (Random Amplified Polymorfic
DNA), ISSR (Inter Simple Sequence Repeats) e AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorfism) sdo usados com grande frequéncia para andlise de fingerprinting e
caracterizacdo das variedades, assim como acessos de germoplasmas de culturas
de diferentes espécies, sendo que estes marcadores podem ser utilizados sem
informacé&o prévia do genoma da cultura que sera analisada (Maritano et al., 2010).

Marcadores moleculares ISSR s&o baseados na amplificagdo por PCR
(Polymerase Chain Reaction) de DNA, e tem sido amplamente utilizados para
estudos genéticos populacionais sobre varias espécies (Trindade et al., 2012). S&o
marcadores dominantes, logo nédo diferenciam os individuos heterozigotos dos
homozigotos dominante, no entanto, tem a vantagem de analisar locus multiplos em
uma unica reacao (Gouldo e Oliveira, 2001).

Estes marcadores consistem em motivos de repeticdo (microssatélites) que sao

abundantes e dispersos ao longo do genoma, possuem ampla reprodutibilidade,
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maior polimorfismo quando comparado a outros marcadores dominantes, como 0
RAPD, e sdo mais informativos. O comprimento dos primers de ISSR (15 a 30
nucleotideos) permite a utilizacdo de elevadas temperaturas de anelamento, o que
reflete em uma maior estabilidade no processo de amplificacdo e o custo das
andlises é relativamente baixo em comparacdo com outros marcadores tais como
RFLP, SSR e AFLPs (Wang et al., 2011).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Caracterizar a diversidade genética entre e dentro de populagdes de Dorstenia elata.
2.2 Objetivos especificos.

Conhecer o fluxo génico dentro da espécie.

Analisar a influéncia da distancia geografica no cruzamento entre individuos desta
espécie.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Area de estudo e material vegetal

O material vegetal utilizado neste estudo foi coletado no Parque Estadual de
Mata das Flores (PEMF Unidade de Conservacéo) que se localiza adjacente a area
urbana do Municipio de Castelo, Espirito Santo (35' 54" S e 41°10' 53" W) (figura 1).

Espirito Santo State
Municipality of Castelo

.

Figura 1 - Localizagdo do Parque Estadual Mata das Flores no municipio de Castelo - ES. Fonte:
MARTINS, G.G.K.

O PEMF possui area aproximada de 800 ha de floresta ombrdfila densa
montana e estacional semidecidual e foi criado em janeiro de 1992 pela Lei estadual
n°® 4617 (IEMA, 2013).

Foram realizadas excursdes a campo em busca de agregados de individuos de
Dorstenia elata (figura 2), de forma exploratéria, nas areas visualizadas na figura 3.
A espécie é rara e endémica, e possui um padrdo de distribuicdo espacial agregada,
sendo que cada agregado de individuos foi considerado neste trabalho como uma

subpopulacao da espécie.
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Figura 2 - Dorstenia elata. Fonte: Barreto, L. M.

Amostras de folhas de individuos saudaveis foram coletadas e armazenadas
em sacos de papel previamente identificados e contendo silica. As folhas foram
levadas ao Laboratério de Bioquimica e Biologia Molecular do Centro de Ciéncias
Agrarias da UFES, onde foram armazenadas para realizacdo das analises. Foram

avaliadas trés subpopulac¢des, totalizando 65 individuos (tabela 1).

= EJ?SGDO:Z?ILEG\OW \ GOOSIC earth

Data daslimagens: 6/7/2015 24 K 273932.88 m E 7719004.00 m'S' elev. 154 m altitude do ponto deivisao’ 2.14'Km

Figura 3 - Bloco florestal 1 - Parque Estadual Mata das Flores, Castelo - ES. Fonte: Google earth.
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Tabela 1 - Coordenadas geograficas e nuimero de individuos (n) das populacdes de D. elata
amostradas

Agregados Latitude Longitude N
SubPop 1 27°38'45.93"S 77°19'30.51"0 22
SubPop 2 27°41'05.84"S 77°19'14.57"0 21
SubPop 3 27°43'45.07"S 77° 18'89.54"0 21

3.2 Extracdo do DNA

A extracdo de DNA foi realizada de acordo com o protocolo proposto por Doyle
& Doyle (1990), com algumas modificacbes propostas pelo IAC (Instituto
Agronémico de Campinas).

Inicialmente cerca de 200mg de folhas foram maceradas na presenca de
nitrogénio liquido, e o po6 obtido foi transferido para microtubos de 2 mL previamente
identificados. Rapidamente foram acrescentados 700 pL de tampé&o de extragao
(tabela 2) e o tubo agitado em vortex, em seguida foram acrescentados mais 700 pL
de tampé&o, seguido de nova agitacdo para total homogeneizacdo. Posteriormente os
tubos foram incubados em banho-maria a 65°C por 40 minutos, sendo agitados a
cada 10 minutos.

Apods o término da incubacao, foi realizada uma centrifugacdo a 12000 rpm por
10 minutos, onde ocorreu a formacdo de duas fases, sendo o sobrenadante entédo
transferido para novos tubos de 2 mL e acrescentado 660 pL de cloroférmio:éalcool
isoamilico (24:1), em seguida os tubos foram agitados durante 5 minutos por meio
de inversdes manuais e foram novamente centrifugados a 12000 rpm por 12
minutos. Foi realizada uma nova transferéncia de sobrenadante para um tubo de 1,5
mL e feita uma adicdo de 600 pL de alcool isopropilico gelado.

Posteriormente foi realizada uma nova centrifugacéo por 15 minutos a 12000
rom. O precipitado formado foi lavado trés vezes com 500 pyL de etanol 70%. O
alcool foi descartado e o pellet deixado em temperatura ambiente por 15 minutos
para secagem. Por fim o DNA foi ressuspendido em TE+RNAase incubados a 37 °C.
A concentracao e qualidade foi estimada através de quantificagcdo em Nanodrop.

Tabela 2 - Componentes do tampdéo de extracdo com suas respectivas concentracdes de uso.

Reagente Concentragao
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NaCl 1,4 mol/L

Tris-HCI pH 8,0 100mmol/L
EDTApH 8,0 20mmol/L
PVP 1%
CTAB 2%
B-mercaptoetanol 0,2%
Agua mili-q -

3.3 Analise de ISSR

Um total de 25 primers ISSR foram utilizados. As reacbes de amplificacdo
foram realizadas em placas para PCR, tendo como volume final 20 uL por amostra,
contendo: 30 ng de DNA; 0,25 pymol/L de cada dNTP; 0,2 ymol/L de primer; 10
mmol/L Tris-HCI (pH 8,5); 2,4 mmol/L de MgClz; 0,2 U de Taq DNA polimerase. As
amplificagcdes foram realizadas em termociclador Applied Biosystems Veriti ™.

O programa utilizado para a amplificacdo dos fragmentos consistiu das
seguintes etapas: uma desnaturacdo a 94° C por 5 minutos, seguido de 35 ciclos de:
94°C por 45 segundos (desnaturacao), 52° C por 45 segundos (anelamento) e 72° C
por 90 segundos (extenséo), e ao final dos 35 ciclos, uma extenséo final a 72° C por
7 minutos, e resfriamento a 4 ° C.

Os produtos da amplificacéo foram separados por meio de eletroforese em gel
de agarose a uma concentracdo de 2,5% numa voltagem de 100 Volts por 4 horas.
Apés a separacdo dos fragmentos, o gel foi corado com brometo de etidio na
concentracdo de 0,25 pg/mL e em seguida exposto a luz ultravioleta e fotografado

em fotodocumentador Biorad® Gel Doc XR System.

3.4 Andlises estatisticas

As tabulagcdes dos dados moleculares foram feitas a partir das bandas
polimorficas detectadas nos geéis para cada espécie/populacdo. Os produtos
amplificados foram avaliados como presenca (1) ou auséncia (0) de bandas e entao
gerada uma matriz binaria. S6 foram considerados os fragmentos facilmente
identificados.

A partir dessa matriz foi gerado o coeficiente de Jaccard, que foi utilizado para
calcular a dissimilaridade genética entre os individuos. As meédias das

dissimilaridades genéticas foram utilizadas para a analise de agrupamento dos

22



individuos, pelo método UPGMA (Unweighted Pair-Group Method Average). A
correlagdo cofenética foi realizada para verificar a confiabilidade dos dados entre as
matrizes de dissimilaridade e os dados graficos de agrupamento. Todas as analises
acima foram realizadas utilizando o programa GENES (Cruz, 2013). Foi realizada
ainda a andlise de variancia molecular (AMOVA) (Excoffier et al., 1992) para
estimativa da variancia dentro e entre as popula¢des, com o auxilio do programa
Arlequin, versao 3.11.

O indice de diversidade de Shannon foi estimado através do programa
POPGENE versdo 1.32 (Young et al.,, 2000). Foram utilizados parametros para
dados diploides dominantes, onde a estatistica de variacdo genética para cada
populacdo foi calculada de acordo com Nei (1987). Tendo em vista a natureza
dominante dos dados, esse programa pressupde, para os calculos das estimativas
das frequéncias alélicas, que os locos estejam em Equilibrio de Hardy-Weinberg. Foi
realizada também a analise de diversidade genética em populacdes pelo método de
Nei (1987), estimada a heterozigosidade total (HT), diversidade genética média (HS)
e fluxo génico (Nm).

O agrupamento Bayesiano foi realizado utilizando o software Structure
(Pritchard et al., 2000). O programa foi executado para 10.000 interacdes, para
testar a subdivisdo populacional de k=1 para k=6, e assim, verificar qualquer
possivel subdivisdo. Vinte corridas foram realizadas para cada valor de k. O niumero
de grupos genéticos foi estimado pelo valor DK (Evanno et al., 2005), utilizando o

software Structure Harvester (Earl and vonHoldt, 2012).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Diversidade Intrapopulacional

Entre os 25 primers ISSR testados avaliar a diversidade genética em Dorstenia
elata (tabela 3), foram selecionados os 12 mais polimorficos. O nuamero de
fragmentos por iniciador variou entre 3 (UBC 811 — Pop 1) a 13 (UBC 808 — Pop 3),
mas, em média, foram obtidas 7,9 bandas. Os marcadores ISSR oferecem um
método rapido e confiavel para a geracdo de dados genéticos referente a

populacdes (Chen et al., 2014), e neste estudo, o niumero de bandas amplificadas

pelos 12 primers possibilitaram a obtencdo de 119 fragmentos amplificados.

Tabela 3 — Marcadores ISSR utilizados na amplificacdo de Dorstenia elata

Primers Sequéncia (5> 3’) Numero de fragmentos
polimorficos

Popl Pop 2 Pop 3
UBC 807 AGA GAG AGA GAG AGA GT 7 8 12
UBC 808 AGA GAG AGA GAG AGA GC 8 6 13
UBC 810 GAG AGA GAG AGA GAG AT 5 4 11
UBC 811 GAG AGA GAG AGA GAG AC 3 4 12
UBC 813 CTCTCTCTCTCT CTCTT 6 6 11
UBC 824 TCT CTC TCT CTC TCT CG 6 8 12
UBC 825 ACA CAC ACACACACACT 9 9 9
UBC 840 GAG AGA GAG AGA GAG AYT 7 6 8
UBC 842 AG AGA GAG AGA GAG AYT 4 6 9
UBC 845 CTCTCTCTCTCT CTC TRA 8 8 9
UBC 854 TCTCTCTCTCTCTCTCRG 7 7 9

Em estudos de melhoramento genético, quantificar o grau de dissimilaridade
entre linhagens, variedades ou espécies tem sido importante para deteccdo de
parentesco ou de acessos promissores para constituicdo de hibridos, assim como

para avaliacdo do fluxo génico ao longo do tempo. As medidas de dissimilaridade



tém sido propostas para verificar o grau de similaridade e a variagcdo genética entre
espécies ou populacdes, comparando pares de individuos e gerando uma matriz
capaz de proporcionar uma classificacdo das popula¢cdes estudadas (Cruz, 2011).

De acordo com o complemento aritmético de Jaccard na matriz de
dissimilaridade, os individuos 12 (Pop 1) X 52 (Pop 3) foram os mais divergentes
(CD = 0.86957) e os individuos 35 (Pop 2) X 36 (Pop 2) os mais préximos
(CD=0.07843).

Calculou-se também o Coeficiente de Correlacdo Cofenética, que fornece uma
correlacdo entre a matriz de dissimilaridade e o dendograma gerado. Esta
evidenciou uma associacao de 87,15% (CCC = 0,8715) entre as distancias obtidas
na matriz de dissimilaridade (complemento de Jaccard) e a matriz cofenética. O
valor encontrado foi satisfatério, visto que valores superiores a 0,56 refletem boa
concordancia entre as matrizes (Vaz Patto et al., 2004)

As bandas obtidas no presente estudo por meio dos marcadores ISSR também
foram utilizadas para a construcdo de um dendograma baseado no agrupamento
UPGMA, usando as distancias genéticas entre os pares de individuos (figura 4).
Este apresentou dois grupos, o primeiro contendo a populacdo 1 e 2 e 0 segundo
contendo a populagédo 3. O ponto de corte foi definido por meio do coeficiente de
Mojema (1977).

A quantidade de fragmentos polimérficos gerados pelos primers nesse estudo
pode ser considerada suficiente para a avaliacdo da diversidade genética na
espécie, uma vez que, de acordo com o coeficiente de correlacdo cofenética, existe
uma boa correlacao entre a matriz de dissimilaridade e o dendrograma gerado.

Com base na matriz de dissimilaridade e no dendograma gerado, foi possivel
inferir que as populacdes 1 e 2 apresentaram maior similaridade, o que indica maior
fluxo génico entre essas populagfes. J& os individuos mais distantes foram entre
representantes das populacdes 1 e 3, o que indica uma menor similaridade entre
elas, e consequentemente, um menor fluxo génico.

Estopa et al., (2006), ao estudar a diversidade genética em duas populacdes
naturais de candeia (Eremanthus erythopappus (DC.) MaclLeish) por meio de
marcador RAPD demonstraram que a distancia genética pode ser influenciada pela
distancia geografica, isto pode estar associado a distribuicdo dos individuos nas
areas, em virtude do modo de dispersédo. No presente estudo, a distancia geografica

influenciou no cruzamento dos individuos entre os agregados, sugerindo que, quanto
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mais proximas geograficamente as subpopulagbes estiverem, menor a distancia

genética entre elas (tabela 4).

Tabela 4 - Distancias geogréficas entre as subpopulacdes de Dorstenia elata

Populacdes Distancia

Pol X Pop 2 280 m
Pop 2 X Pop 3 334 m
Pop 1 X Pop 3 621 m
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Método de agrupamento : Ligagio Média Entre Grupo{UPGMA)
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Figura 4 — Dendograma obtido pelo método UPGMA baseado nas distancias genéticas expressas pelo coeficiente de Jaccard para trés populacdes de

Dorstenia elata. G1 = grupo 1 (chave vermelha); G2= Grupo 2 (chave azul).
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O indice de Shannon variou de 0,456 a 0,6931 entre as populacdes, com uma
média de 0,5106. De acordo com P&dua (2011), o valor do indice de Shannon varia
entre 0 e 1, considerando que, quanto maior o valor encontrado, maior sera a
diversidade. As populacbes amostradas em areas que podem ser mais afetadas
pela acdo antrépica (Pop 1 e 2), uma vez que se localizam em regides de facil
acesso, apresentaram valores de diversidade genética mais baixos, 0,3169 e
0,3466, respectivamente, quando comparadas a 3 populagdo, com indice de
Shannon de 0,4841.

4.2 Diversidade Interpopulacional

Por meio da AMOVA, foi realizada a particdo da variacdo genética em dois

niveis: dentro de populacées e entre populagbes (tabela 5).

Tabela 5 - Analise de variancia molecular entre as trés populacdes de Dorstenia elata

Componente de Estimativa %
variancia
Entre 10.4925 42.4748
Dentro 14.2104 57.5252
Total 24.7029 100
Estatistica ¢st 0.4247 42,47

O valor de diferenciacdo genética entre as populacdes ¢st foi 0,4247,
indicando alta diferenciacdo genética entre as populacbes. Logo, 57,52% da
variacao foi atribuida a diversidade dentro das populacdes, e o restante, 42,47%, a
diversidade entre populacbes. Estes resultados indicam que as populacdes em
estudo sédo mais divergentes dentro delas, e mais similares entre as mesmas.

Segundo Frankham et al., (2012), valores de ¢st maiores que 0,15 geralmente
indicam fragmentagcdo da populagdo, e quanto maior esse valor, menor é a
capacidade de dispersdo, aumentando a probabilidade destas populacdes se
tornarem endogamicas. O endocruzamento e a perda da diversidade genética séo
inevitaveis em pequenas populac¢des, pois em curto prazo, a reproducao é reduzida,

assim como a sobrevivéncia. Isto leva a consequéncias a longo prazo, podendo
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causar uma diminuicdo na capacidade de evolugdo em resposta a mudancas
ambientais.

A determinacédo da estrutura genética de uma populacéo depende de fatores
ecologicos e da dispersdo dos seus genes. O processo reprodutivo € um dos
responsaveis por manter um padrdo genético para as subsequentes geracdes,
enquanto a dispersdo do polén e sementes determinam os padrdes de dispersao
dos genes dentro e entre populacdes (Loveless e Hamrick, 1984).

Assim, a divergéncia entre as populacdes é reduzida com o aumento do fluxo
alélico, realizado via polen e, ou sementes. A polinizacdo de Dorstenia é
entomofilica, realizada principalmente por moscas ou vespas (Berg, 2001), e a
dispersdo dos diasporos € autocorica. Logo, este estudo sugere que a polinizacao
seja mais responsiva em detrimento da disperséo dos frutos de Dorstenia elata no
que se refere a variabilidade entre as populacdes naturais estudadas. Tem-se que a
polinizacdo seja o agente responsavel pela conexdo das populages, dado a
impossibilidade de dispersédo a longa distancia desses didsporos. Estes resultados
mostram a importancia da interligacdo dos fragmentos florestais, a fim de manter a
variabilidade genética da espécie.

A diversidade genética de Nei (1987) foi de 0.2467 (Gst=0.24) entre as
populacdes, podendo inferir que a variabilidade amostrada contribui com 14% para a
heterozigosidade total, sendo entdo 75% da variabilidade genética distribuida dentro
das populagbes. O dendrograma obtido através das similaridades genéticas é
apresentado na figura 5.
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Método de agrupamento — Ligagéo simples — Vizinho mais proximo
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Figura 5 — Andlise de agrupamento hierarquico pelo método de Ligacdo simples — Vizinho mais
préximo, com base nos dados obtidos por marcadores ISSR em Dorstenia elata.

Foi possivel evidenciar a separagdo dos individuos em dois grupos, um
contendo as subpopulacdes 1 e 2 e um segundo grupo contendo a subpopulagéo 3,
demonstrando que a distancia geogréfica pode estar influenciando na distribuicao
dos individuos na &rea de estudo.

Matematicamente, a estatistica € equivalente ao valor de ¢st, podendo ser
aplicada a diferentes niveis de classificacdo hierarquica, como populacdes dentro de
uma regido geografica ou subpopulacdes dentro de populacdes, como no presente
estudo. Apesar da diferenca de valores encontrados nas duas andlises, ambas
mostram que a maior parte da variabilidade genética est4 concentrada dentro das
subpopulacdes.

Segundo Wright (1951), valores de ¢st que correspondem ao Gsr, de 0,00 a 0,5
indicam baixa diferenciacdo genética, valores de 0,05 a 0,15 indicam diferenciacéo
genética média e valores acima de 0,15 indicam alta diferenciacdo genética. Os
valores de diferenciacdo genética encontrados no presente trabalho podendo ser
considerados altos suficientes para inferir a ocorréncia de diferenciacdo entre
populacoes.

O fluxo génico estimado entre as popula¢cdes de Dorstenia elata foi de 1,5271,
avaliado como um baixo fluxo génico. Quando o fluxo génico entre populacdes ou
subpopulacdes excede quatro migrantes por geragéo, ocorre a homogeneizacao dos
alelos entre as mesmas, funcionando entdo como populacdes panmiticas. Os
resultados do presente trabalho mostram que o fluxo génico nao foi suficiente para
contrapor os efeitos da deriva genética, podendo este fato estar relacionado ao
isolamento das subpopulagdes devido a fragmentacao florestal.

A divergéncia genética obtida através das estimativas de Gsr para as

subpopulacdes de Dorstenia elata sugerem a existéncia de deriva genética
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significativa, uma vez que o valor encontrado foi superior ao encontrado em
espécies com sistema reprodutivo alogamico (11,8%) (Loveless e Hamrick, 1987).
Este fato pode ter ocorrido devido as baixas taxas de fluxo génico entre as
subpopulacdes. Logo, estas podem se enquadrar na situacdo em que a deriva
genética sobrepuja os efeitos do fluxo génico.

A particdo da variacdo genética das populagdes foi verificada por agrupamento
dos individuos em grupos bayesianos. As marcacdes genéticas encontradas
definiram o ndmero correto de grupos, baseando na taxa de mudanca no Ln(k),
estatistica AK, indicando uma convergéncia para 2 grupos bayesianos (K=2) (figura
5). As caracteristicas genéticas obtidas com o marcador molecular ISSR
apresentaram 0s 2 grupos genéticos compartilhados basicamente na mesma
propor¢cdo para os trés agregados, apenas na populacdo 3, um dos grupos teve
maior representatividade. Porém ndo houve formacao de um grupo especifico para

cada localidade (figura 6)
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Figura 6 — Gréfico de barras mostrando os dois grupos genéticos identificados pela andlise (k=2).
Grupo 1 — vermelho; Grupo 2 — Verde. Os ndmeros 1, 2 e 3 correspondem aos agregados de
individuos coletados.

Os resultados obtidos com esta analise estdo em conformidade com a analise
de dissimilaridade genética baseada no método UPGMA e na distancia genética de
Nei, baseada no método de ligacao simples.

De acordo com Zanella et al., (2012), a combinacéo da distribuicdo espacial
dos individuos e o sistema de reproducdo, podem influenciar os niveis de
diversidade, a homogeneizagdo das populagfes, e consequentemente, aumentar a
divergéncia entre eles.

A maior dissimilaridade foi encontrada entre os individuos dos agregados 1 e
2 com o terceiro agregado, concordando com a analise de agrupamento e a particao

da variacdo genética em grupos, sendo também os que tem uma maior distancia
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fisica, indicando uma maior diferenciacdo genética entre as subpopulacdes 1 e 2
com a terceira subpopulagao.

No geral, os resultados obtidos sugerem distincdo alta entre as trés
populacdes, uma vez que a diferenciacdo genética entre as populacdes indicadas
por ¢st, foi de foi 0,4247, portanto, pode ser considerado um estado de isolamento
total entre estes. Souza et al., (2004) estudando a estrutura genética em populacdes
fragmentadas de Chorisia speciosa, detectou uma elevada quantidade de
divergéncia genética entre populacdes e concluiu que esta deve ser ligada ao
processo fragmentacdo seguido por desvio genético, o que significa que as
populacdes sao isoladas em fragmentos.
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4 CONCLUSOES

Existe diversidade genética entre e dentro das populacées de Dorstenia elata
estudadas, sendo a maior variabilidade genética abrigada dentro das populacdes,
indicando que estas sdo um reservatorio de recursos genéticos conservados in situ.

As populagcdes amostradas com menor distancia geografica entre elas (Subpop
1 e 2) mostraram-se mais divergentes, quando comparadas a 3 populacéao estudada,
amostrada a uma maior distancia.

O marcador ISSR demonstrou ser adequado na analise da diversidade
genética de Dorstenia elata, identificando altos niveis de polimorfismo inter e
intrapopulacional.

O fluxo génico dentro das popula¢cBes esta presente, contribuindo entéo para a
manutenc¢ao da variabilidade e para a manutencao da espécie em seu habitat.
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