Marcia Patricia Hoeltgebaum
%
.

CARACTERIZACAO D# A
. DE Varronia curassa ic: g acq (BORAGINACEAE) EM
- AMBIENTE DE RE ,,' INGA DE SANTA CATARINA

Tes apresentada a0 Programa de Pos-
,dra uagdo en;_Recursos“G'(?ﬁé’ncos
V ge /aJ&“D’épartamento de Fitotecnia,
ntro de Ciéncias Agrarias da
niver5|dade \Federal de Santa

Florianépolis, SC
2017



Ficha de xentficagdo da obra elaborada pelo autor,
alraves do Programa de Geragdo Aulomatca da Biblicteca Universitana da UFSC

Hoeltgebaum, Marcis Patricla

Caracterizagio da autcecologia de populagles de Varronia
guraseavica Jacq., {(Boraginaceas! ewm anbjiente de restinga
de Banta Catarima / Marcla Patricia Hoeltgebaum
orientadar, Mauricio Sedrwz dow Reis - Ploriandpeolis, &,
o,

210 p.

Toae (doutorado) - Unilversidade Yedetal de Zanta
Catarina. Centro de Cilncias Agririas. Programa de Pos
Cradualic en Becursos Censticos Vegetals,

Inolul referdnciss

1. Recursos Depéticoe Vegetals. 2. biolegis
teproduciva, 1, sonservagdo in situ. 4, demografia . 9.
diversidade ¢ estrutura genética, I. Reis, Mauricic Fedres
dok. II. Unlversidads Pederal 4 Zanta Catarina. Prograna
de Pla-Graduache ee Hecursos Geasdtlccs Vegetals. 111, Ticulo.




Caracterizagdo da autoecologia de populagdes
de Varronia curassavica Jacq. (Boraginaceae)
em ambiente de restinga de Santa Catarina

por
Marcia Patricia Hoeltgebaum
Tese julgada e aprovada em 06/02/2017, em sua forma final, pelo
Orientador @ membros da Banca Examinadora, pars obtengso do

titulo de Doutora em Ciéncias. Area de Concentragio Recursos

Genéticos Vegetais, no Programa de Poés-Graduagio em
Recursos Genéticos Vegetais, CCA/UFSC,

Banca Examinadora:

Prof. Dr\Nt:dgfu % (Prosidents - CCAIUFSC)

Prof, Dr. Lin Chau Tlng (Externo - UNESP/Botucatu)

Y dlsa

Dr. Mario 7ngep Vigor r/z&o- EPAGRISC)
4/l

Prof. D, Neu m{{y‘uo ~CCB/UFSC)
Prof, Dr. Paulo E‘ 1o (Coordenadar do Programa)

Florlandpolis, feversiro de 2017






AT )

Para aqueles que me ensinaram a
amar a vida e ver nela um sentido
maior que o infinito. A minha familia,

Dedico






AGRADECIMENTOS

Tantas foram as maos que contribuiram para realizagdo deste
trabalho. Tantas foram as pessoas que se fizeram presentes tornando
meus dias melhores e mais leves nesta trajetdrial A todos minha
gratiddo! Especialmene gostaria de agradecer:

A minha tdo amada e especial familia. Aos meus pais Maria
Helarita e Ingo, ¢ a minha “erm3” Michelle pela presenga constante,
carinho e apoio incondicional em todos 0s momentos. Ao meu marido e
companheiro Marcelo, pelo seu amor e cuidado, forga e equilibrio.

Ao meu orientador Prof. Dr. Mauricio Sedrez dos Reis pelas
horas investidas na minha formacéo, pelos incentivos, ensinamentos de
vida, e, sobretudo amizade! Por me fazer perceber que comecar tudo de
novo e mais outra vez pode ser ainda mais enriquecedor que se assim
ndo o fosse.

Aos membros da banca examinadora Dr. Walter Steenbock, Prof.
Dr. Miguel Pedro Guerra, Prof. Dr. Afonso Indcio Orth, Profa. Tania
Tarabini Castellani, Dr. Mario Vidor, Profa. Dra. Neusa Steiner e Prof.
Dr. Lin Chau Ming pelas importantes contribui¢cbes que agregaram a
este trabalho.

Ao Prof. César Assis Butignol (UFSC) pelo auxilio na
identificacdo dos insetos, ao Dr. André Victor Lucci Freitas
(UNICAMP) pelo auxilio na identificacdo de lepiddpteros, ao Dr. Vitor
Queiroz (USP) e ao Carlos Zimmermann (FURB) pelo auxilio na
identificacdo de aves. A Dra. Camila Zanella, imensamente atenciosa,
pela orientacdo com os programas e inputs das analises genéticas.

Ao Programa de Pés Graduacdo em Recursos Genéticos da
UFSC, professores, funcionarios (especialmente a Bernadete Ribas) e
aos amigos de turma Tassiane, Lilian, Rosenilda, Daniela, Daniel,
Rafael, Inés, Vanessa, Fabiana, Kely, pelo convivio e trocas.

Aos amigos do Ndcleo de Pesquisas em Florestas Tropicais
(NPFT), pela partilha, amizade, parceira e imensuravel ajuda em cada
uma das etapas desta caminhada. Foram tantos os campos, analises,
discussoes e reflexdes sobre os “coisaploides”! Obrigada infinitamente
Andréa Gabriela Mattos, Alison Paulo Bernardi, Caroline Cristofolini,
Glauco Schiissler, Juliano Zago, Miguel Busarello Lauterjung, Newton
Costa, Rafael Candido Ribeiro, Samantha Filippon, Tiago Montagna,
Victor Hugo Buzzi, Willian Vieira. Ao Alex Zechini, pela luz nas
estatisticas circulares. Cada um de vocés, com suas singularidades foram
especialmente importantes para mim.



Ao Laboratério de Fisiologia do Desenvolvimento e Genética
Vegetal (LFDGV) pelo suporte oferecido. Aos amigos do laboratorio,
ndo sé pelo convivio e amizade, mas, sobretudo, pelo tempo
disponibilizado e por me ensinarem tanto! Especialmente ao Gustavo,
Juan, Denise, Vinicius, Daniel, Ramon, Lido, Fernando, Luciano, Lilian,
Mércia Denise, Daniela, Josiane.

As minhas amigas Ana Paula Lando e Diana Marcela Morales
Londofio pelo companheirismo e amizade, por enfrentarem a restinga
sob o sol escaldante, chuvas e trovdes, nos feriados e nas madrugadas.
Eu adorava ouvi-las dizer “eu quero ir junto”! Pelas muitas risadas e
partilhas de vida, por tudo que me ensinaram sobre amizade verdadeira.

Ao José Bran por participar as coletas de final de semana e as
graduandas Raphaela Woodroffe e Eduarda Rampinelli, pelas tantas
ajudas em campo e no laboratério.

Aos amigos Cristina Freygang, Arnaldo Ferreira, Fernando
Rocha que, mesmo de longe, acompanharam essa caminhada e em
tantos momentos deram boas sugestdes ao trabalho.

Aos amigos da FAPESC, minha casa por tantos anos! Nao posso
nomear todos, pois sdo muitos! Como uma familia, sempre na torcida
para que tudo desse certo, me acompanharam, apoiaram e incentivaram.
Agradecgo especialmente ao Prof. Diomario Queiroz, Prof. Sergio Luiz
Gargioni, Prof. César Zucco e ao Dr. Mario Vidor.

Ao Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade -
ICMBIo e a Fundagdo Municipal do Meio Ambiente de Florianépolis -
FLORAM, por autorizar a realizago da pesquisa, coleta e transporte de
material boténico.

A Empresa de Pesquisa Agropecudria e Extensdo Rural de Santa
Catarina - EPAGRI por ceder os dados climatologicos e a COMCAP por
fornecer suporte e seguranca local.

A Aché Laboratérios Farmacéuticos e Biosintética pelo
atendimento e por ceder informagdes de mercado.

Pelo apoio financeiro, agradeco ao Conselho Nacional de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPq) pela bolsa de estudo
e a Fundacdo de Amparo a Pesquisa e Inovacdo do Estado de Santa
Catarina pelo fomento & pesquisa (recursos PRONEX, Inventario
Floristico Florestal de Santa Catarina).



“Fazemos parte de algo maior, onde tudo é
importante at¢ a menor forma de vida.
Nés somos o planeta vivo, Sofia!l Somos um
grande barco que navega a volta de um sol
ardente no universo. Mas cada um de nés também
€ um barco em si mesmo, que atravessa a vida
carregando genes. Quando levarmos a carga até
ao porto seguinte, ndo teremos vivido em vao”.
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RESUMO

A erva-baleeira (Varronia curassavica Jacg.) € uma espécie
subarbustiva de relevante importancia medicinal, comumente
encontrada nas restingas do litoral brasileiro, cujas areas vém sofrendo
um processo histérico de pressao antropica resultando em degradacéo e
reducdo expressiva de suas areas. Este trabalho teve como objetivo
caracterizar a autoecologia de popula¢des de V. curassavica em areas de
restinga, visando conhecer aspectos da sua dindmica populacional,
fenologia, biologia reprodutiva e da organizacdo da diversidade
genética, e assim contribuir com informagbes para fundamentar
estratégias de conservagdo e uso sustentavel para a espécie. Para tanto
foram caracterizadas a estrutura e a dindmica populacional ao longo de
trés anos, e avaliados o padrdo de distribuicdo espacial e de genotipos da
espécie e como estes estdo relacionados com a restinga. A fenologia
vegetativa e reprodutiva, e herbivoria foliar foram acompanhadas por
dois anos, e verificada a existéncia de correlacdo dos eventos
fenoldgicos com varidveis climaticas. Além disso, foram analisados
aspectos da biologia floral e reprodutiva, estimada a taxa de cruzamento
e caracterizada a diversidade e estrutura genética intra e
interpopulacional de quatro populacdes da espécie empregando
marcadores microssatélites. A populacdo avaliada demonstrou taxa de
incremento positiva, equilibrio regenerativo e baixa mortalidade de
plantulas. A espécie apresenta padrdo agregado de dispersdo e responde
com diferencas demogréficas e genéticas a heterogeneidade ambiental.
Zonas de baixada seca sdo as areas de ocorréncia preferencial, com
maior nimero de ingresso, alelos raros e exclusivos. Os indices de
fixacdo foram distintos entre ambientes dentro da populacdo estudada,
evidenciando uma tendéncia a cruzamentos locais preferencias. Nao foi
registrada estrutura genética espacial para a populacdo avaliada.
Varronia curassavica apresentou produgéo continua de folhas ao longo
de todo ano, com abscisdo foliar pouco sincrénica e em baixa
intensidade. A floracdo e frutificacdo continuada demonstram que o
clima parece ser pouco restritivo para a fenologia reprodutiva da
espécie, contudo, picos distintos de intensidade foram registrados em
periodos com aumento de temperatura e fotoperiodo. Frutos maduros
foram amostrados em baixa intensidade, o que pode refletir um elevado
ntmero de abortos. A herbivoria ndo influenciou nas fenofases. A antese
é diurna e a duracdo das flores € inferior a um dia. O elevado nimero de
aborto de flores e frutos pode estar relacionado aos mecanismos de
autoincompatibilidade (heterostilia e protoginia) registrados para a



espécie. Os visitantes florais foram diversos, caracterizando uma
sindrome de polinizagdo generalista. Diptera, Hymenoptera e
Lepidoptera foram as ordens de visitantes com maior riqueza de
espécies e maior frequéncia. Os frutos foram dispersos
predominantemente por passaros e por formigas. Os estudos de genética
demonstraram que a espécie € autotetrapléide, tipicamente alégama (t, =
0,98), com alta variabilidade genética (Hgz = 0,713), divergéncia
interpopulacional baixa (Gst = 0,048), e indices de fixacdo ndo
significativos, evidenciando auséncia ou efeitos reduzidos de endogamia
e deriva genética nas situagfes estudadas. O fluxo génico foi elevado
(Np = 4,87) e contribui para amenizar os efeitos de estruturacdo entre as
populacdes. Todas as areas avaliadas apresentaram potencial de
conservagdo em longo prazo das populagbes de V. curassavica.
Contudo, a crescente pressdo antropica em torno destas tem reduzido
consideravelmente as restingas do Estado. Um maior rigor na protecéo
legal faz-se necessario para viabilizar a manutengdo da biodiversidade
existente. A integracdo dos estudos sobre os diferentes aspectos da
autoecologia de V. curassavica permitiu compreender de maneira mais
abrangente os processos aos quais as populacfes estdo submetidas em
seus ambientes de ocorréncia e também identificar questdes pertinentes
a conservacdo da espécie e de sua importancia dentro do contexto da
restinga.

Palavras-chave: biologia reprodutiva, conservacéo in situ, demografia,
diversidade e estrutura genética, fenologia, Mata Atlantica, planta
medicinal.



ABSTRACT

The “erva-baleeira” (Varronia curassavica Jacg.) is a shrubby species of
medical relevance, commonly found in the restingas of the Brazilian
coast, whose areas have undergone a historical process of anthropic
pressure resulting in degradation and expressive reduction of their areas.
This work aimed to characterize the autoecology of V. curassavica
populations in restinga areas, aiming to know aspects of their population
dynamics, phenology, reproductive biology and the organization of
genetic diversity, and thus to contribute with information to support
conservation and use strategies for the species. For this purpose, the
population structure and dynamics were characterized over three years,
and the spatial distribution pattern and genotypes of the species were
evaluated, and how they are related to the restinga. The vegetative and
reproductive phenology, and foliar herbivory were evaluated for two
years, and the existence of a correlation of phenological events with
climatic variables was verified. Furthermore, aspects of floral and
reproductive biology were analyzed, the crossing rate was estimated and
the intra and interpopulational diversity and genetic structure of four
populations of the species was estimated, using microsatellite markers.
The evaluated population has a positive increase rate, regenerative
equilibrium and low seedling mortality. The species presents an
aggregate spatial pattern and responds with demographic and genetic
differences to environmental heterogeneity. Dry lowland zones are the
areas of preferential occurrence, with more regeneration, rare and
private alleles. The indices of fixation were distinct between the
environments within the population studied, evidencing a tendency to
local preferential crossings. No spatial genetic structure was found for
the population evaluated. Varronia curassavica presented continuous
leaf production throughout the year, with low leaf fall synchronization
and intensity. The continuous flowering and fruiting demonstrate that
the climate is not restrictive for the reproductive phenology of the
species, however, distinct peaks of intensity were recorded in periods
with increased temperature and photoperiod. Ripe fruits were sampled
with low intensity, which may reflect a high number of abortions.
Herbivory did not influence the phenophases. Anthesis is diurnal, and
flowers last less than a day. The high number of flower and fruit
abortions might be related to the mechanisms of self-incompatibility
(heterostyly and protogyny) registered to the species. The high diversity
of floral visitors indicates a generalist pollination syndrome. Diptera,
Hymenoptera and Lepidoptera were the orders of visitors with greater



richness of species and higher frequency. The fruits were predominantly
dispersed by birds and ants. The genetic part of this study showed that
the species is autotetraploid, typically outcrossing (t., = 0,98), with high
genetic variability (Hg = 0.713), low interpopulation divergence (Gst =
0.048), and no significant fixation indices, indicating reduced or the
absence of inbreeding and genetic drift in the study area. Gene flow was
high (Nm = 4.87) and contributes to mitigate the effects of structure
among populations. All the studied areas have the potential to ensure
conservation of the species in the long term. However, increasing
anthropogenic pressure around them has reduced the restingas of the
State considerably. A greater rigor in legal protection is necessary to
enable the maintenance of existing biodiversity. The integration of the
studies on the different aspects of the autoecology of V. curassavica
allowed to understand, in a more comprehensive way, the processes to
which the populations are submitted in their environments of
occurrence, also to identify questions pertinent to the conservation of the
species and its importance within the restinga context.

Keywords: reproductive biology, in situ conservation, demography,
genetic diversity, phenology, Atlantic Forest, medicinal plant.
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1. INTRODUGAO E JUSTIFICATIVA

O Brasil é detentor da maior diversidade biologica do planeta
(MMA, 2011) distribuida, em grande parte, nas florestas tropicais. O
bioma Mata Atlantica € uma das mais importantes areas de floresta
tropical e é considerada um dos hotspots mundiais de diversidade
(Myers et al., 2000; Mittermeier et al., 2005), sendo portanto, prioritaria
a conservacdo (Conservation International do Brazil, 2000). A ampla
exploracdo que tem ocorrido desde o século XV reduziu severamente
suas areas originais de distribuicdo, acelerando o processo de extingdo
de varias espécies a ela associadas (Franke et al., 2005; Lagos & Muller,
2007; Ribeiro et al., 2009).

Este bioma compreende um conjunto de formacdes florestais e
ecossistemas associados, que incluem a Floresta Ombréfila Densa,
Floresta Ombrofila Mista, Floresta Ombréfila Aberta, Floresta
Estacional Decidual e Semidecidual, os manguezais, as restingas, 0s
campos de altitude, brejos e encraves florestais interioranos no Nordeste
(Brasil, 2006). Originalmente, a Mata Atlantica ocupava grande parte do
litoral brasileiro, estendendo-se do Rio Grande do Norte ao Rio Grande
do Sul, englobando uma area de aproximadamente 1,3 milhdes de km?
(Martins et al., 2009). Atualmente restam apenas cerca de 13% dos seus
remanescentes, em sua grande maioria na forma de fragmentos com
formacdes florestais secundarias (Ribeiro et al., 2009).

Dentre seus ecossistemas, as restingas se destacam pela sua
importancia e complexa diversidade de habitats, o que lhes conferem
ndo s6 grande relevancia, mas também fragilidade e extrema
susceptibilidade aos efeitos da pressdo antrépica (Falkenberg, 1999).
Devido a proximidade com a costa litordnea, esses ambientes vém
sofrendo processo continuado de degradacdo de suas caracteristicas
naturais desde a colonizacdo europeia (Barcelos et al., 2012). Apesar de
as restingas serem legalmente protegidas (Brasil, 2002; 2012), o
aumento da atividade humana ao longo da zona costeira tem acarretado
em continua degradacdo dos seus componentes bioldgicos e
paisagisticos (Santos & Medeiros, 2003). Tal cenario tem-se acentuado
pelos processos de urbanizacgdo, refletindo em progressiva destruicéo e
fragmentacdo deste ecossistema (Rocha et al., 2007), reduzido em mais
de 90% da sua &rea original (SOS Mata Atlantica, 1998). Alia-se a isso,
a baixa capacidade de resiliéncia das restingas, no que concerne a
habilidade de regeneragdo da vegetacdo local, quando ocorrem acdes
gue degradam o ambiente (Pimentel & Silva, 2011).
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Tendo em vista a importancia ecoldgica das areas de restinga e o
risco gerado pela pressdo antropica, e outros fatores que podem acarretar
em perda de diversidade e em alteracdes na dindmica dos processos
ambientais (Barcelos et al., 2012), estudos voltados a espécies que
ocorrem neste ecossitema podem contribuir, ndo s6 para o conhecimento
de suas populagbes vegetais, mas também podem fornecer subsidios
para ampliar a compreensdo das relagdes bidticas, e do reflexo dos
impactos antrdpicos na sua conservacao.

Dentre as espécies vegetais caracteristicas da restinga, encontra-
se Varronia curassavica Jacq. (Boraginaceae), uma planta subarbustiva
que ocorre em praticamente todo o litoral brasileiro (Smith, 1970).

A espécie apresenta importancia com uso medicinal, sendo
utilizada popularmente por suas propriedades anti-inflamatoria,
analgésica e cicatrizante (Lorenzi & Matos, 2008). Além do uso
popular, ha por parte da indUstria farmacéutica, um crescente interesse
na obtencdo de folhas da espécie para ser utilizada como matéria-prima
na fabricacdo de medicamentos (Montanari Junior, 2011).

Sua eficacia é reconhecida pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) e esta incluida no Formulario de Fitoterapicos da
Farmacopéia Brasileira e na lista da Relacdo Nacional de Plantas
Medicinais de Interesse ao SUS - RENISUS (Brasil, 2011; Brasil,
2014).

A utilizagdo de substancias naturais provenientes de plantas para
o controle de doencas vem sendo praticada ao longo de séculos, e um
aumento pela busca de fitofarmacos, tanto como medicina alternativa ou
complementar tem sido observado nos Gltimos anos (Thirupathi et al.,
2008). Atualmente, estima-se que ao menos 25% dos farmacos
disponiveis na terapéutica moderna provém diretamente ou
indiretamente de plantas medicinais, especialmente por meio da
aplicacdo de tecnologias relacionadas ao conhecimento tradicional
(Rodrigues & Amaral, 2012).

Contudo, a transformacdo de plantas em medicamentos depara-se
com a dificuldade de obtencdo de matéria-prima para a producéo dos
fitoterdpicos, sendo o extrativismo a principal forma de obtencdo de
plantas medicinais, em praticamente todas as formacgfes vegetais
brasileiras (Scheffer et al., 1999; Barata, 2005; Lapa, 2006).

Estudos realizados na Mata Altantica com produtos florestais néo
madeireiros evidenciam a importancia do extrativismo para diferentes
comunidades e também apresentam possibilidades de conservacao pelo
uso (vide Steenbock & Reis 2013; Mariot et al. 2014; Mattos 2015).
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Entretando, apesar de o extrativismo possibilitar obtencdo de
renda para muitas comunidades, por meio da comercializacdo da
matéria-prima, a pressdo econdmica pode tornar este processo
predatério na maior parte das situacdes (Reis & Siminski, 2011),
implicando em reducdo expressiva das populacfes naturais das espéecies
exploradas ou provocando perda de variabilidade genética (Sebbenn et
al., 2008; Ratnam et al., 2014). Tal pratica, aliada a fragilidade e
degradacdo dos seus habitats pode resultar no comprometimento das
populacdes no seu ambiente de ocorréncia (Reis, 1996).

Portanto, tendo em vista a utilizacdo destas espécies pelo homem,
aliada a necessidade de manutencdo do equilibrio dos ecossistemas
naturais, o estabelecimento de linhas de acdo voltadas para tecnologias
de manejo ou cultivo tornam-se imprescindiveis (Reis, 1996; Mariot &
Reis, 2006; Mariot et al., 2014a).

Neste sentido, estudos que busquem a integracdo dos aspectos da
autoecologia e da caracterizacdo genética das populacdes vegetais
devem ser considerados prioritarios, para que se possa ampliar o
conhecimento e subsidiar a utilizacdo sustentivel das espécies e criar
novas oportunidades de uso, sem comprometer a conservacao in situ das
populacgdes naturais e do ecossistema onde se desenvolvem.

A caracterizagdo genética e demografia de populagdes sdo
necessarias para se analisar a estrutura e a estabilidade populacional de
uma espécie (Connell et al., 1984; Diaz & Oyama, 2007; Martins,
1987). A literatura aponta ainda sobre a importancia de integrar a
caracterizacdo da estrutura genética com estudos de ecologia da
polinizacéo e da dispersdo de diasporos (Nason & Hamrick, 1997).

O conhecimento sobre a genética de populagdes tem como um
dos seus principais objetivos a descricdo da variabilidade genética
existente (Moura, 2005). Esta variacdo é condicdo fundamental para que
haja evolucdo, uma vez que a selecdo natural atua entre as diferencas
gue ocorrem dentro das populagdes em funcdo da adaptacdo ao ambiente
(Torggler et al., 1995). Aliado aos aspectos genéticos, o tamanho efetivo
populacional (Ne) é um parametro que tem sido empregado para estimar
0 numero minimo de individuos requerido para sustentacdo de uma
populagdo (Eguiarte et al., 1993; Reis, 1996). E um parametro
importante para avaliar o impacto da deriva sobre a manutencdo da
diversidade e a estrutura genética de populagdes ao longo das geragoes
(Moraes et al., 1999; Kliman et al, 2008; Gasca-Pineda et al., 2013).

Adicionalmente, o conhecimento sobre o sistema reprodutivo tem
se mostrado de grande importancia para o entendimento de padrdes de
fluxo génico e a diferenciacdo genética de populacdes (O’Malley et al.,
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1988; Bawa, 1992). Considerando que V. curassavica € polinizada e
dispersa por animais (Opler et al., 1975), o estudo sobre aspectos da
biologia floral é necessario, uma vez que esses vetores interferem sobre
a estrutura demografica e genética das mesmas (Reis, 1996; Tarazi,
2009).

Para uma melhor compreensdo das interagbes planta-animal
estudos fenoldgicos tornaram-se fundamentais, tendo em vista que os
padrdes de brotacdo, floracdo e frutificacdo influenciam nas populagdes
de herbivoros, polinizadores, agentes dispersores e predadores. O
registro desses padrdes é condicdo primdaria para 0 SucessoO no Uso
sustentdvel dos recursos genéticos e para a conservagdo dos
ecossistemas (Bawa & Ng, 1990). O conhecimento fenoldgico também é
essencial para o entendimento dos fatores que influenciam na
reproducdo e na sobrevivéncia das plantas, e contribui tanto para o
entendimento da dindmica quanto da estruturagdo das comunidades
vegetais (Morellato et al., 2000; 2010a).

Apesar da importancia da espécie e do ecossistema no qual ela
estd inserida, muito pouco se conhece ainda sobre a autoecologia e a
diversidade genética de V. curassavica. Até o presente momento, a
maioria dos estudos encontrados estd direcionada ao seu potencial
medicinal, focado nos aspectos fitoquimicos e farmacolégicos (Velde et
al., 1982; Basile et al., 1989; Lins et al., 1990; Sertié et al., 1991;
Carvalho Jr. et al., 2004; Fernandes et al., 2007; Passos et al., 2007).

Diante deste cenario, que envolve um habitat fortemente
ameagado, 0 uso e auséncia de estudos, este trabalho teve como objetivo
caracterizar a autoecologia de populacdes de V. curassavica em areas de
restinga, visando conhecer aspectos da sua dindmica populacional,
fenologia, biologia reprodutiva e da organizacdo da diversidade
genética, e assim contribuir com informacGes para fundamentar
estratégias de conservacao e uso sustentavel para a espécie.

1.1. ESTRUTURA DA TESE

A tese estaré organizada em cinco capitulos. Antecedendo a estes,
a introducdo a tematica buscou contextualizar o trabalho, apresentando a
problemética e justificativa do estudo, bem como seus objetivos e
hipoteses. Na sequéncia é apresentada uma abordagem tedrica sobre a
restinga, caracteristicas da espécie e das areas de estudo.
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O primeiro capitulo trata de aspectos da dindmica populacional
de V. curassavica, bem como da identificacdo da distribuicdo espacial
dos seus individuos e genotipos. As avaliagbes foram conduzidas ao
longo de trés anos, para uma populacdo. As informacdes aqui geradas
contribuiram para um diagndéstico populacional referente a estabilidade e
capacidade de colonizagdo no ambiente, e para identificacdo do padréo
de distribuicdo espacial da espécie e sua relagdo com fatores abidticos,
enfatizando a heterogeneidade ambiental na restinga como elemento
chave na distribuicdo da espécie. Além disso, a caracterizacdo da
estrutura genética espacial contribuiu para uma melhor compreensao a
respeito da distribuicdo dos gendtipos e como a movimentagcdo dos
alelos pode estar relacionada a mecanismos de autoincompatibilidade.

O capitulo dois aborda o estudo sobre a fenologia vegetativa e
reprodutiva da espécie, assim como a presenca de herbivoria em duas
populacdes distintas, acompanhadas ao longo de dois anos. As
informagBes fenoldgicas permitiram prever as épocas de reproducéo,
assim como avaliar a disponibilidade dos recursos ao longo do ano, a
relagdo das fenofases com as varidveis climéticas, além de contribuir
para a identificacdo de estratégias de cruzamento da espécie.

O capitulo trés trata dos aspectos da biologia floral e reprodutiva
de V. curassavica. O conhecimento da biologia reprodutiva da espécie
permite inferir sobre a capacidade de sobrevivéncia da mesma, como
esta interage com os vetores de polinizacdo e dispersdo, além de estimar
a taxa de cruzamento, contribuindo assim, para o entendimento de
padrdes de fluxo génico e diferenciagdo genética de populagdes.

No capitulo quatro sdo apresentados o0s resultados referentes a
caracterizacdo da diversidade genética dentro e entre as populagfes
estudadas no Estado em quatro areas de restinga. Também sdo
apresentadas estimativas do tamanho efetivo populacional dessas
populacdes e de fluxo génico.

Finalmente, o Ultimo capitulo trata de consideragdes gerais sobre
os resultados obtidos buscando sua integracdo e, da implicacdo destes,
para a conservacao e uso sustentavel da espécie.

1.2. OBJETIVOS

1.2.1. Objetivo Geral

Caracterizar aspectos da autoecologia de Varronia curassavica
em populagdes de restinga, visando contribuir com informacdes para
fundamentar estratégias de conservacao e uso sustentavel para a espécie.
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1.2.2. Objetivos Especificos e Hipoteses
= Caracterizar aspectos da dindmica populacional, avaliar o
padrdo intrapopulacional de distribuicdo espacial de individuos
e de gendtipos, bem como estimar a diversidade e estrutura
genética populacional e a relacdo destes com o ambiente de
restinga, visando trazer subsidios para conservacao da espécie e
manutencao da biodiversidade em ambiente de restinga.

a) Por ndo existir informacdes quantitativas do uso da espécie no
local, e por estar localizada em area de Parque, espera-se que a
populacdo se apresente estavel, com capacidade reprodutiva e
regenerativa ao longo dos anos.

b) Devido as caracteristicas bioldgicas de dispersdo da espécie e a
heterogeneidade do ambiente em que a espécie ocorre, espera-se
que a populacdo apresente distribuicdo espacial tendendo a
agregacao.

c¢) Considerando os vetores de polinizagcdo e o padrdo agregado,
espera-se encontrar estruturacdo genética espacial para curtas
distancias, também influenciada pelas caracteristicas ambientais e
pelos mecanismos de fluxo génico.

= Caracterizar aspectos da fenologia vegetativa e reprodutiva da espécie.

= Avaliar a existéncia de correlacdo dos eventos fenoldgicos com
variaveis climaticas.

= Avaliar a ocorréncia de herbivoria foliar, intensidade, tipo de dano e a
existéncia de variacdo sazonal ao longo do ano.

d) Considerando as informacgdes da literatura, espera-se que a
espécie apresente brotacdo, floragdo e frutificagdo continuas ao
longo do ano e que estas fenofases sejam mais intensas nos
periodos mais quentes do ano, respondendo a efeitos climaticos.

e) Espera-se encontrar maior herbivoria por insetos em folhas
maduras, em baixa intensidade e com variacdo sazonal ao longo
do ano.

= Avaliar diferentes aspectos da biologia floral e reprodutiva bem como
estimar sua taxa de cruzamento.
f) A espécie deve apresentar antese diurna e mecanismos que
favorecam polinizagdo biotica cruzada, caracterizando um padrdo
reprodutivo tipicamente alogamico.
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g) Devido as caracteristicas e mecanismos florais espera-se que 0s
visitantes florais sejam pequenos insetos, e a dispersao dos frutos,
preferencialmente por aves.

= Caracterizar a diversidade genética intra e interpopulacional das
populagdes em diferentes areas de restinga, utilizando marcadores
microssatélites.

= |dentificar a ploidia e estimar o tamanho efetivo populacional e o fluxo
génico entre quatro populages distintas.

h) Espera-se que as populacBes apresentem alta variabilidade
genética, devido aos mecanismos de fecundacgdo cruzada; com
elevada diversidade genética intrapopulacional e baixa
divergéncia interpopulacional, devido ao fluxo génico favorecido
pelos processos de polinizagdo e dispersdo de sementes.

i) Alteracbes na ploidia € um fendbmeno comum em espécies da
familia Boraginaceae e padrGes multibandas em diferentes locus
de marcadores microssatélite ja foram identificados para V.
curassavica. Assim, espera-se que as populacdes analisadas
apresentem poliploidia e elevada variacdo genética.

j) A heterogeneidade ambiental, o padréo de distribuicdo espacial e
a pressao antropica sobre V. curassavica devem refletir em um
tamanho efetivo populacional superior ao tamanho efetivo de
referéncia para a conservacdo da diversidade genética da espécie
em médio e longo prazo.
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2. ARESTINGA

Conceitualmente, o termo restinga apresenta correlagdes
geomorfolégica, ecoldgica e boténica. Segundo a Resolugio CONAMA
N° 261, de 30 de junho de 1999 (Brasil, 1999), as restingas sdo
complexos vegetacionais edaficos e pioneiros, com floristica e
fisionomias distintas encontradas em terrenos arenosos de origem
marinha como praias, corddes arenosos, dunas e depressdes associadas a
planicies e terracos. Compreende formagdes originalmente herbaceas,
subarbustivas, arbustivas ou arboreas, que podem ocorrer em mosaicos
em funcdo de gradientes locais.

Do ponto de vista geomorfoldgico, a linha costeira caracteriza-se
por intensa instabilidade, devido a alteracGes de efeitos naturais e
antropicos que ocasionam alteracdes de disponibilidade dos sedimentos
(Guerra & Cunha, 2001).

Em funcgdo da instabilidade e fragilidade desse tipo de ambiente,
a vegetacdo desempenha um papel fundamental na estabilizacdo dos
sedimentos, na manutencdo da drenagem natural (Falkenberg, 1999), na
preservacdo da sua fauna residente e migratoria, além de contribuir para
a modificacdo das condicdes pedoldgicas e limnologicas, quando do
acumulo de matéria organica no solo (Waechter, 1990).

A restinga € um ambiente recente na escala geoldgica e as
espécies que compde a sua flora sdo originadas de formacOes
vegetacionais e ecossistemas mais antigos, como a Mata Atlantica
(Barcelos et al., 2012).

A vegetacdo de restinga é considerada bastante heterogénea, tanto
floristica como estruturalmente (Silva, 1999; Pires et al,. 2012),
ocorrendo normalmente em mosaico, com descontinuidades na
paisagem, na cobertura vegetacional e na sua fisionomia (Castro et al.,
2007). Waechter (1990; 1985) atribui estes mosaicos a diversidade de
gradientes locais do solo, onde € possivel encontrar desde areas bem
drenadas, inundaveis e até mal drenadas, e podem apresentar também
uma zonacédo no sentido oceano-continente, onde a medida que aumenta
a distancia do mar e diminui a influéncia da salinidade, h&4 aumento na
riqueza de espécies, na lenhosidade e na altura da vegetacéo.

As espécies vegetais que se desenvolvem nestas areas estdo
sujeitas as constantes mudancas fisicas do ambiente, temperaturas
elevadas, borrifos permanentes de agua salgada, baixa disponibilidade
de agua, solos pobres em nutrientes e ventos intensos (Waechter, 1985;
Rocha et al., 2004), fatores que somados geram um grande estresse para
a vegetacdo (Sugiyama, 2003).
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Para sobreviver a este tipo de ambiente, no entanto, as plantas
contam com adaptacdes na capacidade de armazenamento de agua, na
resisténcia a salinidade e na adaptacdo do mecanismo fotossintético.
Muitas espécies desenvolvem folhas brilhantes, suculentas, de tamanho
reduzido, com pequeno numero de estdbmatos ou revestidas por uma
camada de cera, mecanismos estes, que proporcionam tanto a economia
de agua quanto a reflexdo da luz solar (Bresolin, 1979).

As restingas cobrem aproximadamente 5.000 km do litoral
brasileiro, estendendo-se do Para até o Chui (Waechter, 1985). Em
Santa Catarina, as planicies arenosas litoraneas ocupam uma faixa
estreita, com uma area de 4.212 km?, equivalente a 4,4% do territ6rio do
estado (Gaplan, 1986). Esta entre as maiores restingas do pais em
termos de superficie e, segundo Falkenberg (1999), possivelmente, a
mais diversa em espécies vasculares no Brasil, representada por uma
vegetacdo edafica em constantes estagios de desequilibrio e sucessdo
(Bresolin, 1979).

Falkenberg (1999) propdés para a restinga catarinense
classificagdo fitofisiondmica reconhecendo trés tipos basicos de
comunidades vegetais, enquadrando-a em: restinga
herbacea/subarbustiva, restinga arbustiva e restinga arborea. A restinga
herbacea/subarbustiva, onde comumente a espécie V. curassavica se
desenvolve, apresenta  vegetacdo  composta  por  espécies
predominantemente herbaceas subarbustivas e algumas arbustivas.
Encontra-se presente principalmente em praias, dunas frontais e internas
(mdveis, semifixas e fixas), em lagunas e suas margens, planicies e
terracos arenosos, banhados e depressfes. Ainda segundo Falkenberg
(op. cit.), em funcdo da morfodindmica intensa resultante da instavel
acdo de ondas, ventos, chuvas e marés, a definicdo de estagios
sucessionais, naturais ou decorrentes de atividades humanas ¢ muito
dificil, podendo sua vegetacdo ser considerada geralmente como
priméria, exceto quando totalmente descaracterizada.

Apesar de este ecossistema ser considerado pela legislacdo
nacional como Area de Preservacio Permanente pelo Codigo Florestal -
Lei Federal Lei n® 12.651, de 25 de maio de 2012 (Brasil, 2012), e pela
Resolugdo CONAMA n° 303, de 20 de margo de 2002 (Brasil, 2002),
estes ambientes vém sofrendo forte pressdo desde o inicio da
colonizacdo europeia, devido a facilidade de ocupacdo e proximidade
com os primeiros povoamentos (Falkenberg, 1999; Melo et al., 2008). A
ocupacao acelerada de regides litoraneas tem resultado num intenso
processo de urbanizagdo que ameaga 0S ecossistemas costeiros
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(Strohaecker, 2008). O risco provocado pela especulacdo imobiliaria e
pela extracdo ilegal de areia e espécies vegetais podem gerar perda de
diversidade e consequente alteracbes na dindmica dos processos
ambientais, envolvidos na manutencdo da vegetacdo local (Barcelos et
al., 2012), além das sucessivas modifica¢fes da paisagem (Falkenberg,
1999; Santos & Medeiros, 2003) que interferem em toda a estrutura
bidtica e abidtica do ecossistema. Alia-se a isso, a baixa capacidade de
resiliéncia das restingas, no que concerne a habilidade de regeneracédo da
vegetacdo local, quando ocorrem acBes que degradam o ambiente
(Pimentel & Silva, 2011).

Neste sentido, tendo em vista a importancia ecoldgica das areas
de restinga e o risco gerado pela pressdo antropica e outros fatores,
estudos voltados a espécies que ocorrem nesse ecossistema podem
contribuir para o conhecimento de suas populagdes vegetais, de suas
relagfes bidticas, e ainda para subsidiar a¢fes que possam estar voltadas
a sua conservacao.

Para que se possam promover a¢des de conservagdo, entretanto, é
necessario que tais estudos consigam, sobretudo, sensibilizar a
sociedade e autoridades competentes, e que estas reconhecam as
potencialidades, os valores ambientais, sociais e econdmicos que estes
ecossistemas e sua biota associada representam (Coradin, 2011).
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3. AESPECIE ESTUDADA

Varronia curassavica Jacq. pertence a familia Boraginaceae
(Figura 1), incluindo aproximadamente 140 géneros e 2.700 espécies, €
distribui-se tanto em regides temperadas como em tropicais (Souza &
Lorenzi, 2008; Judd et al., 2009). No Brasil existem cerca de 129
espécies, agrupadas em 9 géneros que ocorrem em diferentes formagdes
vegetais do pais (Melo et al., 2014), sendo Cordia, Varronia e
Tournefortia os géneros mais numerosos (Vieira et al., 2013).

A familia compreende uma ampla variedade de habitos, podendo
ser ervas, subarbustos, lianas ou arvores (Melo & Stapf, 2014). Foi
inicialmente descrita por Jussieu (1789) e apresenta folhas que podem
ser simples, geralmente alternas, raro opostas ou verticiladas, com
estipula ausente. A inflorescéncia é predominantemente cimosa,
escorpidides ou helicoides. Flores frequentemente  vistosas,
hermafroditas e unissexuais, por aborto, diclamideas, actinomorfas ou
ligeiramente zigomorfas. Calice gamossépalo, tubuloso,
infundibuliformes, campanulada, hipocrateriforme ou roticea. Androceu
com cinco estames livres, com filetes curtos ou longos, antera bilocular,
rimosa, com léculos globosos, ovoides, oblongos. Gineceu tetra
carpelar, com ovario supero, dois a quatro l6culos, uniovulados, raro,
uniloculares. Fruto indeiscente, carnoso, constituindo uma drupa com
dois a quatro I6culos ou pirenado por aborto, com estrutura drupéacea,
raramente possui fruto seco. Semente com ou sem endosperma. Embrido
reto ou curvo, com cotilédones planos ou dobrados (Jussieu, 1789;
Schmit, 1970).

A classificagdo em subfamilias fundamenta-se no tipo de insercdo
do ovario, no padrdo de ramificagdo do estigma e no tipo de fruto (Al-
Shehbaz, 1991). Os géneros presentes no Brasil estdo distribuidos em
Cordioideae (Cordia, Varronia), Ehretioideae (Lepidocordia, Rotula),
Heliotropioideae ~ (Euploca,  Heliotropium,  Tournefortia) e
Boraginoideae (Moritzia, Thaumatocaryon) (Melo & Stapf, 2014).

O género Varronia compreende cerca de 100 espécies
neotropicais de espécies arbustivas ramificadas e com inflorescéncias
especiformes ou capitutiformes, e folhas serrilhadas (Melo & Stapf,
2014). No Brasil existem cerca de 30 espécies do género, que ocorrem
desde habitats de florestas, como em vegetacdo de cerrado e caatinga
(Stapf, 2010).
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Figura 1: A) Varronia curassavica Jacq. (Boraginaceae); B) Floragdo da
espécie; C) Detalhe da inflorescéncia; D) Frutos em formacao e frutos maduros.
Fotos: Marcia Patricia Hoeltgebaum.
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Em termos taxondmicos, a espécie foi amplamente revisada pelos
especialistas, 0s quais apresentam divergéncias conceituais que refletem
até mesmo na reordenacdo e divisdo da familia Boraginaceae baseada
em dados estruturais e moleculares para a circunscricdo da familia
(Vieira et al., 2013). Para o género Cordia, a grande diversidade
morfol6gica de suas espécies tem provocado intensa controvérsia na
delimitacdo taxondmica (Campos-Rios & Chiang-Cabrera, 2012). Miller
& Gottschling (2007), propdem com base em dados morfolégicos,
palinolégicos e moleculares, a restauracdo do género Varronia P.
Browne, que é representado por arbustos com inflorescéncias
condensadas em espigada. Tal classificacdo é a que estd sendo
atualmente a mais aceita entre os taxonomistas. Portanto, neste estudo
foi adotada a atualizagdo proposta e aceita pela maioria dos
taxonomistas, que considera a transferéncia de status da subse¢do de
Varronia para género, e 0 nome da espécie para Varronia curassavica
Jacq.

De acordo com a Flora do Brasil (Forzza et al., 2010), Cordia
curassavica (Jacg.) Roem. & Schult. e C. verbenacea DC., sao
consideradas sindnimos de V. curassavica Jacg.. Outras sinonimias
ainda sdo encontradas para a espécie na literatura, como C. salicina DC.,
C. cylindristachia Auctt. Bras. ex Fresen, Lithocardium fresenii Kuntze,
L. salicinum Kuntze, e L. verbaceum Kuntze (Sanchez, 1995; Lorenzi,
2002).

Popularmente a espécie é conhecida como erva-baleeira, balieira-
cambara, salicina, balieira, camarinha (Falkenberg, 2011), erva-preta,
maria-milagrosa, maria-preta, camarinha (Montanari Junior, 2011) ou
caramona (Melo et al., 2008). Dentre estes, 0 nome pelo qual é mais
conhecida é erva-balieira ou erva-baleeira, alusivo a caca as baleias no
litoral de Santa Catarina, uma vez que os cacadores aprenderam com 0s
habitantes locais a utilizar a planta para tratar os ferimentos que
ocorriam durante a realizagdo da atividade (Kinupp, 2007; Montanari
Junior, 2011).

Trata-se de uma planta heliéfita, perene, de habito arbustivo,
bastante ramificado, podendo atingir de 1 a 2 metros de altura. Possui
folhas sésseis, lanceoladas e pubescentes na face inferior, com nervuras
proeminentes; de 5-12 cm de comprimento e 1,5 a 3 cm de largura
(Smith, 1970). Apresenta inflorescéncia terminal em espiga, as vezes
agrupada em paniculas; com muitas flores brancas, vistosas, pentdmeras,
radiais, diclamideas, com calice gamossépalo, campanulado, verde;
corola gamopétala, 4-7 mm de comprimento, lobos arredondados;
possui flores hermafroditas, sendo o androceu formado por cinco
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estames alternados com os lobos da corola; ovario stpero bicarpelar e
bilocular contendo em cada léculo dois Ovulos; fruto drupaceo
vermelho, subgloboso, 3-5 mm x 2-4 mm, rodeado parcial ou totalmente
pelo calice (Smith, 1970). Possui polinizacdo entomdfila, tendo moscas,
abelhas e borboletas como seus principais polinizadores, com a
dispersdo dos frutos principalmente zoocérica (Smith, 1970; Montanari
Junior, 2011). Pode florescer em qualquer época do ano, com maior
intensidade durante a primavera e verdo (Montanari Junior, 2000).
Muitas espécies do género apresentam mirmecofilia, sendo
V.curassavica constantemente patrulhada por formigas (Belo et al.,
2011).

Varronia curassavica é hermafrodita e apresenta mecanismos de
prevencdo a autofecundacdo (Opler et al., 1975; Ganders, 1979; Taisma
& Varela 2005). A heterostilia presente na espécie tem sido registrada
desde Darwin (1877) para Varronia, sendo considerado um mecanismo
comum para diferentes géneros de Boraginaceae (Opler et al., 1975).

Apresenta ampla distribui¢cdo, podendo ser encontrada desde a
América Central até o sul do Brasil, onde ocorre do estado do Ceara até
0 Rio Grande do Sul, formando densos agrupamentos em terrenos
Umidos do litoral (Smith, 1970; Lorenzi & Matos, 2008). Em Santa
Catarina, € comumente encontrada em restingas subarbustivas ou
arbustivas, crescendo na duna frontal, ou em dunas internas e planicies
arenosas enxutas, bem como em costfes rochosos junto as restingas;
raramente pode ser observada mais para o interior, desenvolvendo-se em
solos Umidos de estagios iniciais da sucessdo da Floresta Ombrofila
Densa (Smith, 1970). Estudos recentes demonstram que a espécie pode
ocorrer também em vegetacdo de cerrado e caatinga (Rodal &
Nascimento, 2002; Mendes et al., 2015), e ainda, em campos rupestres
(Gastauer et al., 2012).

A espécie é utilizada como planta medicinal devido as suas
propriedades anti-inflamatdria, analgésica e cicatrizante (Lorenzi &
Matos, 2008), além de ser considerada também como antiulcerogénica,
antimicrobiana e com propriedades ténicas (Panizza, 1997; Passos et al.,
2007).

Dentre 0s compostos encontrados na parte aérea da planta estéo
taninos, flavondides e os 6leos essenciais (Fernandes et al., 2007). O
6leo é constituido de monoterpenos e sesquiterpenos, cujos compostos
majoritarios sdo o o-pineno, o aloaromadendreno, o trans-cariofileno; e
dentre os minoritarios estdo o a-humuleno, espatulenol, 3-gurjuneno e o
epoxicariofileno (Carvalho Jr. et al., 2004). Pesquisas realizadas com a
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espécie concluiram que o efeito anti-inflamatdrio deve-se a presenga do
principio ativo a-humuleno (Medeiros et al., 2007), presente
principalmente nas folhas. As atividades anti-inflamatdrias e analgésicas
tém sido comprovadas por estudos farmacologicos, e despertado cada
vez mais o interesse da comunidade cientifica, sendo seus compostos,
alvo de diversos estudos (Gomes, 2010).

O oleo essencial extraido das folhas e hastes de plantas cultivadas
de V. curassavica é utilizado na producdo do Acheflan®, primeiro
fitoterdpico totalmente desenvolvido no Brasil pelo Laboratério Aché
(Ereno, 2005; Bolzani et al.,, 2012). O processo de pesquisa e
desenvolvimento do medicamento durou sete anos, contou com o
envolvimento de pesquisadores de quatro universidades nacionais:
Unicamp, Unifesp, PUC-Campinas e Universidade Federal de Santa
Catarina (UFSC), e investimentos de mais de R$ 15 milhdes (Ereno,
2005).

Além do uso nacional, 0 medicamento foi introduzido em paises
como os Estados Unidos, Canada e Japao (Bolzani et al., 2012). No
Brasil é possivel encontrar a espécie sendo comercializada na forma de
chas, 6leos essenciais, pomadas, sprays, sabonetes, entre outros.

O uso de V. curassavica esta documentado em diferentes estudos.
Falkenberg (2011) descreve a utilizacdo da planta no Brasil, em especial
no litoral dos estados de Sdo Paulo, Parana e Santa Catarina, onde o
extrato alcodlico é utilizado para tratamento de reumatismo, e o produto
obtido pela fervura das folhas em 4&gua, adicionado de pequena
guantidade de alcool em banhos € utilizado para tratar de dores dos
membros (Akisue, 1983). Rodrigues et al. (2012) recomendam o éleo
essencial da espécie para ser utilizado como adjuvante de antibi6ticos
contra bactérias patogénicas do trato respiratorio. Ja o cha das folhas ¢é
indicado tanto para cicatrizacdo de feridas externas quanto para
cicatrizacdo de Ulceras estomacais (Lorenzi & Matos, 2008). Medeiros
et al. (2007) descrevem seu uso para o tratamento de reumatismo, artrite
reumatdide, gota, dores musculares e da coluna, nevralgias, prostatites e
contusBes, empregando-se a espécie na forma de infusdes, decoccdo e
extratos alcodlicos.

Em outros paises, o uso é igualmente variado, contudo, no
México, as partes aéreas sdo usadas ainda para tratamento de diarreia
(Hernéndez et al., 2003), e em Trinidad-Tobago, por exemplo, a planta é
utilizada para controlar ectoparasitas em cées (Lans et al., 2000). Aciole
(2009) encontrou ainda, elevado potencial inseticida para o dleo de V.
curassavica em condicOes de laboratério.
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De forma geral, a maioria dos estudos esta direcionada aos
aspectos fitoquimicos e farmacoldgicos da espécie (Velde et al., 1982;
Basile et al., 1989; Lins et al., 1990; Sertié et al., 1991; Carvalho Jr. et
al., 2004; Fernandes et al,. 2007; Passos et al., 2007), objetivando
contribuir para o conhecimento do seu potencial medicinal. Também se
encontram diferentes estudos sobre cultivo da espécie (Figueira et al.,
2001; Magalhdes et al., 2004; Montanari Junior & Magalhées, 2004),
voltados especialmente, para a selecdo de genétipos de interesse
agrondmico, resposta a varidveis ambientais e a composi¢do quimica
relacionada com sua atividade (Vaz, 2006; Paulilo et al., 2010). Com
relacdo a autoecologia e & caracterizacdo da diversidade genética pode-
se observar uma lacuna no conhecimento. Sobre a biologia reprodutiva,
Opler et al. (1975), estudaram diversas espécies do género Cordia, entre
eles C. verbenacea, agregando informagdes sobre morfologia floral e
polinizadores da espécie. Taisma & Varela (2005), por sua vez,
investigaram o sistema de compatibilidade utilizando o método de
cruzamento controlado e observacdo direta de tubos polinicos.
Guimardes (2006) caracterizou a fenologia reprodutiva das espécies
vasculares da restinga, registrando para V. curassavica 0s eventos de
floracdo e frutificacdo. Brandao et al. (2015) investigaram a biologia
reprodutiva da espécie em plantas provenientes de banco de
germoplasma. Em termos de caracterizacdo genética, Figueira et al.
(2010) desenvolveram oito marcadores microssatélites para a espécie,
enquanto Coleman (1982), avaliando o numero de cromossomos,
concluiu que V. curassavica, € uma espécie dipléide, comn=x=09.

Referente ao conhecimento e uso popular, Melo et al. (2008)
realizaram estudo etnobotanico com énfase em espécies de restinga na
comunidade do Péantano do Sul, llha de Santa Catarina, e entre as
espécies reconhecidas e utilizadas pela comunidade local, V.
curassavica ¢ empregada como planta medicinal e utilizada para
diversos tratamentos. Gandolfo & Hanazaki (2011) também
investigaram o conhecimento etnobotanico sobre espécies de restinga de
representantes descendentes de agorianos do Distrito do Campeche, em
Floriandpolis/SC, e registram para espécie uso também na alimentag&o.

Outros registros interessantes sobre o uso da espécie podem ser
encontrados no trabalho de Kinupp (2007), onde o autor faz mencéo ao
forte odor liberado das folhas, lembrando o cheiro de caldo de galinha
ou de condimentos utilizados para o tempero de carnes e, segundo 0
mesmo, dai provém as citacdes populares de uso das folhas como
tempero. Kinupp (op. cit) experimentou as folhas como condimento e as
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classificou como sendo “muito saborosas e aromaticas”. No entanto,
ressalta que o uso das folhas como condimento ainda necessita de
estudos especificos. As mesmas também foram utilizadas pelo mesmo
autor para a fabricacdo de uma bebida fermentada, que foi igualmente
classificada, e segundo ele, com boa aceitacdo entre os degustadores.
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4. AREAS DE ESTUDO

O estudo foi conduzido em quatro areas distintas de restinga,
duas delas localizadas na Ilha de Santa Catarina, e duas na regido
continental do Estado (Tabela 1, Figura 2).

A restinga da Joaquina esta localizada no litoral leste da llha de
Santa Catarina, situada no distrito da Lagoa da Conceigéo e inserida no
Parque Municipal das Dunas da Lagoa da Conceicdo - PMDLC,
instituido pelo Decreto Municipal n® 231 de 16/09/1988. Possui uma
area de 563 ha e inclui todas as restingas que se estendem do sul da
Lagoa da Conceigdo até a praia do Campeche, compreendendo um
mosaico vegetacional, com fitofisionomia predominante herbécea
arbustiva, associadas a duna frontal, dunas interiores e baixadas
alagadas, umidas e secas (Bresolin, 1979). Representa 0 maior campo de
dunas mdveis da Ilha de Santa Catarina, com aspectos geomorfoldgicos
diversos (Caruso Jr., 1993; Cecca, 1997). O campo de dunas possui uma
extensdo de 3,5 km, com largura média de 1,2 km, préximo as margens
da Lagoa da Conceicdo (Scherer, 2004). Constitui-se por dunas ativas de
formas variadas na sua porcdo central, com altitude média de 10m, e
dunas transversas préximas a praia, que alcancam aproximadamente
40m (Figura 3A); dunas fixas, recobertas com vegetacdo
predominantemente arbustiva (Herrmann et al., 1987).

Tabela 1: Areas onde foram conduzidos os estudos sobre caracterizacdo da
autoecologia de Varronia curassavica Jacg. (Boraginaceae) em Santa Catarina.

Area Localizagédo Municipio
Geogréfica

Restinga da Joaquina - Parque Municipal 27°37'46.19"S Florian6polis/SC
das Dunas da Lagoa da Conceicdo 48°27'1.59"W

(PMDLC)
Restinga do Campeche - &rea continuaao  27°41'6.07"S Floriandpolis/SC
PMDLC 48°28'50.20"W

Restinga da Praia do Sonho em Palhoga - 27°48'28.11"S Palhoca/SC
Parque Estadual da Serra do Tabuleiro 48°35'37.61"W

(PEST) - Baixada do Maciambu

Restinga da Praia do Gi em Laguna - 28°25'12.14"S Laguna/SC
Area de Protecio Ambiental da Baleia 48°44'52.53"W

Franca - Praia do Gi

A restinga do Campeche encontra-se em uma area de 121 ha,
continua ac PMDLC, na llha de Santa Catarina (Tabela 1, Figura 2). O
campo de dunas situa-se ao longo da praia do Campeche, numa faixa
estreitada pela pressdo imobiliaria. A vegetacdo predominante €
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herbaceo-arbustiva, com trechos entre dunas cobertos por arvoretas que
se adensam, formando um dossel (Figura 3B).

A restinga da Praia do Sonho esta localizada no municipio de
Palhoga, regido central do estado de Santa Catarina (Tabela 1, Figura 2).
A drea esta inserida no Parque Estadual da Serra do Tabuleiro - PEST
(Decreto de criagdo n° 1.260/75) que abrange uma area de 84.130
hectares, ocupando 1% do territério estadual (Decreto N° 3.446, de 10
de agosto de 2010). A regido é formada, em sua maioria, por relevos
fortemente ondulados, possuindo uma chapada tabular e uma regido de
baixada. Esta Ultima é constituida por planicies quaternarias e banhada
por rios com acentuados meandros que constituem a Baixada do
Maciambi (Klein, 1981). A restinga do Parque esta localizada na &rea
da Baixada e a vegetacdo é predominantemente herbaceo-arbustiva
(Figura 3C), dominada por melastomataceas e mirtaceas arbustivas, e
poucas arvores nas areas mais secas (Klein, 1981).

A restinga da Praia do Gi, em Laguna esta inserida na Area de
Protecdo Ambiental da Baleia Franca, localizada no litoral do sul de
Santa Catarina (Tabela 1, Figura 2) e criada pelo Decreto Federal s/n°,
em 14 de setembro de 2000. A area da APA possui 156 mil ha, 130 km
de costa maritima (http://www.icmbio.gov.br/apabaleiafranca), e
abrange nove municipios, desde o sul da ilha de Santa Catarina até o
Balneario Rincdo. Nesta area, os solos e dunas que representam terras
baixas sedimentares sdo recobertos por diferentes comunidades
floristicas (Figura 3D). A vegetacdo é predominantemente herbécea,
entremeada por pequenos arbustos que cobrem as dunas fixas da regido.
O relevo regular e plano é dominado por gramineas e butiazais,
juntamente com outros elementos que integram os campos litoraneos
(Gré, 2013)

O clima predominante em toda a regido que abrange as areas de
estudo, segundo o sistema de Koeppen (1948) é do tipo Cfa
mesotérmico Umido com verBes quentes e chuvas bem distribuidas ao
longo do ano, com precipitacdo média anual de aproximadamente 1600
mm, sendo fevereiro o0 més mais chuvoso (média de 210,7 mm) e junho
0 mais seco (média de 68,5 mm); a temperatura anual média é 19 °C,
sendo janeiro o més mais quente (média de 23 °C) e julho 0 més mais
frio (média de 15 °C) (Gaplan, 1986).
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Figura 2: Mapa geografico com a localizagdo das areas de estudo sobre a
autoecologia de populagdes de Varronia curassavica Jacg.. Distancias entre as
areas: Joaquina - Campeche: 6 km; Joaquina - Palhoga: 27 km; Joaquina -
Laguna: 95 km; Campeche - Palhoga: 18 km; Campeche - Laguna: 81 km;

Palhoca - Laguna: 65 km.
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Figura 3: Aspecto geral da vegetagdo e relevo das areas. A) Restinga da
Joaquina; B) Restinga do Campeche; C) Restinga da Palhoga; D) Restinga da
Laguna.

A autorizacdo para a realizacdo de atividades cientificas com
permissdo para coleta e transporte de material botanico foi concedida
pelo Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade
(processo SISBIO n®. 40.894-1/45.989-1), e pela Fundagdo Municipal
do Meio Ambiente de Floriandpolis, processo n® 3.270/2014 (vide
Anexos).
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CAPITULO 1

DINAMICA POPULACIONAL, DISTRIBUIQAO ESPACIAL E
ASPECTOS DA DIVERSIDADE E ESTRUTURA GENETICA
DE Varronia curassavica Jacq. (BORAGINACEAE) EM
AMBIENTE DE RESTINGA

“A sobrevivéncia de um organismo depende
da sobrevivéncia de um outro”.
Charles Darwin
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1.1.RESUMO

Este estudo teve por objetivo caracterizar aspectos da dinamica
populacional, avaliar o padrdo de distribuicdo espacial de individuos e
de gendtipos, bem como estimar a diversidade e estrutura genética
intrapopulacional de V. curassavica e a relagdo destes com o ambiente.
Foram realizadas avaliag@es anuais entre os anos de 2014 e 2016 para a
populacdo da Joaquina, em Floriandpolis/SC. Foram registrados com
coordenadas espaciais e mensurados todos os individuos presentes
dentro de uma unidade amostral permanente de dois hectares. Os dados
demogréficos foram analisados por meio de estatisticas descritivas e de
correlagdo, e o padrdo de distribuicdo espacial foi calculado pela Funcdo
K de Ripley. Para caracterizacdo da diversidade genética e estrutura
populacional e espacial foram utilizados marcadores microssatélites. A
populacdo avaliada apresentou taxa de incremento positiva ao longo dos
anos, equilibrio regenerativo e baixa mortalidade de plantulas. A
populacdo respondeu com diferencas demograficas e genéticas a
heterogeneidade ambiental. O padrdo agregado de distribui¢do
encontrado pode ser explicado pela presenca de ambientes adequados ao
estabelecimento da espécie. Zonas de baixada seca foram as areas de
ocorréncia preferencial, com maior nimero de ingresso, alelos raros e
alelos exclusivos. Os indices de fixagcdo também foram distintos entre os
ambientes, evidenciando uma tendéncia a cruzamentos preferencias em
decorréncia da autoincompatibilidade e auséncia de endogamia. Foi
registrada auséncia de estrutura genética espacial para esta populacéo,
que pressupde que os gendtipos estdo distribuidos aleatoriamente na
area e que a circulacdo de genes pode estar relacionada a aspectos da
historia de vida da espécie e a fatores genéticos, como a presenca de
mecanismos de autoincompatibilidade. A dependéncia de vizinhos
geneticamente compativeis e a heterogeneidade ambiental devem ser
consideradas para a defini¢do de &reas minimas & conservagao in situ.

Palavras-chave: Conservagdo in situ, dindmica populacional,
distribuicdo espacial, estrutura genética espacial, heterogeneidade
ambiental.
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1.2.INTRODUCAO

Estudos demograficos constituem importante ferramenta na
avaliagdo do estado de conservagdo de espécies vegetais e suas
populacdes, uma vez que permitem quantificar o potencial regenerativo
por meio de processos de natalidade, mortalidade e reproducéo (Pavlik
& Barbour, 1988; Méndez et al., 2004), auxiliando assim, no
entendimento de como estas populacdes reagem as condigdes locais
(Harper, 1977).

Processos demograficos como natalidade e mortalidade séo
influenciados, entre outros fatores, pela heterogeneidade ambiental
(Bernasol & Lima-Ribeiro, 2010) e pelo modo de reproducdo e
dispersdo (Janzen, 1970; Loveless & Hamrick, 1984; Ferreira et al.,
2010), gerando padrdes espaciais que se distanciam da aleatoriedade ou
uniformidade (Thomas & Kunin, 1999). O grau de agregacdo ou
dispersdo dos individuos de uma populacdo prové indicativos de como
uma espécie utiliza um determinado recurso, ou como ela pode ser usada
como recurso (Condit et al., 2000).

A importancia de uma abordagem integrada dos estudos
demogréaficos e genéticos tem sido apontada por diversos autores
(Connell et al., 1984; Martins, 1987; Diaz & Oyama, 2007; Goncalves
et al., 2010) para entender o resultado da acdo e das interagBes dos
diferentes mecanismos que definem a estrutura populacional. Deste
modo, o conhecimento e 0 entendimento da estruturagdo genética e
demografica sdo importantes para aprimorar tecnologias de manejo e
conservacdo dos recursos genéticos vegetais (Epperson, 1992), assim
como para avaliar os impactos da exploracdo e fragmentacdo dos
habitats (Young & Merriam, 1994), e estabelecer estratégias de
amostragem em populagdes naturais (Anjos, 1998; Chung et al., 1998).

Elementos de estrutura populacional, como as de tamanho tém
sido utilizadas com o intuito de classificar as espécies em grupos
ecologicos, onde o tipo “J-invertido” comumente registrado, expressa
populacdes que apresentam muitos individuos nas menores classes de
tamanho e poucos individuos nas classes superiores (Barbour et al.,
1987). Esta é interpretada como indicadora de estabilidade ou de
incremento da populacdo, bem como de capacidade de autorregeneragdo
e reproducdo (Barbour et al., 1987; Silva Junior & Silva, 1988).

Além de analisar a manutengéo das popula¢fes em seu ambiente,
estudos demograficos permitem ainda verificar a efetividade das
metodologias em uso (Degen et al., 2006; Wadt et al., 2008; Sebbenn et
al., 2008; Mariot et al., 2014). As informagdes obtidas a partir desses
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estudos tém sido amplamente utilizadas na elaboracdo de propostas e
estabelecimento de praticas de manejo sustentavel e de conservacao de
espécies (vide Reis et al., 2003; Oostermeijer et al., 2003; Mariot et al.,
2007; Steenbock et al., 2011; Filippon et al., 2011; Milanesi et al.,
2013). Especialmente para plantas de uso medicinal da Mata Atlantica,
podem ser destacados aqueles conduzidos com Piper cernuum Vell.
(Mariot et al., 2000; 2007), Maytenus ilicifolia Mart. ex Reissek
(Steenbock & Reis, 2004; Steenbock et al., 2004, a, b) e Bromelia
antiacantha Bertol. (Duarte et al., 2007; Filippon et al., 2012).

Alia-se a isto, o fato de que o entendimento da estrutura genética
espacial dentro das populagdes pode demonstrar como 0s gendtipos
estdo distribuidos, resultado pela acdo de fatores como a disperséo de
polens e sementes, da endogamia e da deriva genética local, que podem
favorecer determinados genotipos (Hamrick, 1983; Epperson, 1992;
Nason & Hamrick, 1997).

Para V. curassavica, ndo foram encontrados, até o momento,
estudos envolvendo estrutura genética e dindmica populacional, assim
como sdo poucos também os estudos com espécies arbustivas de
restinga. De modo geral, a dindmica populacional de espécies arbustivas
¢ muito menos conhecida do que a de grupos como de herbaceas e
arbdreas, e emprega técnicas diferentes para a realizagao desses estudos
(Crawley & May, 1987; Kyncl et al., 2006). Por exemplo, comparados
as plantas herbaceas, os arbustos geralmente possuem vida mais longa
para serem estudados por técnicas demograficas comuns as utilizadas
com plantas herbéceas. Por outro lado, eles ndo tém troncos individuais,
tornando técnicas dendrocronolégicas normalmente utilizadas para
identificar processos dindmicos da populacdo em espécies arbdreas
muito mais dificeis de aplicar, tampouco informag6es sobre a idade de
apenas um dos ramos é relevante se o interesse esta na avaliacdo do
individuo.

Diante deste contexto, este estudo teve por objetivo caracterizar
aspectos da dindmica populacional, avaliar o padrdo intrapopulacional
de distribuicdo espacial de individuos e de genotipos, bem como estimar
a diversidade e estrutura genética populacional de V. curassavica e a
relacdo destes com o ambiente de restinga, visando trazer subsidios para
conservacdo da espécie e manutencdo da biodiversidade nestes
ambientes.
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1.3.MATERIAL E METODOS

13.1 CARAQTERIZACAO DA DINAMICA POPULACIONAL E
DISTRIBUICAO ESPACIAL

O estudo foi conduzido na restinga da Joaquina - Parque
Municipal das Dunas da Lagoa da Concei¢do, em Floriandpolis/SC.
Foram realizadas avaliagfes anuais durante trés anos consecutivos, entre
2014 a 2016.

Para avaliar os aspectos da dinamica populacional de V.
curassavica foi implementada uma parcela permanente, delimitada em
uma &rea amostral de dois hectares (100 m x 200 m), subdividida em
200 subparcelas de 10 m x 10 m (Figura 4). Em cada vértice inferior
esquerdo das mesmas foi colocada uma estaca de cano PVC de %’,
contendo o numero da subparcela.

Figura 4: Area amostral utilizada para o levantamento dos dados demogréficos
de Varronia curassavica Jacq. (Boraginaceae), restinga da Joaquina -
Floriandpolis/SC.

Todos os individuos presentes dentro da parcela foram
amostrados e localizados com coordenadas espaciais x e y. Devido ao
padrdo densamente ramificado da espécie e ao soterramento parcial aos
quais 0s ramos estdo sujeitos, para este estudo foi considerado um
individuo aquele cujos ramos caulinares partiam de um eixo comum,
visiveis acima da linha do solo (Figura 5). Ramos distantes ou sem
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conexao aparente com um eixo comum caracterizaram um novo
individuo, que foi etiquetado com placas de aluminio contendo o
nimero da planta e da subparcela.

Para avaliar o crescimento das plantas, a cada ano foram tomadas
as medidas de altura de todos os individuos, e medidos o didmetro a
altura do solo (DAS) de 30 individuos representativos das classes de
altura amostradas. A presenca de estrutura reprodutiva foi registrada
como |ntU|to de |dent|f|car estadios de desenvolwmento

Flgura 5: No detalhev eixo comum de onde parte a maioria da ramificacdo
caulinar de Varronia curassavica Jacg. (Boraginaceae), considerado para a
definicdo de individuo.

A fim de verificar se a distribuicdo da espécie esta correlacionada
com a heterogeneidade ambiental foi avaliado o grau de cobertura
vegetal, caracterizada a topografia e o tipo de ambiente.

O grau de cobertura vegetal foi quantificado segundo
metodologia proposta por Fournier (1974), utilizando uma escala
intervalar de zero a quatro, com amplitude de 25% entre cada intervalo
(0= auséncia; 1= 1-25%; 2= 26-50%; 3= 51-75%; 4= 76-100%). Cada
subparcela foi dividida em quatro quadrantes, utilizando-se para tanto,
uma cruzeta de madeira posicionada no ponto central da mesma. Uma
nota foi atribuida a cada quadrante sendo utilizada a média destes como
valor da subparcelas.

Para caracterizacdo da topografia foi realizada leitura a cada 5
metros na area da parcela permanente com auxilio de trena laser. A
partir do &ngulo de visada em relacdo ao préximo ponto foi calculada
altura do desnivel. O ponto inicial de cada linha foi considerado como
ponto zero (arbitrariamente), e depois os pontos foram conectados entre
si por linha transversal.

O ambiente (Figura 6) foi classificado segundo o proposto por
Guimaraes (2006), em:
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= Duna: movel, semifixa e fixa.
= Baixada: seca, Umida e alagada.

I & <l } X ;

Figura 6: Caracterizagdo dos ambientes presentes na unidade amostral instalada
na restinga da Joaquina para avaliagdo demografica e espacial de Varronia
curassavica Jacq. A) Duna mével; B) duna semifixa; C) duna fixa; D) baixada
seca; E) baixada Umida; F) baixada alagada.

1.3.2. CARACTERIZACAO DA DIVERSIDADE E ESTRUTURA
GENETICA

Para a caracterizacdo genética da populacdo e dos individuos nos
diferentes ambientes da restinga foram coletadas amostras foliares dos
individuos amostrados no levantamento demogréfico. A extracdo do
DNA gendémico foliar foi realizada com o kit Nucleospin Plant Il (250)
(MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG), de acordo com instrucdes
dos fabricantes.

A genotipagem foi realizada por meio da amplificacdo de DNA
via Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), utilizando-se oito loci
microssatélites polimdrficos desenvolvidos para a espécie por Figueira
et al. (2010) (Tabela 2). Para amplificacdo dos loci foi utilizado DNA
diluido na proporcdo 9:1 e utilizado Kit PCR KAPA (KAPA
Biosystems), com volume de 10 pL por reagdo. O conjunto de ciclos e
temperaturas utilizados foram 95 °C por 3 min para desnaturacdo,
seguido de 30 ciclos, sendo cada ciclo composto por trés fases: a
primeira com 95 °C por 30 s, a segunda coma T de 61 °C s por 30se a
terceira com 72 °C por 30 s para extensdo, com extensao final a 72 °C
por 30 min. Os primers foram marcados com fluorocromo FAM (azul),
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PET (vermelho), NED (amarelo) e VIC (verde) para os oito loci
microssatélites (Tabela 2) formando 2 sistemas multiplex, com 4
primers por corrida. A eletroforese por capilar foi realizada a partir de
1uL do produto de PCR diluido em agua ultra pura (15:2 uL) e
adicionados 0,25 pL de GS600 LIZ® ¢ 8,75 pL de formamida HIDI™,
A leitura dos alelos foi realizada em sistema de deteccdo por
fluorescéncia em sequenciador ABI 3500XL (Applied Biosystems), com
24 capilares. O software Gene Mapper v.3.2 (Applied Biosystems) foi
utilizado para a interpretacdo dos picos gerados nos eletroferogramas.

Tabela 2: Loci microssatélites empregados na genotipagem de Varronia
curassavica Jacq. (Boraginaceae), com 0s motivos de repeticdo e a sequéncia
dos primers desenvolvido por Figueira et al. (2010), marcados com as
fluorescéncia NED (amarelo), VIC (verde), PET (vermelho) e FAM (azul), em
combinacdo multiplex.

Combinagéo Locus Motivo Sequencia (5°- 3°) Fluor Ta
(°C)
MCVCIRCPQ14  (TG)s F:.CTTGTAGCTGCCACTTCCT NED 61
R:GAATAATGCACAACGAGTCA
MCVCIRCPQ3 (AC)10 F:ATTAGGCGTTTGGTGCTAC VIC 61
) (AAAATT);  R.GCAGCGTATTTTAGCAGAGA
Multiplex 1
MCVCIRCPQ8 (AC)o F:CCAACTGTCGGTAATACACTT PET 61
R:TCTTCCTGACGTTTTCTCAT
MCVCIRCPQ6 (CA) F:-TACTAGCACCGTTGAATAGG EAM 61
R:.TAGGGACCGTAAAAGACAT
MCVCIRCPQ11  (TC)s F:ATTGCCCTTAGCCGGTAG VIC 61
(AC)ss R:CGAATGTGAATTGCGAGTT
MCVCIRCPQ7 (TG)s F:GGCAACAATAAGGTTAGAGC PET 61
. R:TCACACTCTCATGTTTACGC
Multiplex 2
MCvVCIRCPQ16 (CA)s F:CTCCTTCAGTGTTTCAAAGG NED 61

R:GGAAGAAGCTGATCTCTGTG

MCvVCIRCPQ15 (TG)s F-TTTAGGAACATCTCCTTAGTGG FAM 61
R:TGGCTCCCCATTATATTTC

Fluor = fluorescéncia

1.3.3. ANALISE DOS DADOS DEMOGRAFICOS

Para andlise dos dados obtidos foram utilizadas estatisticas
descritivas (média e desvio padréo) e apresentadas em graficos e tabelas.
Foram calculados o nimero total de individuos (em fase reprodutiva e
vegetativa) por hectare, média das alturas e diametro médio a altura do
solo.
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A taxa de crescimento foi calculada considerando-se o nimero de
individuos na populacdo, somando-se os ingressantes e subtraindo-se 0s
individuos mortos e ndo encontrados.

Para os individuos com mais de uma ramificacdo, o DAS foi
calculado a partir do somatorio das areas basais (AB) dos ramos:

ST, = DAS?* 1t/ 40.000
ST=X ST,
DAS, = (ST, * 40.000/ )

onde: ST, = secgdo transversal do ramo
DAS = diametro do ramo a altura do solo
DAS, = diametro real a altura do solo
ST, = seccdo transversal total do individuo
n=3,1416

Os valores de altura e didmetro & altura do solo foram
confrontados por meio de gréfico de dispersdo, e 0 grau de associa¢do
entre as variaveis foi estimado pelo coeficiente de correlacdo de
Spearman.

Para o estudo da distribuigdo espacial, cada parcela recebeu uma
descricdo da posicdo espacial por meio das coordenadas cartesianas (X e
Y), mapeadas a partir da primeira parcela amostrada. Os dados foram
plotados em mapa de distribuicéo utilizando o Programa Sigma Plot *M.

O padrdo de distribuicdo espacial foi calculado por meio da
Funcdo K de Ripley (1977), com auxilio do Programa Computacional
Past v 2.17 (Hammer et al., 2001). Os valores obtidos de K (h) foram
transformados pela da funcdo L (d), para melhor interpretacdo dos
dados. Os desvios em relacdo a Completa Aleatoriedade Espacial (CAE)
foram testados por meio de envelopes de confianca (p<0,001)
construidos a partir de 1000 simula¢Ges de Monte Carlo.

Para avaliar a existéncia de associacdo entre a presenca de
individuos da espécie e as caracteristicas ambientais como cobertura
vegetal e topografia foi utilizada correlacdo de Spermann obtida com
auxilio do Programa Computacional Past v 2.17 (Hammer et al., 2001).
Para a cobertura vegetal, o nimero de individuos amostrados em cada
parcela foi correlacionado com a média do percentual de cobertura
obtido por subparcela. Para a topografia, a correlagéo foi feita a partir do
angulo e dos individuos presentes em subparcelas divididas em 5m x 5m
visando aumentar a precisdo dos dados. Com relacdo ao tipo de
ambiente, por se tratar de dados qualitativos, a existéncia de relacéo
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entre estes foi verificada por meio da comparacdo de frequéncia nos
diferentes ambientes e por meio de intervalo de confianca (p<0,05). Em
parcelas que apresentaram zonas de transicdo foi considerado o
ambiente predominante.

Também foi verificada a existéncia de possiveis diferencas no
crescimento da espécie (altura e didmetro) nos diferentes ambientes
presentes na area. Para tanto foram consideradas as diferencas médias
do incremento e, as diferencas entre estas, testadas a partir de intervalo
de confianga (p<0,05.)

1.3.4. ANALISE DOS DADOS GENETICOS
1.3.4.1. Diversidade e Estrutura Genética

Para verificar possiveis diferengas genéticas entre os individuos
encontrados nos diferentes tipos de ambientes presentes na restinga
foram estimados para cada ambiente, os niveis de diversidade genética a
partir da riqueza alélica, que representa 0 nimero de alelos por locus
(A); riqueza alélica dentro do individuo (Ai); a riqueza genotipica, que
mede o nimero de gendtipos com quatro alelos por locus (G); a
heterozigosidade observada (Ho) e esperada (Hg), e o indice de fixago
F para todos os loci, calculado como 1 - (Ho / Hg). Para cada locus os
desvios do equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) foram testados por
meio do teste qui-quadrado (x2). Os parametros de diversidade genética
foram calculados com o auxilio do programa computacional Autotet
(Thrall & Young 2000), especifico para organismos poliploides e que
calcula a heterozigosidade observada por meio da ponderacdo de cinco
diferentes classes de possiveis genétipos por locus inversamente a
probabilidade de quaisquer dois alelos serem idénticos por
descendéncia; a heterozigosidade esperada e indice de fixacdo foram
calculados com base na segregacdo cromossémica aleatéria (Li 1955).

A particdo da diversidade genética dentro e entre os ambientes foi
calculada por meio das estatisticas de diversidade génica de Nei (1973),
utilizados os parametros Hy - diversidade genica total; Hs - diversidade
génica média dentro dos ambientes; Dst - diversidade genética entre
ambientes e Gsr - propor¢do da diversidade genética total entre os
ambientes, com auxilio do software DISPAN (Ota 1993).
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1.3.4.2. Distribuicéo Genética Espacial

A distribuicdo espacial dos genétipos da populacdo Joaquina foi
calculada por meio da estimativa do coeficiente de coancestria entre
pares de individuos (6xy), usando o estimador proposto por Loiselle et
al. (1995) e obtidos com auxilio do programa SPAGEDI 1.4 (Hardy &
Vekemans, 2003). O coeficiente xy mede a extensdo da similaridade
entre os individuos x e y, relativo & similaridade genética média entre
dois individuos aleatérios da amostra (Hardy & Vekemans, 2003). A
significancia estatistica dos valores foi testada por permutacéo (1.000).

1.4.RESULTADOS
1.4.1. DINAMICA POPULACIONAL

A dindmica populacional de V. curassavica para os anos de 2014
a 2016 esta representa na Figura 7. No primeiro ano de avaliacdo foram
encontrados 425 individuos (213 ind.ha™), dos quais cerca de 10% (42
individuos) estavam em fase reprodutiva. De 2014 a 2016 ingressaram
na populacdo 125 individuos (63 ind.ha™), representando uma taxa de
crescimento anual de 8%. Ao todo morreram 23 individuos (12 ind.ha™),
e 74 (37 ind.ha™) ndo foram encontrados, totalizando 495 individuos
(248 ind.ha™) como sobreviventes no Gltimo ano. Destes sobreviventes,
26% foram registrados em fase reprodutiva. Dos individuos que
ingressaram, quatro ndo foram encontrados e trés morreram. Dos
ingressantes que morreram 75% estavam em areas de alagamento. Apds
um ano de avaliagdo, ndo foram observadas estruturas reprodutivas para
0s ingressantes de 2015.

Considerando a frequéncia, no primeiro ano os individuos
ocorreram em 28,5% (57) das 200 subparcelas (10m x 10m) avaliadas.
No dltimo ano, este nimero aumentou em 9,5%, passando a ocorrer em
38% (75) do total de subparcelas avaliadas.

Os individuos de V. curassavica apresentaram altura média de
0,57 m (+ 0,30), sem alteragdo significativa entre os anos (t =-0,89; p =
0,37) (Tabela 3). O menor individuo amostrado apresentou 0,05 m e 0
maior alcancou 2,15 m de altura. Os ingressantes apresentaram altura
entre 0,08 m e 1,32 m, com média de 0,49 m (+ 0,29), e 0 maior
crescimento foi de 0,74 m. Individuos reprodutivos apresentaram em
média de 0,75 m (£ 0,31) a 0,83 m (x 0,33) entre os anos de avaliacao.
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Estruturas reprodutivas, como botdes florais foram registradas para
individuos a partir de 0,12 m de altura.
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Figura 7: Dindmica populacional de Varronia curassavica Jacq. entre 0s anos
de 2014 e 2016, em unidade amostral de dois hectares de restinga na Joaquina -
Floriandpolis/SC.

reprodutivos

Tabela 3: Alturas média, minima e maxima por classes de individuos de
Varronia curassavica Jacq., avaliados entre os anos de 2014 e 2016, populagdo
da restinga da Joaquina - Florianopolis/SC.

Classes  Ano Ingressantes N&o Repro. Reprodutivos Total /Média
2014 - 383 42 425
Individuos 2015 54 322 119 441
2016 71 367 128 495
Altura 2014 - 054+027 083+033 0,57+0,29
Média/S 2015 057+0,32 049+0,23 0,75+0,31 0,56+0,30
(m) 2016 0,41+0,26 0,51+0,28 0,78+ 0,34 0,58 +0,32
Altura 2014 - 0,05 0,39 -
Minima 2015 0,08 0,06 0,12 -
(m) 2016 0,10 0,08 0,22 -
Altura 2014 1,85 1,70 -
Maxima 2015 0,98 1,31 2,15 -
(m) 2016 1,32 1,80 1,78 -
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A maior parte dos individuos de V. curassavica (67%)
concentrou-se nas duas primeiras classes de altura reduzindo-se em
numero nas alturas maiores, apresentando curva com tendéncia ao “J-
invertido” a partir dos 35 cm (Figura 8). Na figura 9 est4 demonstrada a
diferenca do incremento em altura por individuo amostrado entre os
anos de avaliacdo. A diferenga maxima de crescimento mensurada foi de
1,06 m. No entanto, varias medidas apresentaram valores negativos,
sendo a maior delas de -0,92 m. A maioria, contudo, apresentou
variacdo inferior a 50 cm.

0,05-0,35 0,35-0,65 0,65-0,95 0,95-1,25 1,25-1,55 1,55-1,85 1,85-2,15
Intervalo de Altura (m)
Figura 8: Distribuicdo dos individuos de Varronia curassavica Jacq. em
intervalos de altura, resultado das avaliagcbes de 2014 a 2016, restinga da
Joaquina - Floriandpolis/SC.
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Figura 9: Diferenga de crescimento em altura (m) dos individuos amostrados
de Varronia curassavica Jacg. nos anos de 2014 e 2016, restinga da Joaquina -
Florianépolis/SC.
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Com relacdo ao diametro a altura do solo, dos trinta individuos
mensurados, a média variou de 1,77 cm (x 0,92) no primeiro ano de
avaliacdo a 2,75 cm (£1,97) no ultimo ano. Os valores maximo e
minimo de DAS foram de 9,11 cm e 0,6 cm, respectivamente. A espécie
apresentou distribuicdo de frequéncia com numero de individuos
superior a 50% na primeira classe de diametro, com reducdo de
individuos em relacdo ao aumento do diametro no primeiro ano de
avaliacdo, apresentando curva proxima ao “J-invertido” (Figura 10). Tal
padrdo diferiu nos anos subsequentes, com deslocamento no numero de
individuos nas classes, devido ao incremente dos didmetros. Na primeira
avaliacdo foi registrada uma maior diluicdo de individuos nas trés
primeiras classes, com reducdo nas duas primeiras e aumento de
individuos nas demais. Nos anos seguintes, com 0 incremento dos
didmetros houve ampliagdo das classes diamétricas, passando de quatro
para oito classes.

Comparando o incremento diamétrico por individuo amostrado
entre 0s anos de avaliacdo (Figura 11), cinco individuos apresentaram
crescimento inferior a zero, sendo 2 cm a maior diferenca negativa
registrada. O maior aumento de didmetro foi de 7,31 cm.
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Figura 10: Distribuicdo dos individuos de Varronia curassavica Jacq. em
intervalos de diametro a altura do solo (30 individuos), resultado das avaliacdes
de 2014 a 2016, restinga da Joaquina - Florian6polis/SC.
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Figura 11: Diferenca de crescimento em didmetro a altura do solo (cm) dos
individuos amostrados de Varronia curassavica Jacg. nos anos de 2014 a 2016,
restinga da Joaquina - Florianopolis/SC.

Ao analisar a relacdo entre a estrutura vertical (altura) e
horizontal (didmetro) da populacdo avaliada, ndo foi identificada
correlacdo significativa entre os referidos parametros (r = 0,2147; p =
0,255) (Figura 12).
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Figura 12: Dispersdo de individuos de Varronia curassavica Jacq.
considerando seus diametros e altura, da populacdo avaliada em parcela
permanente na restinga da Joaquina - Florian6polis/SC.
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1.4.2. DISTRIBUICAO ESPACIAL

A distribuicdo espacial da populagdo de V. curassavica entre
2014 e 2106 pode ser visualizada na Figura 13. A espécie apresentou
estrutura espacial agregada, com picos de intensidade na funcdo L(d),
que determinam que as distancias de agregacao dos individuos avaliados
foram constantes, e ocorreram a uma distancia de ~40 m (Figura 13).
Com relacdo a disposicdo na area, a maior concentracdo de individuos
esta localizada na menor distdncia do mar, diminuindo em nimero a
medida que esta distAncia aumenta. Os individuos reprodutivos
apresentaram o mesmo padrdo e distancia de agregacdo (Figura 13).
Enquanto que para os ingressantes, a distancia de agregacéo foi inferior
a 40m, e, para mortos e ndo encontrados, o pico de intensidade de
agregacdo foi proximo de 12m em 2015 e foi superior a 30m em 2016
(Figura 14).

Os valores obtidos por meio da analise de correlacdo entre a
presenca de individuos e as caracteristicas ambientais como, topografia,
cobertura vegetal demonstraram valores baixos de correlagdo, porém,
significativos. O maior valor encontrado foi em relacdo a cobertura
vegetal (r = 0,26; p = 0,0003), enquanto que para a topografia a
correlagdo foi negativa (r = -0,146; p = 2,21E-05).

Na area analisada, a cobertura vegetal se distribui de forma
heterogénea (Tabela 4). Cerca de 50% das subparcelas analisadas
apresentaram, em média, 76-100% do solo com algum tipo de
vegetacdo. Apenas 4% da area avaliada apresentaram valores entre 0 a
25% de vegetacdo. Nas demais, 18%, apresentaram 26 a 50% e 29%
apresentaram 51 a 75% de &rea coberta. Com relagdo ao tipo de
ambiente (Tabela 4), areas de baixada seca foram registradas em 26% da
parcela e predominaram em 10% das subparcelas que apresentaram
zonas de transicdo entre ambientes distintos. Baixadas alagadas
ocorreram em apenas quatro subparcelas. Em relagdo as dunas, as
semifixas predominaram em 33% da area amostral, enquanto que
aquelas totalmente cobertas por vegetacdo (fixas) ocorreram em apenas
11 subparcelas.
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Figura 13: Distribuigdo espacial dos individuos de Varronia curassavica Jacq.
entre os anos de 2014 e 2016 (individuos em fase vegetativa representados em
preto, e em fase reprodutiva representados em cinza), amostrados na restinga da
Joaquina, Florian6polis/SC (a esquerda) e andlise do padrdo espacial pela
funcdo K de Ripley (a direita). Intervalo de confianga representado pelas linhas
pontilhadas.
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Figura 14: Distribuicdo espacial dos individuos ingressantes, mortos e nao
encontrados de Varronia curassavica Jacq. amostrados entre 2014 a 2016 na
restinga da Joaquina, Floriandpolis/SC (acima) e analise do padrao espacial pela
funcdo K de Ripley (abaixo). Intervalo de confiancga representado pelas linhas
pontilhadas.
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Tabela 4: Cobertura vegetal e tipos de ambiente presentes nas subparcelas
amostradas na avaliacdo de pardmetros demogréaficos de Varronia curassavica
Jacq., restinga da Joaquina, Floriandpolis/SC.

Cobertura Vegetal Tipo de Ambiente

% Fournier N°P |Baixada N°P N°PZT Duna N°P N°PZT
<1 9 |Alagada 3 1 Movel 14 11
1-2 36 | Umida 10 14 Semifixa 42 24
2-3 58 | Seca 51 19 Fixa 3 8
3-4 97 - - - - - -

N°P = Namero de subparcelas; N°PZT = Namero de subparcelas em zona de
transic&o.

O mapa topografico da parcela permanente, obtido por meio das
medicbes em campo esta representado na Figura 15. Areas de duna
correspondem a 51% da parcela, enquanto que o restante da area (49%)
é entremeado pelas zonas de baixada.

Figura 15: Mapa topogréfico da parcela avaliada de 2 ha (100 m x 200 m) na
area de estudo e distribuicdo espacial dos individuos amostrados de Varronia
curassavica Jacg., na restinga da Joaquina, Florianépolis/SC. Onde: x varia
entre 0 e 100 m e é o eixo mais proximo ao mar; y varia entre 0 e 200 m e; z
representa a variagdo na elevacdo do terreno e varia de 0 a 14 m, considerados a
partir de um plano arbitrario de referéncia.
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Ao analisar a frequéncia da espécie nos diferentes tipos de
ambiente foi possivel identificar ambientes preferenciais de ocorréncia,
de ingresso e de mortalidade (Figuras 16, 17, 18). Dos individuos
amostrados, 99% foram encontrados em baixadas secas (BS), dunas
semifixas (DS) e em zonas de transicdo entre esses dois ambientes (ZTB
- baixada; ZTD - duna) (X 2 =669,88 (2014)s 618,24 (2015)5 805,40 (2016)s
GL=3 p< 0,05). Entre estes ambientes 77% dos individuos, em média,
ocorrem em baixadas secas. Nas baixadas imidas (BU) e alagadas (BA),
assim como nas dunas moéveis (DM) e fixas (DF) a ocorréncia da
espécie foi inferior a 1%. De igual modo, 94% dos individuos
ingressaram, em média, nestes ambientes ( 2=37,65 o15); 99,64 (2016);
GL=3 p< 0,05), e destes, 66% ingressaram nas baixadas secas. O
nimero de individuos mortos também foi maior nas baixadas secas no
ultimo ano avaliado (y 2= 3,67; p> 0,05 (2015, 21,26 (2016); P< 0,05;
GL=3). Destes, 68% foram registrados para as baixadas secas e 22%
para dunas semifixas.
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Figura 16: Freqléncia de individuos de Varronia curassavica Jacq. entre 0s
anos de 2014 e 2016 nos diferentes ambientes da restinga da Joaquina/SC. BA =
baixada alagada; BU = baixada Umida; BS = baixada seca; ZTB = zona de
transicdo de baixada; DM = duna mével; DS = duna semifixa; DF = duna fixa;
ZTD = zona de transicdo de duna.
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Figura 17: Freqliéncia de individuos ingressantes de Varronia curassavica

Jacq. nos diferentes ambientes da restinga da Joaquina/SC. BA = baixada

alagada; BU = baixada Umida; BS = baixada seca; ZTB = zona de transi¢do de

baixada; DM = duna movel; DS = duna semifixa; DF = duna fixa; ZTD = zona

de transigdo de duna.
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Figura 18: Freqiiéncia de individuos mortos de Varronia curassavica Jacg. nos
diferentes ambientes da restinga da Joaquina/SC. BA = baixada alagada; BU =
baixada umida; BS = baixada seca; ZTB = zona de transi¢do de baixada; DM =
duna movel; DS = duna semifixa; DF = duna fixa; ZTD = zona de transi¢do de
duna.

Em termos de incremento médio de didmetro a altura do solo
(DAS) e altura, os individuos também responderam com diferencas
entre os ambientes. O incremento médio do DAS para o periodo foi
significativamente diferente entre os ambientes de maior ocorréncia da
espécie. Nas zonas de transicdo de duna para baixada os individuos
apresentaram incremento médio de 0,314 cm (IC = 0,28). Ja nos
ambientes de duna semifixa os valores foram negativos (-1,46 cm IC =
0,28), assim como nas baixadas secas e nas zonas de transicdo de
baixada, onde o incremento foi similar (0,8 cm e 0,87 cm; IC = 0,28).
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Com relagcdo ao crescimento médio em altura, este foi maior nos
ambientes de baixada seca e duna semifixa (0,05 cm; IC = 0,01).

1.43. DIVERSIDADE E ESTRUTURA GENETICA ENTRE
AMBIENTES

Foram detectados 70 alelos em oito loci polimdrficos na
populacdo de V. curassavica. O nimero médio de alelos por locus foi de
9,9, variando de 3 a 19 (Tabela 6).

As frequéncias alélicas foram heterogéneas entre os ambientes
(Tabela 5). Alelos raros (frequéncia <0,005) foram detectados em todos
0s ambientes de maior ocorréncia da espécie. Para a populacdo, 41 %
dos alelos ocorreram em frequéncia inferior a 5%. Esse valor se manteve
para os individuos da baixada seca, mas nos outros ambientes os valores
foram inferiores a 21%. Alelos exclusivos em relagdo a populagdo foram
encontrados apenas para 0 ambiente baixada seca (11 alelos em cinco
loci).

Tabela 5: Frequéncia alélica em oito loci microssatélites de individuos de

Varronia curassavica Jacq. (Boraginaceae) na populagdo Joaquina/SC, Brasil.
Continua...

MCvCIRCPQ14 MCVCIRCPQ3
Alelos JOA BS ZTB DS ZTD Alelos JOA BS ZTB DS ZTD

82 0,017 0,019 0,051 0,239 0,000 106 0,044 0,033 0,000 0,000 0,000
86 0,127 0,018 0,000 0,000 0,000 108 0,073 0,076 0,061 0,080 0,088
88 0,096 0,105 0,059 0,065 0,031 110 0,044 0,053 0,000 0,000 0,000
90 0,024 0,019 0,051 0,043 0,062 112 0,006 0,006 0,000 0,043 0,000
92 0,052 0,054 0,263 0,036 0,277 114 0,096 0,093 0,140 0,101 0,103
94 0,151 0,145 0,110 0,188 0,154 116 0,035 0,036 0,053 0,043 0,074
96 0,231 0,229 0,280 0,130 0,169 118 0,006 0,018 0,000 0,000 0,000
98 0,144 0,133 0,136 0,159 0,169 120 0,192 0,188 0,281 0,203 0,162
100 0,036 0,034 0,034 0,051 0,062 122 0,072 0,077 0,079 0,058 0,074
102 0,064 0,067 0,017 0,058 0,077 124 0,114 0,114 0,088 0,138 0,147
104 0,056 0,031 0,022 126 0,122 0,121 0,132 0,123 0,162
106 0,002 0,146 0,007 128 0,064 0,059 0,053 0,101 0,103
130 0,031 0,014 0,079 0,022 0,074
132 0,010 0,011 0,026 0,007 0,000
134 0,006 0,007 0,000 0,000 0,000
136 0,044 0,049 0,009 0,051 0,015
138 0,037 0,038 0,029
150 0,004 0,005
Raros 4 5 2 4 1 Raros 11 10 2 5 1
Exclus. - 1 - - - Exclus. - 4 - - -
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Tabela 6: Frequéncia alélica em oito loci microssatélites de individuos de

Varronia curassavica Jacq

Continuagéo

. (Boraginaceae) na populacdo Joaquina/SC, Brasil.

MCvCIRCPQ8 MCvCIRCPQ6
Alelos JOA BS ZTB DS ZTD Alelos JOA BS ZTB DS ZTD
122 0,095 0,100 0,108 0,137 0,000 194 0,091 0,104 0,170 0,115 0,181
124 0,825 0,820 0,846 0,750 0,941 196 0,341 0,331 0,349 0,490 0,208
126 0,008 0,011 0,000 0,000 0,000 198 0,358 0,352 0,330 0,260 0,361
128 0,071 0,070 0,046 0,113 0,059 200 0,157 0,150 0,151 0,135 0,167
202 0,053 0,063 0,000 0,000 0,083
Raros 1 1 1 - - Raros - - - - -
Exclus. - 1 - - - Exclus. - - - - -
MCvVCIRCPQ11 MCVCIRCPQ16
Alelos JOA BS ZTB DS ZTD Alelos JOA BS ZTB DS ZTD
84 0,072 0,071 0,081 0,061 0,068 136 0,015 0,018 0,000 0,000 0,000
86 0,158 0,160 0,122 0,114 0,149 138 0,043 0,050 0,070 0,046 0,000
88 0,106 0,109 0,041 0,106 0,068 140 0,073 0,073 0,070 0,046 0,152
92 0,014 0,013 0,008 0,030 0,068 142 0,009 0,012 0,000 0,099 0,000
94 0,024 0,028 0,000 0,045 0,027 146 0,039 0,027 0,000 0,000 0,000
96 0,061 0,060 0,033 0,068 0,149 148 0,022 0,027 0,104 0,046 0,000
100 0,015 0,003 0,000 0,000 0,000 150 0,006 0,005 0,000 0,000 0,000
102 0,020 0,019 0,024 0,000 0,095 156 0,089 0,089 0,000 0,000 0,000
104 0,071 0,065 0,081 0,053 0,122 168 0,020 0,045 0,017 0,076 0,000
170 0,167 0,155 0,217 0,191 0,273
172 0,133 0,134 0,139 0,137 0,167
174 0,012 0,015 0,009 0,000 0,000
176 0,149 0,151 0,191 0,160 0,121
178 0,180 0,184 0,165 0,183 0,167
184 0,042 0,016 0,017 0,015 0,121
Raros 4 4 4 2 1 Raros 9 8 3 4 -
Exclus. - 1 - - - Exclus. - 4 - - -
MCvCIRCPQ7 MCVCIRCPQ15
Alelos JOA BS ZTB DS ZTD Alelos JOA BS ZTB DS ZTD
168 0,109 0,119 0,091 0,237 0,040 196 0,222 0,228 0,155 0,250 0,300
170 0,604 0,610 0,545 0,423 0,680 198 0,238 0,217 0,436 0,216 0,257
172 0,287 0,270 0,364 0,340 0,280 200 0,539 0,555 0,409 0,534 0,443
Raros - - - - 1 Raros - - - - -
Exclus. - Exclus. - -

JOA = Joaquina. BS = Baixada seca; ZTB

= Zona de transi¢

do de baixada; DS =

Duna semifixa; ZTD — zona de transi¢do de duna; Excl. = alelo exclusivo em relac&o
a populacdo (em negrito).
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A heterozigosidade média observada na populagio (Ho) foi de
0,711, e a heterozigosidade média esperada (Hg) foi de 0,716, variando
de 0,305 até 0,914 nos oito loci avaliados (Tabela 6). O indice de
fixacdo (F) foi significativamente diferente de zero em sete dos oito loci
avaliados (P < 0,001), sugerindo desvios do EHW. O indice de fixacdo
médio da populacdo, no entanto, apesar de positivo foi baixo e ndo
diferente de zero (0,01). A riqueza alélica (A) variou de 3 a 19 alelos por
locus, enquanto que o nimero médio de alelos por individuo/loci (Ai)
variou de 1,5 a 3,76.

Nos diferentes ambientes, a heterozigosidade média observada
(Ho) variou de 0,703 a 0,737 e a esperada (Hg), de 0, 765 a 0730
(Tabelas 7, 8, 9, 10). A maior riqueza alélica média foi encontrada nos
ambientes de baixada seca. Entre 0s ambientes estes valores variaram de
6 a 9,9 e 0 nimero médio de alelos por individuo/loci (Ai) foi de 2,90 a
2,98. Os indices de fixacdo (F) apresentaram diferencas. O valor
encontrado para os ambientes de baixada seca foram semelhantes ao
valor da populacdo. No entanto, para as demais &reas os valores foram
todos negativos e significativos. A variacdo observada neste indice foi
de 0,012 a -0,054.

Tabela 7: Variagdo genética em oito loci microssatélites de Varronia
curassavica Jacq., da populagdo Joaquina- Floriandpolis/SC- Brasil.

Locus N A Ai G Ho He F

Cvl4 398 12 3,30 102 0,853 0,866  0,02*
Cv03 398 18 3,83 157 0,966 0,902 -0,07*
Cv08 400 4 1,50 8 0,210 0,305 0,31*
Cv06 398 5 2,67 21 0,660 0,720 0,08
Cvll 390 19 3,46 192 0876 0,914 0,04*
Cv07 395 3 2,73 9 0,679 05541 -0,26*
Cvl6 393 15 3,76 104 0951 0,880 -0,08*
Cv15 395 3 2,19 6 0,497 0,603 0,18*
Média 396 9,9 2,9 749 0,711 0,716 0,01
DP 3,3 6,9 0,8 742 0,259 0,219 0,09

N = ndmero de individuos; A = riqueza alélica; Ai = riqueza alélica dentro do
individuo; G = ndimero médio de individuos com quatro alelos distintos; Hg =
heterozigosidade observada; A = heterozigosidade esperada; F = indice de fixagéo.
P <0,001*
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Tabela 8: Variagdo genética em oito loci microssatélites de Varronia
curassavica Jacq., em ambiente de baixada seca, da populagdo Joaquina-
Florian6polis/SC- Brasil.

Locus N A Ai G Ho He F
Cvl4 306 12 3,34 88 0,861 0,866 0,006
Cv03 306 18 3,843 134 0,971 0,903 -0,075*
Cv08 308 4 1,494 7 0,206 0,313 0,342*
Cv06 306 5 2,67 21 0,661 0,729 0,094
Cvil 303 19 3,419 157 0,865 0,916  0,055*
Cv07 307 3 2,7 8 0,664 054 -0,23*
Cvl6 305 15 3,751 89 0,949 0,881 -0,077*
Cvl5 307 3 2,189 6 0,496 0,593 0,164*
Média 306 9,88 293 6375 0,709 0,718 0,012
DP 1,5 690 082 61,35 0,261 0,218 0,086

N = numero de individuos; A = riqueza alélica; Ai = riqueza alélica dentro do
individuo; G = nimero médio de individuos com quatro alelos distintos; Ho =
heterozigosidade observada; Hg = heterozigosidade esperada; F = indice de fixacao.
P <0,001*

Tabela 9: Variagdo genética em oito loci microssatélites de Varronia
curassavica Jacq., em ambiente de zona de transi¢do de baixada seca, da
populacdo Joaquina- Floriandpolis/SC- Brasil.

Locus N A Ai G Ho He F
Cvi4 33 9 3,24 18 0,843 0,812 -0,039*
Cv03 33 11 3,64 25 0,909 0,854 -0,065*
Cv08 33 3 1,36 3 0,152 0,270  0,439*
Cv06 33 4 2,64 10 0,636 0,718 0,113*
Cvil 31 15 3,61 26 0,903 0,907  0,004*
Cvo7 32 3 2,91 5 0,771 0,562  -0,372*
Cv16 32 10 3,78 22 0,964 0,848 -0,136*
Cvls 32 3 2,06 4 0,443 0,618  0,284*

Média 32,38 7,25 291 14,13 0,703 0,699 -0,006*
DP 0,7 462 0,85 9,73 0,281 0,211 0,127

N = nlmero de individuos; A = riqueza alélica; Ai = riqueza alélica dentro do
individuo; G = naimero médio de individuos com quatro alelos distintos; Hg =
heterozigosidade observada; H = heterozigosidade esperada; F = indice de fixago.
P <0,001*
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Tabela 10: Variagdo genética em oito loci microssatélites de Varronia
curassavica Jacq. (Boraginaceae), em ambiente de duna semifixa, da populacéo
Joaquina- Florianépolis/SC- Brasil.

Locus N A Ai G Ho He F
Cvl4 36 11 3,19 25 0,824 0,851 0,032*
Cv03 36 13 3,83 25 0,972 0,887 -0,096*
Cv08 36 3 1,75 4 0,315 0,406 0,225*
Cv06 36 4 2,53 12 0,616 0,661 0,068*
Cvil 33 16 3,58 26 0914 0,917 0,003**
Cvo7 33 3 291 4 0,758 0,649 -0,167*
Cvl6 33 10 3,73 19 0,939 0,863 -0,088*
Cvl5 33 3 2,33 4 0,556 0,605 0,082*

Média 34,5 788 29 1488 0,737 0,730 -0,009*
DP 1,60 525 0,74 10,06 0227 0179 0,074

N = ndmero de individuos; A = riqueza alélica; Ai = riqueza alélica dentro do
individuo; G = nimero médio de individuos com quatro alelos distintos; Ho =
heterozigosidade observada; Hg = heterozigosidade esperada; F = indice de fixacao.
P <0,001*; P < 0,005**

Tabela 11: Variagdo genética em oito loci microssatélites de Varronia
curassavica Jacq., em ambiente de zona de transicdo de duna, da populagéo
Joaquina- Florian6polis/SC- Brasil.

Locus N A Al G Ho He F

Cvl4 19 8 3 13 0,781 0,828 0,057****
Cv03 19 10 4 14 0974 0881 -0,106*
Cv08 19 1 0,175 0,111 -0,584***
Cv06 19 3 0,737 0,759  0,029**
Cvil 19 13 4 15 0,93 0,9 -0,034***
Cv07 19 3 3 3 0,632 0,458 -0,38*
Cv16 19 6 4 13 0,982 0818 -0,201*
Cvi5 19 3 2,16 5 0,482 0,648 0,255*
Média 19 6 2,92 9 0,712 0,675 -0,054*
DP 0 385 0,86 5,26 0,278 0,27 0,114

N = ndmero de individuos; A = riqueza alélica; Ai = riqueza alélica dentro do
individuo; G = numero médio de individuos com quatro alelos distintos; HO =
heterozigosidade observada; HE = heterozigosidade esperada; F = indice de fixag#o.
P <0,025****; P > 0,05***; P < 0,005** P < 0,001*
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A estrutura genética demonstrou que a maior parte da diversidade
encontra-se dentro da populacdo (Hs = 0,705) do que entre os diferentes
ambientes (Dst = 0,015) (Tabela 11). Em relacdo a divergéncia
interpopulacional (Gst), em torno de 2% da variacéo alélica encontrada
ndo é compartilhada entre os diferentes ambientes da restinga. Quando
analisada a estrutura entre ambientes, os valores encontrados foram
préximos variando entre 0,009 a 0,015. Para dunas semifixas e zona de
transicdo de dunas, entretanto, a divergéncia foi superior as demais (Gst
0,021) evidenciando uma tendéncia & maior divergéncia entre dunas.

Tabela 12: Estatisticas de diversidade genética de Nei (1973) de oito loci
microssatélites para Varronia curassavica Jacq. (Boraginaceae), populacdo
Joaquina/SC- Brasil e entre os diferentes ambientes da restinga.

Ambiente Hr Hs Dst Gst
Populagdo 0,720 0,705 0,015 0,020
BS x DS 0,731 0,723 0,008 0,009
BSxZTB 0,716 0,708 0,008 0,011
BSxZTD 0,705 0,696 0,008 0,012
ZTB x DS 0,725 0,714 0,011 0,015
ZTB X ZTD 0,696 0,687 0,009 0,012
ZTD X DS 0,718 0,703 0,015 0,021

BS = Baixada seca; ZTB = Zona de transi¢do de baixada; DS = Duna semifixa; ZTD
= Zona de transi¢do de duna.

1.4.4. ESTRUTURA GENETICA ESPACIAL

A populacdo avaliada ndo apresentou estrutura genética espacial
significativa de acordo com o coeficiente de coancestria para as classes
de distancia avaliadas, o que sugere que 0s gendtipos estdo distribuidos
aleatoriamente na area (Figura 19). Quando analisados os diferentes
ambientes tal padrdo se manteve, ndo apresentando variacao entre estes.
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Coeficiente de Coancestria
de Loiselle
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Figura 19: A. Estrutura genética espacial (EGE) dos individuos de Varronia
curassavica Jacg. na Joaquina/SC. A linha continua representa a estimativa do
coeficiente de coancestria médio, e as linhas pontilhadas representam a
estimativa do intervalo de confianga a 95% de probabilidade da hipétese de
auséncia de estrutura genética. (HO: 6xy = 0). B. EGE dos individuos de baixada
seca; C. EGE dos individuos de Zona de Transi¢do de Baixada; D. EGE dos
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Por fim, as principais diferengas encontradas na dinamica
demografica e genética da espécie nos diferentes ambientes avaliados na

restinga estdo representadas de forma esquematica na Figura 20.
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1.5.DISCUSSAO

A populacdo de V. curassavica apresentou taxa de crescimento
positiva ao longo dos anos, com nUmero de regenerantes superior ao
nimero de mortos e individuos ndo encontrados, o que indica que a
populacdo encontra-se em expansdo. O crescimento da populagédo
também pode ser evidenciado pelo aumento da ocupacdo da area, o que
contribui também para a fixacdo de dunas e para a composicao
fisiondmica da mesma. Apesar de a fase plantulas apresentar maior
fragilidade estrutural, e ser considerada como a fase mais critica do ciclo
de vida de muitas espécies (Kozlowski, 1971), para V. curassavica, 0
nimero de mortos e individuos ndo encontrados nesta classe foi baixo.
Tal aspecto é de extrema importancia para o estabelecimento da
populacdo, especialmente porque a espécie apresenta consideravel
nimero de abortos de flores e frutos, além de estar frequentemente
sujeita a agOes de pisoteio (homens e animais) e de herbivoria, conforme
discutido nos capitulos 2 e 3.

A maior parte das mortes da fase plantulas pode ser associada aos
“alagamentos itinerantes”, aos quais, parte da area esta sujeita. Ja o
nimero de individuos ndo encontrados, de modo geral, reflete as
dificuldades metodoldgicas observadas ao se avaliar demograficamente
a espécie, como o padrdo de crescimento desordenado dos ramos e 0
facil desprendimento dos mesmos.

Em termos de estrutura diamétrica e de altura, o padrdo com
tendéncia ao “J-invertido” indica um balango positivo entre
recrutamento e mortalidade, caracteristico de populacdes em equilibrio
regenerativo. No entanto, o estabelecimento das classes aqui propostas,
ndo reflete, necessariamente, coortes na populagdo, uma vez que néo foi
possivel identificar caracteristicas morfoldgicas que permitissem
classificar os individuos amostrados em plantulas, jovens ou adultos.
Por vezes, ramos com aspectos de regenerantes podem ser observados
em plantas maduras, dependendo do grau de soterramento da planta,
ramos mais velhos podem ndo ser percebidos. De igual forma,
individuos observados na primeira classe foram observados em
reproducdo. Ainda, a analise de correlagdo entre as varidveis biométricas
evidenciou que, para V. curassavica, plantas mais altas ndo apresentam,
necessariamente, diametros maiores. Segundo Pimentel & Silva (2011),
individuos pertencentes a uma mesma coorte podem apresentar
tamanhos diferentes, estando estes relacionados ao potencial genético de



79

cada individuo e as condi¢des abidticas do sitio de deposicdo das
sementes.

Com relagdo aos parametros populacionais avaliados, a variavel
didmetro pareceu melhor demonstrar o crescimento populacional
guando comparado a altura; enquanto que para 0 parametro altura, o
crescimento ndo foi significativo entre o periodo estudado. Na é&rea,
varios podem ser os fatores que contribuiram com tal resultado, entre
eles o crescimento horizontal e desordenado dos ramos, aliada a
flexibilidade dos mesmos, e a possivel quebra ou deslocamento destes
guando da avaliacdo podem ter contribuido tanto para medidas
superestimadas, quanto para subestimadas. Ainda, plantas que crescem
em éareas de dunas sdo frequentemente submetidas a diferentes
intensidades de soterramento (Maun, 1998) aspecto que pode interferir
na mensuracdo da altura. Apesar das dificuldades observadas, tais
pardmetros sdo importantes para dimensionar 0 crescimento
populacional e sdo comumente empregados para espécies arbustivas
(vide Ferreira et al., 2010; Pimentel & Silva, 2011).

Na area estudada, a espécie apresentou padrdo agregado de
distribuicdo, implicando na existéncia de uma variancia menor para as
distancias de individuos da populacdo (Krebs, 1999). A ocorréncia de
heterogeneidade ambiental, em termos de microhabitats favoraveis a
propagacdo de espécies vegetais, bem como a descontinuidade da
paisagem em termos de fisionomia e cobertura vegetal tem sido
comumente abordada para explicar a distribuicdo da vegetacdo em
ambiente de restinga (Castro et al., 2007; Pereira, 2009; Ferreira et al.,
2010). Em ambientes aridos e semi-aridos o padrdo de agregacdo em
forma de mosaico em plantas também tem sido bem documentado
(Montafia, 1992; Tirado & Pugnaire, 2005; Kyncl et al. 2006). Alguns
estudos reportam variacdo neste padrdo para diferentes estagios do ciclo
de vida da planta, como foi encontrado para Gaylussacia brasiliensis
(Spreng) Meisn., uma espécie de restinga arbustiva, cujas plantas jovens
ocorrem muito préximas a planta-mée, e na fase adulta estabelecem um
padrdo aleatorio atribuido a morte de grande quantidade de individuos
durante seu crescimento. Para V. curassavica o padrdo agregado se
mantém para todos 0s estagios.

Ao se verificar a relacdo das varidveis ambientais com a presenca
de individuos de V. curassavica, os coeficientes evidenciaram uma
relacdo fraca indicando que, tanto a topografia, quanto a cobertura
vegetal existente esta pouco associado a distribuicdo e presenca da
espécie. De qualquer modo foi possivel identificar que menos
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individuos ocorrem quanto maior o angulo de inclinacdo da duna e
menor o grau de cobertura vegetal.

Contudo, quando considerado os diferentes tipos de ambientes
presentes na restinga as diferencas encontradas foram significativas e
evidenciaram areas de ocorréncia preferencial da espécie. Apesar de a
area ter praticamente a mesma propor¢do disponivel entre ambientes de
dunas e baixadas (51% e 49% respectivamente), cerca de 80% das
plantas de V. curassavica ocorrem em baixadas secas. Nas zonas de
transi¢do entre dunas e baixadas e dunas semifixas encontram-se 19% da
populacdo. Por sua vez, os ambientes menos propicios a ocorréncia da
espécie sdo as baixadas sujeitas a alagamento, assim como dunas méveis
e dunas fixas. Estas Ultimas representam dois extremos. Dunas moveis
possuem grau de cobertura baixo ou nenhuma vegetacdo, enquanto que
nas dunas fixas € possivel encontrar diferentes densidades de vegetacdo
com espécies arbustivas e arboreas que podem formar dossel.

O solo nu, onde as temperaturas e a amplitude térmica diaria
podem ser muito elevadas e a disponibilidade hidrica é baixa, limita, no
geral, o estabelecimento de varias espécies. J& 0s ambientes com densa
vegetacdo podem ndo favorecer a germinacdo uma vez que a espécie é
heliéfita (Smith 1970) e o sombreamento nestas areas pode ser um dos
principais fatores a influenciar no estabelecimento de um novo
individuo. Nos ambientes sujeitos a alagamento, além de limitante ao
estabelecimento também estd relacionada com a mortalidade em
plantulas, indicando que tais condi¢des sdo extremamente limitantes
para a populacdo. Ingressantes também foram mais frequentes nas
baixadas secas (66%), assim como o0 registro de ndmero de mortos
(68%) também foi maior nestas areas. Este Ultimo pode estar
relacionado com a proporcdo de individuos presentes e a maior
possibilidade de encontrar individuos em fase de senescéncia natural.

Os ambientes de baixada, além de ter sido areas de ocorréncia
preferencial, juntamente com os ambientes de duna semifixa foram os
locais onde a espécie apresentou 0 maior incremento médio em altura
dentro do periodo observado, enquanto que o incremento do DAS médio
foi significativamente maior nas zonas de transicdo de duna. Tais
resultados corroboram com as zonas de ocorréncia e reforcam a
importancia dos ambientes de baixada seca e dunas semifixas (e
transicdo) para o estabelecimento e desenvolvimento da espécie.

Assim, pode-se concluir que a distribuigdo espacial agregada
encontrada para V. curassavica pode estar sendo determinada
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preferencialmente em decorréncia da distribuicdo de habitats adequados
ao crescimento e desenvolvimento da planta.

A andlise da diversidade genética também evidenciou
heterogeneidade nas frequéncias alélicas associadas as diferencas entre
os ambientes. Alelos exclusivos foram encontrados apenas nas baixadas
secas. Alelos raros foram amostrados em todos os ambientes, mas nas
baixadas secas estes representaram 40%. A presenca de alelos raros e
exclusivos é um indicativo da importancia e do papel destes ambientes
em termos de conservacdo da espécie e também para a priorizacdo de
areas a serem conservadas, uma vez que alelos em baixa frequéncia sdo
mais suscetiveis a perda, principalmente devido aos efeitos de deriva
genética (Frankel et al., 1995).

Os indices médios de fixacdo alélica da populacdo e dentro dos
diferentes ambientes também apresentaram distingdo. Na populacdo
como um todo e nas areas de baixada seca o indice de fixagdo néo foi
significativamente diferente de zero, evidenciando auséncia ou efeitos
reduzidos de endogamia e deriva genética, aspecto que pode ser
explicado pelo sistema reprodutivo da espécie que € tipicamente
alégama, com mecanismos de autoincompatibilidade como heterostilia e
protoginia (vide capitulo 3). Porém, para as demais areas, tais valores
foram negativos e significativos, indicando uma tendéncia a
cruzamentos preferenciais ou sele¢do a favor de heterozigotos para esta
populacéo.

A divergéncia intrapopulacional foi baixa para os diferentes
ambientes. Entretanto, os valores encontrados entre ambientes de zona
de transicdo de dunas com relacdo a dunas semifixas foram mais
elevadas, demonstrando que entre estas areas pode haver uma maior
divergéncia genética.

Em plantas, a distribuicdo espacial, o sistema de reproducédo e o
parentesco intrapopulacional podem estar associados (Amato, 2008).
Individuos préximos tendem a se cruzar mais do que individuos
distantes (Bacles & Ennos, 2008), e se estes sdo relacionados pela
dispersdo de propagulos préximo a planta mée, a endogamia biparental
pode aumentar na populacdo com o passar das geracfes (Young et al.,
1996; Young & Boyle, 2000), caso a pressdo de selecdo contra
individuos endogamicos ndo aconteca de maneira efetiva. Assim, devido
ao padrdo agregado encontrado para V. curassavica esperava-se registrar
estrutura familiar a curta distncia. No entanto, a auséncia de
estruturacdo encontrada pressupde que o0s gendétipos estdo distribuidos
aleatoriamente na area. Tal resultado sugere que a circulacdo de alelos
dentro desta populagdo pode estar relacionada a fatores genéticos, como
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a presenca de mecanismos de autoincompatibilidade, registrados para a
espécie (heterostilia e protoginia), conforme evidenciado no capitulo 3 e
em Hoeltgebaum et al. (2017). Levin (1981) demonstrou que a
movimentacdo de alelos dentro de populacGes esta condicionada pelo
grau de compatibilidade genética entre os individuos. Segundo o autor, a
presenca de autoincompatibilidade pode impedir determinados tipos de
cruzamentos, e aumentar a probabilidade de cruzamento entre plantas
mais distantes, considerando que a compatibilidade do pdlen-pistilo
pode ser menor entre vizinhos do que entre plantas moderadamente
espacadas. Além disso, 0 mesmo autor ressaltou que o fitness de
descendentes de cruzamentos distantes pode ser superior ao daqueles de
cruzamento entre plantas proximas. A influéncia da heterostilia na
distribuicdo espacial dos genes é também discutida por Martins (1987)
para Cordia goeldiana Huber, onde a heterostilia, associada a densidade
populacional e ao florescimento, apresenta implicagcBes nos padrdes de
fluxo génico intra e interpopulacional. Para V. curassavica, 0
favorecimento de cruzamentos entre individuos mais distantes faz com
que o fluxo génico dentro da populacdo seja amplificado, reduzindo
assim, a formacé&o de estrutura genética interna.

1.6.CONCLUSOES

A populacdo de V. curassavica apresentou capacidade
regenerativa ao longo dos anos, assim como capacidade de colonizacéo,
ampliando sua ocorréncia com uma baixa mortalidade de plantulas.

A distribuicdo nas classes diamétrica e de altura demonstraram
gue ha um maior nimero de individuos nas menores classes, como
esperado para populacdes em expansdo. A auséncia de caracteristicas
morfoldgicas e de correlacdo entre variaveis biométricas, entretanto, ndo
permitiu que fossem estabelecidas classes ou coortes para a populagéo, o
que dificulta a construcdo de tabela de vida e uma analise mais apurada
com relacdo a duracédo de cada ciclo de vida da espécie.

A distribuicdo de habitats adequados ao crescimento, como a
presenga de cobertura vegetal, grau de inclinacdo e disponibilidade
hidrica somada a fatores abioticos podem contribuir significativamente
para o padrdo de distribuicdo da espécie em areas de restinga.

As zonas de baixadas secas representam zonas preferenciais de
crescimento e desenvolvimento da espécie, assim como detém a maior
riqueza alélica, alelos raros e exclusivos, evidenciando a importancia da
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fitofisionomia e da heterogeneidade ambiental para a manutencdo das
populacdes de V. curassavica. Essa heterogeneidade que é tipica das
restingas é especialmente relevante para o estabelecimento da espécie e
deve ser considerada na definicdo de areas minimas para a conservagao
e no tamanho efetivo populacional, quando da defini¢do de estratégias
para a conservacao in situ.

A presenca de mecanismos de autoincompatibilidade e uma
dispersao eficiente podem favorecer a distribuicao aleatdria de gendtipos
na populagdo, o que comumente ndo seria esperado para espécies com o
padrdo de agregacdo encontrado. Entretanto, a dependéncia de vizinhos
geneticamente compativeis implica em &reas maiores para a
conservagao.

Estudos genéticos associados aos aspectos demograficos podem
contribuir  significativamente para as analises de estabilidade
populacional, agregando informacGes para um melhor entendimento da
compreensdo da dindmica da espécie, e assim, apontar para a efetivacéo
de préaticas conservacionistas e também para direcdes mais sustentaveis
de manejo.
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CAPITULO 2

FENOLOGIA E HERBIVORIA FOLIAR DE Varronia
curassavica Jacq. (BORAGINACEAE) EM AREAS DE
RESTINGA - ILHA DE SANTA CATARINA

“Se tu amas uma flor que se acha numa estrela,
¢ doce, de noite, olhar o céu. Todas as estrelas estao floridas.”
Antoine de Saint-Exupéry
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2.1. RESUMO

O presente estudo teve por objetivo estudar a fenologia vegetativa e
reprodutiva de V. curassavica e avaliar a existéncia de correlagdo dos
eventos fenoldgicos com varidveis climaticas, além de verificar a
ocorréncia de herbivoria foliar, intensidade, tipo de dano, a existéncia de
variacdo sazonal ao longo do ano e da existéncia de relacdo com as
fenofases. As observacdes fenoldgicas foram realizadas quinzenalmente,
em duas areas de restinga, durante o periodo de janeiro de 2014 a janeiro
de 2016. Foram monitorados 60 individuos reprodutivos e avaliadas a
emissdo foliar, folhas maduras, botdo floral, antese, fruto imaturo e
maduro, além da herbivoria foliar. Para cada fenofase foram
quantificadas atividade e intensidade por meio de registro do evento e
utilizando escala intervalar. Para verificar as relagdes entre a fenofases e
as varidveis climéticas foram estimados os coeficientes de correlacdo de
Spearman. Para determinar a sazonalidade foram utilizadas estatisticas
circulares. As fenofases estudadas ndo apresentaram correlacéo
significativa com as varidveis climéticas, embora tenha sido observada
sazonalidade para as mesmas. Varronia curassavica apresentou
producdo continua de folhas ao longo do ano, com abscisdo foliar pouco
sincrbnica e em baixa intensidade entre os individuos das populagdes
analisadas. A floragdo e frutificacdo continuada demonstraram que o
clima parece ser pouco restritivo para a fenologia reprodutiva da
espécie, contudo, picos distintos de intensidade foram registrados em
periodos com aumento de temperatura e fotoperiodo. Frutos maduros
foram amostrados em baixa intensidade, o que pode refletir um elevado
nimero de abortos. Apesar da presenca de herbivoria ao longo de todo
ano e da diversidade de espécies que utilizaram as folhas da espécie, ndo
houve correlagdo significativa entre esta e as fenofases da mesma. A
sobreposicdo de estratégias de reproducdo da espécie tende a
potencializar a polinizacéo e dispersdo de diasporos, de modo a garantir
o fluxo génico de pdlens e sementes, contribuindo assim, para a
manutencao das suas populages.

Palavras-chave: fenologia vegetativa, fenologia reprodutiva, estatistica
circular, fenofases, fluxo génico.
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2.2. INTRODUCAO

A fenologia estuda a ocorréncia de eventos biolégicos ciclicos e
sua relacdo com fatores do meio bidtico e abiotico (Frankie et al., 1974;
Morellato, 2003), e contribui para o entendimento dos padrdes
vegetativos e reprodutivos de plantas e animais (Morellato, 1995).

No caso das plantas, eventos fenoldgicos envolvem brotamento,
floracdo, frutificacdo, germinacdo e senescéncia (Lieth, 1974). O
periodo de ocorréncia desses eventos tem efeitos importantes sobre a
sobrevivéncia e sobre o sucesso reprodutivo das espécies (Sakai, 2001).
Além de prever as épocas de reproducdo e de seus ciclos, informacoes
fenoldgicas permitem avaliar a disponibilidade de recursos, como
folhas, flores, frutos e sementes, ao longo do ano (Fournier, 1974;
Morellato, 1995).

Desse modo, o conhecimento da fenologia das espécies vegetais
tem ampla aplicacdo, e vem sendo empregado em estudos voltados a
compreensdo da dindmica dos ecossistemas e para o entendimento da
regeneracdo e da reproducdo das plantas (Talora & Morellato, 2000).
Tais questBes, por sua vez, refletem no entendimento da estrutura
genética das populagdes vegetais, uma vez que nas regides tropicais, 0s
animais sao os principais responsaveis pelo fluxo génico, tanto por meio
do pélen quanto por meio da semente (Bawa, 1974; Morellato, 1991,
1995; Gressler et al., 2006). Por conseguinte, a identificacdo de padrdes
fenoldgicos gera informagdes relevantes para planos de manejo e
conservacgdo, ja que a fase reprodutiva € um periodo importante da
dinamica populacional (Cesario & Gaglianone, 2008).

Os padrdes fenoldgicos das espécies tropicais sdo diversos e
complexos e podem variar em uma populacdo devido a idade, ao
tamanho e ao sexo dos individuos, assim como as diferencas presentes
no microhabitat (Newstrom et al., 1994). Estas variacdes podem ocorrer
dentro de uma espécie e entre 0s ecossistemas, entre populagdes, entre
individuos e entre anos (Stephenson, 1981; Newstrom et al., 1994). De
modo geral, é consenso que os padrdes fenologicos resultam da acdo de
multiplas forgas seletivas bidticas e abioticas. Os fatores que regulam a
periodicidade dos eventos vegetativos e reprodutivos nas plantas, como
sazonalidade climatica, presenca de polinizadores, predadores e
dispersores de sementes, disponibilidade de recursos, questbes
filogenéticas, bem como fatores enddgenos, tém sido discutidos por
varios autores (Bawa & Webb, 1984; Rathcke & Lacey, 1985; Van
Schaik et al., 1993; Reich, 1995; Fenner, 1998; Sakai, 2001; Cortés-
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Flores et al., 2013; Chambers et al., 2013). Estes demonstram que ha
necessidade de melhor defini¢do destes fatores e da interferéncia de cada
um deles na regulacédo dos ciclos bioldgicos.

Dentre os fatores bioticos que podem afetar padrdes fenoldgicos
em florestas tropicais estdo a competi¢do por polinizadores e dispersores
(Janzen, 1967; Wheelwright, 1985), e 0 escape da herbivoria e predagédo
de sementes (Janzen, 1971; Aide, 1993; Coley & Barone, 1996). Ja os
abidticos envolvem as variagBes sazonais na precipitacdo e temperatura
(Opler et al., 1976; Justiniano & Fredericksen, 2000; Marques &
Oliveira, 2004; Singh & Kushwaha, 2006), assim como as variagcdes no
fotoperiodo (Rivera & Borchert, 2001; Marques & Oliveira, 2004).

As variaveis climéaticas em geral, apresentam correlacdo positiva
com as fenofases em ambientes com sazonalidade marcada (Tarola &
Morellato, 2000; Marques & Oliveira, 2004). Contudo, em ambientes
pouco sazonais 0s fatores ambientais podem ter menor influéncia sobre
as fenofases do que aqueles em notada sazonalidade (Frankie et al.,
1974; Morellato & Leitdo-Filho, 1990; Tarola & Morellato, 2000).

A crescente demanda e o0 intenso extrativismo de plantas
medicinais fazem com que estudos que compreendam os ciclos de vida
dessas espécies, e também como estas respondem a fatores biéticos e
abidticos, sejam prioritarios. O estudo da fenologia é primordial para o
conhecimento e utilizagdo sustentavel de plantas medicinais, entretanto,
trabalhos sobre as fenofases destas espécies sdo ainda incipientes (Jimoh
& Adebisi, 2013).

Para V. curassavica, informagdes sobre a brotacdo, floragdo e
frutificacdo sdo fundamentais para embasar a coleta de folhas e
sementes visando uma intervencgdo que evite prejudicar a capacidade de
reproducdo e manutencao das populagdes no seu habitat.

Em seu ambiente natural, V. curassavica comumente possui
intensa herbivoria foliar (obs. pess). Tal questdo também ja foi relatada
em condigdes de cultivo, sendo registrado ataque de percevejos (Dictyla
monotropidia Stal) para a espécie, onde ninfas e adultos sugavam a
seiva do floema, causando encarquilnamento, seguido de
amarelecimento e abscisdo de folhas (Rosa et al., 2008). Segundo 0s
mesmo autores, D. monotropidia ja foi relatada como praga de outras
espécies de Cordia em paises das Américas Central e do Sul.

A herbivoria pode resultar em efeitos negativos no crescimento e
sobrevivéncia de uma populacdo, bem como influenciar nos seus ciclos
de vida (Coley & Barone, 1996; Medeiros & Morretes, 1995; Angelo &
Dal Molin, 2007). O impacto da herbivoria no desenvolvimento de uma
planta, contudo, depende de diversos fatores, tais como da sua
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fenologia, do tecido consumido, da intensidade e frequéncia do ataque
(Begon et al., 1996; Crawley, 1997).

Algumas plantas conseguem evitar a herbivoria foliar produzindo
tecidos em periodos menos favoraveis aos inimigos naturais (Aide,
1988), como em momentos de menor incidéncia de herbivoria, ou ainda
pela producdo simultanea de folhas (sincronicidade da brotacdo) (Aide,
1993). Assim, a avaliagdo da presenga e intensidade da herbivoria foliar
em V. curassavica permite compreender a influéncia desta sobre as
fenofases, além de ser uma importante informacdo para o uso, ja que a
matéria-prima para producdo de medicamentos provém das suas folhas.

Estudos fenoldgicos conduzidos com plantas medicinais no
ambito da Mata Atlantica visando contribuir com informagdes para uso
e conservacdo podem ser exemplificados com trabalhos como os de
Steenbock & Reis (2004), Mazza et al. (2011), Filippon et al. (2012),
Mariot et al. (2014), dentre outros.

Com relacdo a V. curassavica, informac@es fenoldgicas podem
ser encontradas nos trabalhos de Opler et al. (1975), que estudou varias
espécies da familia, em Guimardes (2006), onde foram avaliadas a
floristica e a fenologia de espécie que ocorrem na restinga, e em
Branddo et al. (2015), que avaliaram a fenologia da floracdo. Todos
estes estudos foram voltados apenas para a fenologia da reproducéo e
desenvolvidos em um curto periodo de avaliacéo.

Assim, como parte do estudo para a compreensdo dos aspectos da
autoecologia da espécie, este capitulo objetivou avaliar a fenologia
vegetativa e reprodutiva de V. curassavica e a existéncia de correlagéo
dos eventos fenoldgicos com variaveis climaticas, além de verificar a
ocorréncia de herbivoria foliar, em termos de intensidade, tipo de dano,
existéncia de variagdo sazonal ao longo do ano e a existéncia de relacdo
desta com as fenofases.
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2.3. MATERIAL E METODOS

O estudo da fenologia vegetativa, reprodutiva e registro da
herbivoria de V. curassavica foram conduzidos entre os anos de 2014 e
2016, em duas areas: uma no Parque Municipal das Dunas da Lagoa da
Conceigdo - restinga da Joaquina, e outra, na restinga do Campeche
(vide item 4. Areas de estudo). Apesar da proximidade das mesmas
(aproximadamente 7 km), para fins deste estudo foram consideradas
como duas populagdes distintas.

O clima da regido ¢ do tipo Cfa de Kdeppen (1948), mesotérmico
Umido, com verdes quentes e chuvas bem distribuidas ao longo do ano
(Caruso, 1990).

Durante o periodo avaliado, o comprimento do dia em horas
variou de 13,75 h.dia * em dezembro a 10,25 h.dia™ em junho, com
variagdo de 3,5 h ao longo do ano (Figura 21). O periodo com 0s
menores comprimentos do dia compreendem maio a julho, enquanto o
periodo de dias mais longos esta entre novembro e janeiro (Figura 21).
A temperatura média mensal (Figura 22) foi de 21,6 °C, com a maxima
em janeiro-fevereiro (25,8 °C) e a minima em julho (17,43 °C). As
temperaturas maximas alcancaram 36,45°C em janeiro e as minimas
foram de 5,5 °C em junho, més mais frio em ambos os anos. A
precipitacdo média anual (Figura 22) foi de aproximadamente 1.304 mm
em 2014, variando de 37,3 mm em julho a 209,7 mm em junho. Em
2015 a precipitacdo foi maior, totalizando 2.188,14 mm para 0 ano e
variando de 80,7 mm em agosto a 298,62 mm em fevereiro. Nos dois
anos avaliados as chuvas foram distribuidas ao longo do ano, sem
periodos secos. Nao houve coincidéncia de maior ou menor precipitacdo
com 0s meses mais quentes ou mais frios do ano. No primeiro ano, o
més de junho foi o de maior precipitacdo (209,7 mm) e apresentou uma
das menores médias de temperatura do ano (17,74 °C), enquanto que em
2015 as maiores precipitacfes ocorreram em fevereiro (298,6 mm) e
setembro (280,4 mm), onde as temperaturas variaram entre 25 °C e 19
°C (Figura 22). Os dados climatolégicos foram obtidos junto ao Centro
de InformagBes de Recursos Ambientais e de Hidrometeorologia de
Santa Catarina — CIRAM/Epagri.
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Figura 21: Variacdo do fotoperiodo tedrico da Ilha de Santa Catarina, no
periodo de 2014-2015.
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Figura 22: Variacdo da precipitacdo e temperatura da Ilha de Santa Catarina, no
periodo de janeiro de 2014 a janeiro de 2016.
2.3.1. ACOMPANHAMENTO FENOLOGICO

As observacfes fenoldgicas foram realizadas quinzenalmente,
durante o periodo de janeiro de 2014 a janeiro de 2016. Foram
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monitorados 30 individuos reprodutivos tomados ao acaso em cada uma
das é&reas, totalizando 60 individuos. Estes foram marcados com
etiquetas de aluminio numeradas, e avaliadas as fenofases de emissao de
folhas, folhas maduras, botéo floral, flores abertas (antese), fruto verde
(ou imaturo) e fruto maduro (Figura 23). As fenofases foram
quantificadas segundo metodologia proposta por Fournier (1974), a qual
avalia individualmente a intensidade das fenofases utilizando uma escala
intervalar de zero a quatro, com amplitude de 25% entre cada intervalo
(0= auséncia; 1= 1-25%; 2= 26-50%; 3= 51-75%; 4= 76-100%). Além
das fenofases vegetativas e reprodutivas foi avaliada a ocorréncia e
intensidade de herbivoria foliar, e registrado o tipo de dano foliar,
ponderando a idade da folha. Foram consideradas folhas jovens aquelas
em expansao, e maduras as totalmente expandidas.

Figura 23: Fenofases avaliadas de Varronia curassavica Jacq., em ambiente de
restinga, Floriandpolis/SC. A) emissdo foliar e folhas maduras (totalmente
expandida); B) botéo floral e flores abertas; C) frutos verdes e maduros. Fotos
da autora.
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2.3.2. ANALISE DE DADOS

Foi calculada a porcentagem de individuos que manifestaram as
fenofases em cada més, bem como a intensidade da fenofase. A
intensidade de cada fenofase foi calculada pelo método proposto por
Fournier (1974), por meio da férmula:

Y Fournier

% de Fournier = N

Onde: % Fournier é a somatdria das categorias de Fournier dos individuos
dividido pelo méaximo de Fournier que pode ser alcangado por todos 0s
individuos (N) na amostra. O valor obtido corresponde a uma proporgdo, é entdo
multiplicado por 100.

A verificacdo da normalidade da distribuicdo dos dados foi
realizada por meio do teste de Kolmogorov-Smirnov (Zar, 1999). Foram
estimados os Coeficientes de correlacdo de Spearman (Zar, 1999) para
verificar as relagOes entre a fenofases e as variaveis climaticas em cada
més. Estatisticas circulares foram usadas para determinar a
sazonalidade, conforme proposto por Morellato et al. (2010) e, para
calcular os parametros desta, os meses foram convertidos em angulos,
sendo 0° = janeiro, sucessivamente até 360° = dezembro, em intervalos
de 30°. Foram calculados o angulo médio (a), o desvio padrdo angular e
comprimento do vetor (r) e testada a significancia do angulo por meio
do teste de Rayleigh (Z) para a distribuicdo circular (Zar ,1999). Quando
0 angulo médio é significativo o padrdo é considerado sazonal, e este
corresponde a data média do ano ao redor da qual estdo concentrados os
eventos fenoldgicos (Morellato et al.,, 2010). O vetor r indica a
concentracdo dos individuos em torno da data média ou grau de
sazonalidade da fenofase (Morellato et al., 2010). As fenofases que
apresentaram angulo médio significativo (p < 0,05) foram convertidas
em data média, ou seja, data de maior intensidade da fenofase durante o
ano. A data pico de atividade foi determinada pelo més com maior
nimero de individuos em atividade fenol6gica (Pirani et al., 2009). O
teste t-student (t; p<0,05) foi utilizado para detectar possiveis diferencas
entre as areas e 0s anos estudados. Os dados foram analisados com o
auxilio do programa Oriana (Kovach, 2004).

A aplicacdo dos dois métodos de avalia¢do: qualitativo (presenca
ou auséncia da fenofase) e semi-quantitativo (intensidade do evento),
fornecem informagfes distintas, portanto complementares. Segundo
Bencke & Morellato (2002), o pico de intensidade da fenofase pode
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estar mais relacionado a fatores bidticos como a presenga, atividade ou
abundancia de polinizadores e dispersores, uma vez que guarda relacéo
direta com a abundancia da floragdo ou frutificacdo. JA o pico de
atividade pode estar mais voltado a caracteristicas endogenas e a fatores
abioticos que atuam sobre a fisiologia da planta, causando ou reduzindo
0 periodo de ocorréncia das fenofases.

Para quantificar a intensidade de herbivoria e existéncia de
variacdo sazonal ao longo do ano foi empregada a mesma escala
intervalar e andlise estatistica propostas para as fenofases vegetativas e
reprodutivas.

2.4. RESULTADOS

A emissdo de folhas e a presenca de folhas maduras em V.
curassavica foram continuas, apresentando maxima intensidade das
fenofases durante todo o periodo amostrado (Figuras 24, 26). Tal padrao
foi similar para as duas populagdes, com uma discreta variagéo.

A espécie pode perder parcialmente suas folhas, caracteristica
observada para alguns individuos na popula¢do. Durante o periodo de
abscisao foi observado uma reducdo na velocidade da emisséo foliar. No
primeiro ano de avaliacdo a perda de folhas foi mais evidente no periodo
de setembro a novembro na popula¢do do Campeche, enquanto que na
Joaquina este periodo compreendeu os meses junho e novembro (Figura
26). No segundo ano, a populagdo do Campeche apresentou uma
pequena perda de folhas no més de julho e outra entre novembro e
dezembro, um pouco mais acentuada que no primeiro evento, enquanto
gue na Joaquina, a perda de folhas foi mais evidente no periodo de
novembro a inicio de janeiro. Estas diferencas foram significas entre as
areas (t = - 2,59; p < 0,05). O teste de Rayleigh ndo pode ser calculado
para as fenofases vegetativas por ndo haver variacdo na atividade
(Tabela 12).

Varronia curassavica floresceu praticamente ao longo de todo
ano, contudo, com dois picos de intensidade distintos, sendo um deles
no periodo de fevereiro e marco, e outro, de maior intensidade, entre
agosto e outubro (Figura 25, 26). Houve uma pequena variagao entre as
populagdes, sendo que na populacdo da Joaquina o periodo foi mais
amplo e de maior intensidade. Na populacdo do Campeche, a
intensidade maxima de floragéo foi registrada em setembro, alcangando
o0 percentual de 78 e 76% para botdo floral e flores abertas
respectivamente. Na populagdo da Joaquina, a intensidade méxima foi
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de 94 e 93% para as referidas fenofases, no mesmo periodo. Para o
segundo ano de avaliacdo, o padréo foi similar mantendo os picos entre
janeiro e fevereiro e agosto e novembro. Apesar de haver uma pequena
variacdo entre as populagdes e entre os anos, estas ndo foram
estatisticamente significativas (t = - 0,64; p > 0,05). O pico de floracéo
foi sazonal e significativo, com data média no més de outubro,
estendendo a antese para novembro no Campeche em 2015 (Tabela 12),
periodo com alta precipitacdo e temperaturas em elevagdo. Contudo, ndo
houve correlacdo significativa entre estas fenofases e as variaveis
climaticas (Tabela 13).

Assim como a floracdo, a producdo de frutos apresentou padréo
similar (Figuras 25, 26). Para os frutos verdes os picos de intensidade
ocorreram entre 0s meses de marco e abril, e outro, de maior intensidade
entre 0s meses de agosto e novembro (Figura 26). Este Gltimo foi
sazonal, para ambas as populagbes, com data média no més de outubro
(Tabela 12). A maturagdo dos frutos, contudo foi significativamente
diferente tanto entre os anos avaliados como na intensidade de producéo
para as duas areas (t = 3,11 Campeche e t = 2,72 Joaquina; p < 0,05).
Em 2015, o maior nimero de registros foi efetuado na Joaquina, porém,
0s picos de intensidade foram mais acentuados no Campeche (52%),
evidenciando uma maior concentragdo dos eventos de maturacdo. Na
populacdo da Joaquina foi observado apenas um pico de maturacdo, que
ocorreu entre setembro e novembro (33% em outubro), menos intenso
gue o observado para a populacdo do Campeche (52% em setembro),
que frutificou com mais intensidade entre os meses de margo e abril e
agosto e outubro. J& no segundo ano, a intensidade de maturacdo foi
significativamente menor, com dois picos, um em fevereiro e outro entre
setembro e outubro, porém, ndo ultrapassando os 13% na escala de
Fournier para todos os individuos avaliados, enquanto este chegou a
60% de intensidade no primeiro ano. Os picos de maturacdo dos frutos
também foram sazonais e significativos, com data media para outubro-
novembro (Joaquina) e novembro-dezembro (Campeche) (Tabela 12).
N&o houve correlacdo significativa entre a frutificacdo e as varidveis
climéticas (Tabela 13).
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Figura 24: Histogramas circulares de frequéncia relativa mensal de Varronia
curassavica Jacg., referente as fenofases vegetativas e herbivoria foliar nas
restingas do Campeche e Joaquina para os anos de 2014 e 2015. A-E) Emissdo
foliar Campeche (2014 A - 2015 E); B-F) Folhas maduras Campeche; 1-M)
Emissao foliar Joaquina; J-N) Folhas maduras Joaquina; C-G) Herbivoria folha
jovem Campeche; D-H) Herbivoria folha madura Campeche; K-O) Herbivoria
folha jovem Joaquina; L-P) Herbivoria folha madura Joaquina.
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Figura 25: Histogramas circulares de frequéncia relativa mensal de Varronia
curassavica Jacq., referente as fenofases reprodutivas nas restingas do
Campeche e Joaquina entre os anos de 2014 e 2015. A-E) Botdo floral
Campeche; B-F) Antese Campeche; C-G) Fruto verde Campeche; D-H) Fruto
maduro Campeche; 1-M) Botdo floral Joaquina; J-N) Antese Joaquina; K-O)
Fruto verde Joaquina; L-P) Fruto maduro Joaquina.



97

Tabela 13: Resultado das analises dos testes de estatistica circular para sazonalidade, comportamento fenoldgico e presenca de
herbivoria de Varronia curassavica Jacg., no Campeche e Joaquina, restinga da llha de Santa Catarina, entre os anos de 2014 e
2015. A = area; Obs. (N) = Namero de observacdes; Ang. = angulo; X = médio; DP = desvio padrdo circular; C = Comprimento. *
=p <0,05; ** =p <0,001; - =ndo pode ser calculado devido auséncia de variag&o.

Teste de uniformidade

A Fenofase Obs. (N) Ang. X (a) Data X DP Angular C vetor X (r) de Rayleigh(p)
2014 2015 2014 2015 2014 2015 2014 2015 2014 2015 2014 2015
Emisséo Foliar 720 720 - - - - - - - - - -
Folhas Maduras 720 720 - - - - - - - - - -
Botéo Floral 360 405  296° 304° 24/10 01/11 115° 103° 0,13 0,20 0,002* 1,1E-07%;**
% Antese 301 308  329° 321° 13/10 1811 112° 88> 0,14 031 0,003* < 1E-12%**
é‘ Fruto Verde 241 298  282° 331° 10/10 28/11 109° 98° 0,16 0,23 0,002* 8,4E-08*;**
8 Fruto Maduro 64 86 310° 355° 0Q7/11 22/12  85° 85° 0,33 0,34  95E-04*;** 6,5E-05*;**
Herbivoria FJ 422 255  282° 273° 10/10 01/10 90° 90° 0,29 0,29 < 1E-12%** 6,4E-10%;**
Herbivoria FM 718 701 195°  240° 15/07 29/08 202° 172° 0,00 0,01 0,997 0,918
Emissdo Foliar 719 720  270° - 28/09 - 208° - 0,00 - 0,999 -
Folhas Maduras 714 720  278° - 06/10 - 180° - 0,01 - 0,963 -
« Botéo Floral 372 376 274° 297° 02/10 25/10 104° 90° 0,19 0,29  1,2E-06*;** < 1E-12%;**
% Antese 287 325 289° 297° 17/10 25/10 91° 88° 029 0,30  51E-11*** < 1E-12%;**
S Fruto Verde 226 220  289° 301° 17/10 29/10  85° 70° 033 048  19E-11*%** < 1E-12%;**
Fruto Maduro 88 78 296° 307° 24/10 04/11 52° 48° 0,67 071 < 1E-12%** < 1E-12%**
Herbivoria FJ 481 349  269° 246° 27/10 04/09  98° 98° 023 023  4,9E-12*%;** 8,1E-09*;**
Herbivoria FM 710 717 284° 285° 12/10 13/10 174° 191° 0,01 0,00 0,932 0,989
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Figura 26: Fenogramas do percentual de intensidade de Fournier referente as
fenofases vegetativas e reprodutivas de Varronia curassavica Jacg., e herbivoria
foliar no periodo de janeiro de 2014 a janeiro de 2015, avaliadas nas restingas
da Joaquina (®) e do Campeche (®) Florian6polis/SC.
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A herbivoria foliar foi registrada em todos os individuos
avaliados, em ambas as populacdes (Figuras 24, 26). Em folhas jovens,
um maior nimero de individuos apresentou herbivoria entre o periodo
de junho a dezembro, com uma pequena variagdo entre as areas, porém
ndo significativa (t = -1,63; p > 0,05). A intensidade foi baixa ao longo
de todo ano, ndo ultrapassando 38% nos dois anos. Janeiro a abril foi 0
periodo de menor registro para esta atividade, bem como de menor
intensidade. O tipo de dano mais comum observado nas folhas jovens
foi corte (Figura 27). O pico de herbivoria em folhas jovens foi sazonal
e significativo para o més de outubro - novembro (Tabela 12). Quanto as
folhas maduras, todos os individuos apresentaram danos ao longo de
todo ano, sem definicdo de picos distintos ao longo do periodo de
avaliacdo e sem sazonalidade (Figuras 24, 26). Na comparagdo entre
populacdes, a herbivoria foi significativamente mais intensa na Joaquina
(t = 2,71; p < 0,05). Nas folhas maduras foi possivel detectar danos
como minagdo, perfuracdo e corte (Figura 27). Devido a baixa variacéo,
o0 teste de Rayleigh ndo foi significativo, ndo apresentando, portanto,
data média para herbivoria.

Foi detectada correlacéo significativa e positiva entre herbivoria e
as fenofases vegetativas no segundo ano de avaliacdo (Tabela 13).

Figura 27: Danos causados pela herbivoria foliar em Varronia curassavica
Jacq. A) Minacdo; B) perfuracéo e C) corte.
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Tabela 14: Correlagdo de Spermann (r) entre as fenofases, herbivoria foliar, e as varidveis climaticas, anos de 2014 e 2015,
Floriandpolis/SC. T min = Temperatura Minima; T med. = Temperatura Média; T Mx. = Temperatura Maxima; Precipitagio;
Fotoperiodo; H = Herbivoria; HFJ = Herbivoria Folha Jovem HFM = Herbivoria Folha Madura. * =p < 0,05.

T min T med T max Precipitagdo  Fotoperiodo HFJ HFM

2014 2015 2014 2015 2014 2015 2014 2015 2014 2015 2014 2015 2014 2015
Emissdo - -0,31 - -0,34 - -0,24 - -0,12 - -0,33 - -0,33 - -0,05
Folha madura - -0,31 - -0,34 - -0,24 - -0,12 - -0,33 - -0,33 - -0,05
% Botéo Floral 0,02 -024 -000 -019 003 002 -020 035 005 -006 013 -042 -0,04 -0,21
8 Flores Abertas 015 -006 012 o001 010 0,22 -022 037 013 014 015 -041 0,06 0,14
% Fruto Verde 012 -0,05 0,07 -008 001 -001 -011 055 0,19 016 003 -0,30 0,02 -046
8 Fruto Maduro 0,08 022 009 017 004 002 -034 039 032 020 020 058 -037 -0,72

HFolha Jovem -0,31 -0,13 -0,35 -020 -0,12 -0,01 -0,10 -0,06 0,05 0,22 - - - -

H Folha Madura -0,41 -0,44 -0,44 -043 -0,38 -022 009 -021 -044 -015 - - - -
Emisséo - -040 - -044 - -0,39 - 0,03 - -053 - -038 - 0,70*
Folha madura 0,09 -040 -006 -044 008 -039 -019 003 020 -053 041 -038 0,36 0,70*
<Z( Botdo Floral -0,12 -0,19 -0,24 -0,13 0,07 0,11 0,04 038 003 0,07 0212 -0,11 0,18 0,44
S Flores Abertas 0,00 -0,20 -0,04 -0,23 0,17 0,09 -0,08 041 016 006 0,07 -0,16 029 043
g Fruto Verde 0,03 -025 -0,02 -025 0,02 -005 -0,24 045 015 0,05 0,04 -009 021 0,39
9, Fruto Maduro 0,11 -0,26 0,06 -0,29 -0,04 -0,22 -0,13 054 027 013 0,26 -006 021 0,25

HFolha Jovem -042 -0,24 -048 -037 -044 -033 0,02 -004 -004 -0,12 - - - -
H Folha Madura -0,19 -0,50 -0,27 -0,48 -0,06 -0,21 -043 0,16 0,12 -032 - - - -
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2.5. DISCUSSAO

As fenofases estudadas ndo apresentaram correlacdo significativa
com as varidveis climaticas, embora tenha sido observada sazonalidade
para as mesmas. Estudos tém demonstrado que em ambientes pouco
sazonais, como o das éareas estudadas, os fatores ambientais devem
influenciar em menor grau as fenofases quando comprado ao que
acontece em areas com sazonalidade marcada (vide Koptur et al., 1988;
Morellato & Leitdo-Filho, 1990; Talora & Morellato, 2000), o que
sugere que outros fatores, além dos climaticos, devem influenciar na
periodicidade das mesmas. Para espécies tropicais, fatores enddgenos,
além de pressGes seletivas e bidticas, podem desempenhar importante
papel na determinacdo fenoldgica (Borchert, 1980; Tarola & Morellato,
2000; Medeiros et al., 2007).

A reposicéo foliar, marcada pela constante emisséo de folhas, e
também a presenca de folhas maduras ao longo de todo o periodo
observado podem ser estrategicamente vantajosas para a espécie, pois,
permitem a manutencdo da taxa fotossintética ao longo de todo ano
(Jackson, 1978). A perda de folhas em alguns individuos, que ocorre de
forma pouco sincronica e diferente entre as populagdes demonstra que
aparentemente ndo ha um padrdo que possa ser observado. A abscisao
foliar tem sido frequentemente associada a sazonalidade climética, onde
as espécies costumam perder suas folhas em estacGes secas bem
definidas (Frankie et al., 1974; Morellato et al., 1989; Morellato, 1995).
Para V. curassavica, tal questdo parece estar relacionada antes a fatores
como a idade e a pressdes bidticas.

A floragdo da espécie pode ser observada em baixa intensidade ao
longo de praticamente todo o ano, porém, com dois picos de intensidade
e sazonalidade marcada, que coincide com o periodo de aumento
gradual de temperatura e fotoperiodo. Estudos realizados por Morellato
(1991), Tarola e Morellato (2000) e Staggemeier et al. (2007) sugerem
gue a floracdo seria desencadeada pelo aumento do fotoperiodo,
temperatura e umidade na transicdo da estacdo seca para a Umida. Para
V. curassavica, picos de florescimento nesta época do ano apresentaria
vantagens como o aumento da disponibilidade de luz, da quantidade de
nutrientes disponiveis para as plantas e da atividade dos animais
polinizadores (Morellato, 1991; Morellato & Leitdo-Filho, 1992).

A sobreposicdo de estratégias de florescimento onde a espécie
mantém um padrdo continuo de floragdo com mais de um pico de
florescimento anual permite a regulacdo do fluxo de pdlen e a
manutencdo de polinizadores ao longo de todo o ano, favorecendo
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cruzamentos aleatérios entre grupos de individuos distintos e uma ampla
guilda de visitantes florais. Regular o fluxo de polen inclui evitar
autopolinizacdo por meio da reducdo do ndmero de flores por dia e
promover 0 movimento de polinizadores entre as plantas (Sakai, 2001).
Ao mesmo tempo, os picos de elevada intensidade e sincronizacao
marcam periodos distintos do ano em que a atracdo dos polinizadores é
potencializada, reduzindo assim, uma polinizagdo incerta (Augspurger,
1980). Assim, a estratégia de sobreposicdo destes padrBes tende a
maximizar a possibilidade de fecundacdo cruzada e favorecer o fluxo
génico da espécie.

Guimaraes (2006) caracterizou a fenologia reprodutiva de
espécies vasculares na mesma area do presente estudo e demonstrou
gue, para a maioria das espécies, a fase reprodutiva ocorre durante o
verdo, com periodos de floragdo e de frutificagdo longos, superiores a
cinco meses. Para V. curassavica a mesma autora registrou varios
eventos de floracdo e frutificacdo ao longo de todo o ano. De fato, o
florescimento sincronizado de espécies diferentes pode facilitar a
polinizacdo por meio do aumento da densidade de recursos e atragdo de
polinizadores locais (vide Schemske, 1981; Sakai et al., 1999).

Medeiros et al. (2007) estudaram a fenologia de espécies lenhosas
em area de restinga, no nordeste do Brasil (Pernambuco), e observaram
que, além da maioria das espécies terem mais de um evento de floragdo
ao longo do ano, elas apresentaram baixo nivel de sincronia entre os
individuos, e tal resultado é atribuido pelos autores a diferencas de
micro-habitat. Tal questdo pode estar relacionada as diferencas
observadas entre as populacfes estudadas, que embora préximas,
demonstraram variacdo no periodo e na intensidade das fenofases
reprodutivas.

A frutificagdo apresentou padrdo similar ao da floragdo, com
picos entre fevereiro e mar¢o e entre agosto e novembro para fruto
verde. J& a maturagdo dos frutos se estendeu até abril, no primeiro pico.
Consonante com a floracdo a baixa sazonalidade climatica oferece
condi¢Bes um pouco menos restritivas para o desenvolvimento e para a
maturacao dos frutos ao longo do ano (San Martin-Gajardo & Morellato,
2003).

Comparada a quantidade de registros de floracdo e frutos verdes,
a maturacdo foi observada em poucos individuos e em intensidade
menor, com diferencas entre as populagfes avaliadas. Também foi
significativamente menor no segundo ano de avaliacdo, cuja
pluviosidade foi aproximadamente trés vezes superior ao primeiro ano,
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no periodo da fenofase. A producdo de flores e frutos pode sofrer
alteracBes causadas por intensa pluviosidade, como a inibicdo da
atividade dos polinizadores ou o dano as estruturas reprodutivas
(Newstrom et al., 1994), e assim interferir no florescimento. Como as
diferencas foram encontradas na fase de maturacdo, esta baixa
intensidade de frutos maduros em relagdo aos frutos imaturos poderia
ser resultado da rapida remogdo por animais frugivoros. Além disso, o
acompanhamento do desenvolvimento de inflorescéncias de V.
curassavica demonstrou que a espécie apresenta um elevado nimero de
abortos, tanto de flores quanto de frutos vide capitulo 3 e Hoeltgebaum
et al. (2017). Entre as hipo6teses mais aceitas para explicar a ocorréncia
de abortos de frutos estd a selecdo de paternidade do zigoto (Bawa &
Webb, 1984). Para V. curassavica, a autoincompatibilidade intramorfos,
tipica de espécies heterostilicas (Opler et al., 1975) pode ser um dos
fatores que contribua expressivamente para este resultado.

A constante presenca de herbivoria nas populagGes avaliadas se
evidenciou ao longo de todo o periodo acompanhado, tanto em folhas
jovens, quanto nas folhas maduras. A maior diversidade e intensidade de
danos foram encontradas nas folhas maduras. Folhas maduras além de
terem maior area foliar, acumulam os danos, ja que permanecem nessa
condi¢do por muito mais tempo do que as folhas em transicdo de
crescimento. Além disso, folhas jovens podem apresentar maiores
guantidades de taninos, terpendides e toxinas, 0 que pode comprometer
o desenvolvimento e a sobrevivéncia dos herbivoros (Fernandes, 1994;
Goémez et al., 1999). Os diferentes tipos de danos encontrados nas folhas
demonstram que a espécie é procurada por uma grande diversidade de
herbivoros, que a utilizam ao longo de todo o ano.

Segundo Coley (1983) e Angelo & DalMolin (2007), a herbivoria
pode influenciar no sucesso reprodutivo, na sobrevivéncia e na fenologia
foliar. Contudo, apesar de ter sido registrado danos na maior parte dos
individuos, os resultados apontaram auséncia de correlacdo entre a
herbivoria e a maioria das fenofases. Por outro lado, no segundo ano de
avaliacdo houve uma correlacdo positiva entre a herbivoria e as
fenofases vegetativas. Segundo Aide (1993), a producdo simultanea de
folhas pode ser uma das estratégias para resistir a herbivoria, ja que a
sincronicidade da brotacdo faz com que alguns escapem da herbivoria
(Lieberman & Lieberman, 1984). Como a fenologia vegetativa
apresentou pouca variagdo, para as populagdes estudadas, tal correlacéo
pode ser também influéncia da quantidade de individuos que
apresentaram abscisdo de folhas. Esta Ultima parece estar relacionada
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antes com a idade do que com herbivoros, ja que os danos observados
ndo provocam desfolhamento na espécie.

Tanto para a herbivoria quanto para as fenofases avaliadas nas
duas areas, pOde-se observar que apesar da espécie manter um padrao,
h& uma pequena variagdo no ndmero de individuos que apresenta a
fenofase e, na intensidade das mesmas. Esta variacdo entre as areas
reflete a variacdo individual presente nas populacGes, que pode estar
relacionada a fatores enddgenos da planta ou a singularidades do micro-
habitat (Newstrom et al., 1994), como também a umidade no solo e
concentracdo de nutrientes (Wielgolaski, 2001; Dahlgren et al., 2007).

2.6. CONCLUSOES

A emissdo foliar constante, e a presenca de folhas maduras
disponiveis ao longo de todo o ano sdo indicativos do potencial de
regeneracdo e da reposi¢do que a espécie apresenta, caracteristica
importante quando considerado o uso a partir deste recurso.

A estratégia de florescimento nas populacdes avaliadas permite a
regulacdo do fluxo de pélen e a manutencdo de polinizadores ao longo
de todo o ano, favorecendo cruzamentos aleatérios entre grupos de
individuos distintos e uma ampla guilda de visitantes florais. Ao mesmo
tempo, os picos de elevada intensidade e sincronizagcdo marcam periodos
distintos em que a atracdo dos polinizadores é potencializa. A
sobreposicdo destes padrfes tende a maximizar a possibilidade de
fecundacéo cruzada e favorecer o fluxo génico da espécie.

A manutencgdo deste padrdo para a frutificacdo contribui para a
sustentacdo da fauna dispersora, ao longo de todo ano e
consequentemente traz implicagfes importantes para fluxo génico por
meio das sementes.

A baixa producdo de frutos maduros pode estar refletindo
singularidades do sistema reprodutivo da espécie, tais como a presenca
de mecanismos de autoincompatibilidade, além de estar associada a uma
rapida remogao destes pela fauna.

A presenca de herbivoria ao longo de todo 0 ano e os varios tipos
de danos registrados permite inferir sobre a importancia da espécie para
a alimentac@o e manutencéo de diferentes insetos na érea, além daqueles
polinizadores e dispersores. Apesar de ocorrer danos na maior parte dos
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individuos, os resultados ndo evidenciaram influéncia nos diferentes
ciclos reprodutivos ou vegetativos da espécie.

De modo geral, o estudo também contribui para o conhecimento
da vegetagdo da restinga, que se evidencia como complexa e singular,
onde as interacdes entre ambiente, flora e fauna podem ter relevante
influéncia na manifestacdo das diferentes fases dos ciclos de vida das
espécies.
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CAPITULO 3

BIOLOGIA REPRODUTIVA DE Varronia curassavica Jacq.:
RECURSO ESTRATEGICO NA RESTINGA

“Disse a flor para o pequeno principe:

é preciso que eu suporte duas ou trés
larvas se quiser conhecer as borboletas”.
Antoine de Saint-Exupéry


http://pensador.uol.com.br/autor/antoine_de_saint_exupery/
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3.1. RESUMO

Este estudo buscou avaliar aspectos da biologia reprodutiva da espécie.
Para tanto foi realizada a caracterizagdo morfol6gica, acompanhado os
eventos de floracdo, avaliada a disponibilidade de néctar e poélen,
registrado a presenca e comportamento de visitantes florais e
dispersores, e estimada a taxa de cruzamento, por meio da avaliacdo de
genotipos provenientes de progénies e matrizes utilizando-se 8 loci
microssatélites. A espécie apresentou heterostilia e protoginia. A antese
é diurna e a duracéo das flores é inferior a um dia. A curta duracdo das
flores é compensada pela disponibilidade prolongada do recurso. O
elevado numero de aborto de flores e frutos sugere que mecanismos
como a autoincompatibilidade intramorfos e o facil desprendimento das
flores estejam contribuindo para uma producéo reduzida de frutos. Os
visitantes florais foram diversos, caracterizando uma sindrome de
polinizacdo generalista. Diptera, Hymenoptera e Lepidoptera foram as
ordens de visitantes com maior riqueza de espécies e maior frequéncia.
O principal recurso buscado foi néctar. Os frutos foram dispersos
predominantemente por passaros e por formigas. De modo geral, a
espécie disponibiliza recursos para importantes vetores de polen e aves
ao longo do ano, muitos dos quais atuam como polinizadores de
diversas outras espécies na area de restinga. Logo, a manutencéo destas
interacdes é imprescindivel, tanto para as populagdes naturais de V.
curassavica, quanto para a conservacao deste ecossistema. Analises do
sistema de cruzamento indicaram que V. curassavica é tipicamente
alégama (£ = 0,98; razdo P:O = 7.087,50), evidenciando que os
mecanismos de autoincompatibilidade se mantém na populagéo sob a
existéncia da poliploidia. A manutencéo de tal mecanismo dependera do
balanco de poliploides auto compativeis que podem ingressar
futuramente nesta populagéo.

Palavras-chave: dispersdo, heterostilia, polinizacdo, recursos florais,
reproducdo, taxa de cruzamento.



109

3.2. INTRODUCAO

O conhecimento da biologia reprodutiva de plantas é importante
para prever a capacidade de sobrevivéncia de uma espécie, uma vez que
contribui na identificacdo dos fatores que afetam a reproducdo e
manutencdo de suas populacBes (Rodriguez-Perez, 2005), além de
contribuir para o entendimento de padrdes de fluxo génico e
diferenciacdo genética destas (O’Malley et al., 1988; Bawa, 1992).
Logo, esta compreensdo € base para fundamentar e subsidiar acbes de
conservacdo e uso sustentavel de plantas (Nazareno & Reis, 2012;
Mariot et al., 2014).

Dentre os diversos aspectos associados a biologia reprodutiva de
plantas, a morfologia floral de uma espécie pode influenciar no acesso
aos recursos e na eficiéncia na busca destes pelos visitantes florais
(Inouye, 1980). Portanto, as caracteristicas morfolégicas e ecoldgicas
das plantas estdo intimamente relacionadas aos agentes polinizadores, e
0s estudos destas caracteristicas contribuem para o entendimento da
ecologia reprodutiva (Faegri & Van der Pijl, 1979).

As interacfes que ocorrem entre polinizadores e as plantas
dependem principalmente da biologia das espécies envolvidas, como
época e duracdo de florescimento, horério da antese floral, tipo de
recurso que é disponibilizado ao polinizador, morfologia da flor e do
visitante, habito e estratégia do animal durante a visita, além da
proximidade da &rea de vida do polinizador (Faegri & Van der Pijl,
1979; Proctor et al., 1996).

Compreender os fatores que interferem na polinizagdo e no
sucesso reprodutivo de uma espécie implica em também conhecer a
viabilidade, longevidade e a quantidade de pdlen produzido por uma
planta (Kearns & Ynouye, 1993). A quantidade de pdlen pode estar
associada ao sistema reprodutivo da planta, sendo que estudos apontam
gue plantas com eficiente mecanismo de transferéncia de pdlen nédo
necessitam produzir grandes quantidades do mesmo (Cruden, 1977).

Assim, dentre a complexidade de fatores envolvidos na biologia
reprodutiva de uma planta, o sistema de cruzamento pode ser
determinado tanto pelo comportamento de forrageamento de
polinizadores (Hirao et al., 2006), quanto pela fenologia e a densidade
da floracdo (Oddou-Muratorio et al., 2006). Além destes, o sistema de
cruzamento também pode ser determinado por fatores genéticos, dentre
0s quais cabe destacar aqueles relacionados ao grau de
autoincompatibilidade (Karron et al., 1997; Goodwillie et al., 2005).



110

Varronia curassavica Jacq. (Boraginaceae) é uma espécie
hermafrodita que apresenta mecanismos que forcam a fecundagdo
cruzada, como a heterostilia (Opler et al., 1975; Ganders 1979; Taisma
& Varela, 2005). A heterostilia em Varronia tem sido registrada desde
Darwin (1877), sendo considerada comum para diferentes géneros de
Boraginaceae (Opler et al., 1975). Espécies com esta caracteristica
apresentam incompatibilidade intramorfos sendo que na maioria das
vezes, apenas os cruzamentos entre flores de morfos distintos séo
capazes de produzir progénie vidvel (Barrett, 2002; Barrett, 2003).
Estudos tém demonstrado, no entanto, que a restauracdo da
autocompatibilidade pode ocorrer naturalmente em algumas espécies ou
surgir como resultado da poliploidizacdo (Schifino-Wittmann &
Dall’agnol, 2002). A poliploidia pode afetar ou mesmo impedir as
reagbes de autoincompatibilidade por meio de alteragBes no balango
genético nas espécies (Entani et al., 1999; De Nettancourt, 2000), e
frequentemente  tem  sido  relacionada a0 aumento  da
autocompatibilidade (Galloway et al., 2003).

Mudangas na compatibilidade associadas com a poliploidia
podem resultar em alteragcBes no sistema de cruzamento (Galloway et
al., 2003). Os efeitos provenientes destas alteracBes, como o0
aparecimento de depressao endogamica, ainda sdo pouco conhecidos em
espécies polipldides e um tanto contraditérios (vide Husband &
Schemske, 1997; Dudash & Fenster, 2001; Galloway et al., 2003;
Galloway & Etterson, 2007; Barringer & Geber, 2008).

A poliploidia estd presente em diversas especies da familia
Boraginaceae (Mable, 2004; Meeus et al,. 2012; Coppi et al., 2014) e
também em V. curassavica, caracterizada como autotetraploide (vide
capitulo 4). A avaliacdo do sistema de cruzamento em populagdes
poliploides de V. curassavica, aliada aos diversos aspectos da biologia
reprodutiva é importante para elucidar até que ponto, os mecanismos de
autoincompatibilidade sdo mantidos nestas populagfes e como estes
podem influenciar na manutencéo das suas popula¢es em seu ambiente
de ocorréncia.

Apesar da relevancia e do uso continuado da espécie existe ainda
uma grande lacuna no conhecimento da sua autoecologia, onde poucos
trabalhos foram desenvolvidos sobre a biologia reprodutiva (vide Opler
et al., 1975; Branddo et al., 2015).

Neste contexto, este estudo teve como objetivo responder as
seguintes questBes: a) quais sdo caracteristicas da floracdo da espécie?
b) quais recursos a espécie disponibiliza para os visitantes florais? c) as
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caracteristicas morfolégicas da flor definem uma sindrome especifica de
polinizacdo? d) a espécie mantém a heterostilia na populagio avaliada
e/ou dispbe de outros mecanismos florais que contribuam para a
restricdo ou prevencdo da autofecundag@o? e) quais sdo 0s visitantes
florais e seus potenciais polinizadores? f) qual o tipo de sistema
reprodutivo da espécie? g) quem realiza a dispersao dos seus frutos?

3.3. MATERIAL E METODOS
3.3.1. AREA DE ESTUDO

O estudo foi conduzido em area de restinga herbaceo-arbustiva da
Praia da Joaquina, localizada no Parque Municipal das Dunas da Lagoa
da Conceicdo - PMDLC (27°37'46.19"S; 48°27'1.59"W), ao leste de
Floriandpolis - Santa Catarina (vide item 4. Areas de estudo).

3.3.2. CARACTERIZAGCAO MORFOLOGICA

Foram utilizadas cinco flores de dez individuos (cinco individuos
de cada morfotipo floral, associado a heterostilia) e tomadas as medidas
de comprimento da flor (medida do célice e corola), do calice, da corola,
do tubo, do gineceu e androceu, diametro de abertura do tubo da corola,
realizadas com auxilio de paquimetro, e contados o nimero de estames e
pétalas (Figura 28). Para analise dos dados, foram empregadas
estatisticas descritivas. O teste t-student (t; p < 0,05) foi utilizado para
detectar possiveis diferencas das caracteristicas florais entre os
morfotipos encontrados.

A exsicata da espécie esta depositada no herbario FLOR da
Universidade Federal de Santa Catarina, sob o voucher FLOR 20081.

3.3.3. ACOMPANHAMENTO DA FLORACAO E RECURSOS
FLORAIS

Foram marcadas 50 inflorescéncias (cinco em 10 individuos) e
tomadas medidas do tamanho, além da contagem do nimero de botbes
por inflorescéncia, flores abertas, senescentes, nimero de frutos
imaturos e maduros. As avaliacGes foram realizadas em intervalos de
trés dias, durante 49 dias.

O acompanhamento da antese e duracdo floral (considerado da
abertura a0 murchamento da corola) foi realizado por meio de
observagfes continuas de botdes florais em pré-antese, registrando-se o
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horario de abertura, o tempo de duracdo das flores e alteragcBes na
morfologia floral. A receptividade do estigma foi testada desde a pré-
antese até o murchamento floral com Sudam Il glicerinado, em 10
flores de diferentes individuos.

A liberagdo do polen foi avaliada em 50 flores de 10 individuos,
por meio de observacGes diretas em campo, tocando suavemente as
anteras com um microcapilar de vidro a cada duas horas.

Para registrar a secrecdo de néctar potencial foram ensacadas 10
inflorescéncias, com flores em pré-antese, de diferentes individuos e,
apos 24 horas foram efetuadas as medices em 50 flores (cinco de cada
inflorescéncia). A producdo de néctar instantaneo foi avaliada em trés
dias e em 50 flores de 10 individuos. Para tanto, as medi¢es iniciaram
com flores em pré-antese sendo repetidas a cada duas horas, durante o
periodo de duracdo da flor. Tais medi¢des foram realizadas com auxilio
de microcapilares (1 uL) e a quantificacdo seguiu o proposto por Dafni
(1992).

Figura 28: Medidas realizadas para caracterizacdo da morfologia floral de
Varronia curassavica Jacq. (Boraginaceae). A) a. medida do comprimento do
calice, b. medida comprimento da flor; B) medida do didmetro de abertura do
tubo da corola; C) d. medida do comprimento do tubo, e. medida do androceu;
D) f.g. medida do gineceu. Fotos: Marcia Patricia Hoeltgebaum.
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3.3.4. VISITANTES FLORAIS E DISPERSORES

Para o registro dos visitantes florais foram realizadas observacgdes
em diferentes horarios do dia, durante o pico de floracdo da espécie em
individuos distintos. As observacfes foram realizadas em nove dias,
entre 0s meses de outubro 2014 a marco de 2015, compreendendo o
periodo das 05h00 as 21h30. Para cada visita foi registrada a espécie
(morfotipo), o comportamento de forrageamento dos visitantes (recurso
coletado, contato com as pecas florais e interacdes agonisticas) e o
horéario e frequéncia de visitas. Os horarios apresentados neste estudo
ndo levaram em conta o horério de verao.

Os visitantes florais foram categorizados como:

= polinizador - insetos que tocaram as estruturas reprodutivas

visitaram varias flores e de individuos distintos, além de
apresentarem polen da espécie no corpo;

= polinizador eventual - aqueles que podem polinizar a espécie,

mas que apresentaram baixa frequéncia de visitagdo e/ou que
buscaram outro recurso além de pélen ou néctar;

= polinizador potencial - aqueles que, devido ao forrageio

poderiam encostar nas estruturas reprodutivas e carregar polen,
mas que nao foram visualizados transportando pdlen para outras
plantas;

= visitante - aqueles que visitaram as flores mas que néo

chegaram a tocar as estruturas reprodutivas.

Os visitantes florais observados foram capturados, quando
necessario, com auxilio de rede entomoldgica e transferidos para um
tubo mortifero. Para identificar a presencga de pélen no corpo, o0s insetos
foram analisados sob lupa estereoscopica e fotografados. Os espécimes
coletados foram depositados na colecdo do Laboratério de Entomologia
da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC). A identificacdo das
espécies foi realizada com apoio de especialistas e seguiu a classificacdo
proposta por Triplehorn & Johnson (2013).

Paralelo as observagdes dos visitantes florais e acompanhamento
floral, foram realizadas observa¢fes diurnas dos dispersores, em
diferentes horarios do dia e de forma assistematica. Para registro e
identificacdo foram utilizadas fotografias, consulta a especialistas e
bibliografia especializada.
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3.3.5. SISTEMA REPRODUTIVO
3.3.5.1. Razéo pdlen/6vulo e viabilidade polinica

A quantificacdo dos graos de poélen foi realizada a partir de dez
flores obtidas de individuos distintos. Foram retiradas quatro anteras por
flor, coradas com Carmin Acético 2% e armazenadas em tubos
eppendorf® de 2 ml, um para cada planta; maceradas, e diluidas em 500
ul de acido lactico, concentracdo de 85%. Para a contagem dos pélens
foi utilizada Camara de Neubauer, onde foram utilizadas sub amostras
de 10 pl de cada flor amostrada. As laminas foram avaliadas sob
microscopio otico com aumento de 12X. O nimero médio de grdos de
polen por antera foi obtido por meio do nimero médio de esporos
obtidos nos quatro quadrados laterais da Camera, multiplicado por 104,
totalizando assim quatro repeti¢des para cada flor. O nimero de gréos de
polen por flor foi estimado multiplicando-se 0 nimero médio de gréos
de pdlen por antera pelo nimero de anteras por flor. O nimero de
6vulos foi determinado a partir de cinco flores. Os carpelos foram
cortados longitudinalmente e analisados em estereomicroscépio (16X), e
contados o nimero de évulos por loco/flor e calculados a média e o
desvio padrdo para o nimero de 6vulos por loco e por flor. A razédo
polen/évulo (P/O) foi calculada de acordo com Cruden (1977), onde foi
dividido o nimero médio de gréos de pdlen por flor pelo nimero médio
de évulos.

A viabilidade do polen foi testada por meio do método
colorimétrico (Dafni, 1992), onde os grdos de p6len foram corados com
Carmin Acético 2% sobre lamina, ligeiramente aquecida e observada
sob microscépio Gtico, aumento de 10X, sendo considerado viavel
aqueles cujo citoplasma corou de vermelho. Para tanto, foram utilizadas
flores de dez individuos distintos (quatro campos de visdo).

3.3.5.2. Cruzamentos controlados e taxa de cruzamento

O sistema reprodutivo foi determinado por meio de experimentos
realizados em campo a partir de cruzamentos controlados, e pela
estimativa da taxa de cruzamento, obtida por meio de analise dos
genotipos de progénies e gendtipos maternos (Figura 29).

Para a implantagdo do experimento em campo foram utilizados
dez individuos, e marcadas cinco inflorescéncias com arames de cores
diferentes. Destas, quatro foram isoladas no estadio de botéo floral com
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sacos de tecido voil, e submetidas a um dos seguintes tratamentos:
xenogamia (as pétalas dos botBes receptores, em pré-antese foram
abertas com pinga e a polinizagéo realizada esfregando sobre o estigma
receptor as anteras da flor recém-aberta da planta doadora);
geitonogamia (as pétalas dos botdes receptores, em pré-antese foram
abertas com pinca e a polinizacdo feita esfregando-se sobre o estigma
receptor de uma flor recém-aberta da mesma planta, também isolada
desde o estadio de botéo floral); apomixia (as flores foram emasculadas
e ensacadas) autopolinizacdo espontdnea (as inflorescéncias foram
apenas mantidas isoladas com saco de voil até abertura de todos os
botbes florais). As inflorescéncias ndo isoladas foram utilizadas para a
avaliacdo da polinizagdo natural, e marcadas com o fio de cor
correspondente ao tratamento, permanecendo expostas aos visitantes
florais.

Os resultados foram comparados por meio do teste qui-quadrado
(5%), considerando-se 0 nimero de flores tratadas versus nimeros de
frutos formados.

Para estimar a taxa de cruzamento foram avaliados genoétipos
provenientes de 283 progénies e de 16 matrizes amostradas
aleatoriamente da populagdo da Joaquina. As sementes coletadas foram
mantidas imersas em agua por 12 horas e despolpadas antes de serem
colocadas para germinar em bandejas, em casa de vegetacao.

O DNA gendmico foi extraido de folhas das matrizes e progénies
com o kit Nucleospin Plant Il (250) (MACHEREY-NAGEL GmbH &
Co. KG), de acordo com instrugdes dos fabricantes. A genotipagem foi
realizada por meio da amplificacdo de DNA via Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR), utilizando-se oito loci microssatélites polimdrficos
desenvolvidos para a espécie por Figueira et al. (2010) (conforme
apresentado no capitulo 1). Para amplificacdo dos loci foi utilizado
DNA diluido na proporcdo 9:1 e utilizado Kit PCR KAPA (KAPA
Biosystems), com volume de 10 pL por reagdo. O conjunto de ciclos e
temperaturas utilizados foram 95 °C por 3 min para desnaturacéo,
seguido de 30 ciclos, sendo cada ciclo composto por trés fases: a
primeira com 95 °C por 30 s, a segunda coma T de 61 °C spor 30se a
terceira com 72 °C por 30 s para extensdo, com extensao final a 72 °C
por 30 min. Os primers foram marcados com fluorocromo FAM (azul),
PET (vermelho), NED (amarelo) e VIC (verde) para os oito loci
microssatélites formando 2 sistemas multiplex, com 4 primers por
corrida. A eletroforese por capilar foi realizada a partir de 1uL do
produto de PCR diluido em agua ultra pura (15:2 pl) e adicionados 0,25
pL de GS600 LIZ® e 8,75 pL de formamida HIDI™. A leitura dos
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alelos foi realizada em sistema de detec¢do por fluorescéncia em
sequenciador ABI 3500XL (Applied Biosystems), com 24 capilares. O
software GeneMapper v.3.2 (Applied Biosystems) foi utilizado para a
interpretacdo dos picos gerados nos eletroferogramas.

A taxa de cruzamento foi estimada indiretamente a partir do
método de maxima verossimilhanga, por meio da estimativa de
parentesco par a par e coeficiente de coancestria individual para espécies
polipldides, conforme o proposto por Ritland (1996). O coeficiente de
coancestria, considerado como a probabilidade de dois alelos de
individuos tomados ao acaso serem idénticos por descendéncia (r), foi
calculado com auxilio do software PolyRelatedness V1.6 (Huang et al.,
2015). O estimador utilizado suporta gendtipos ambiguos, ou seja,
qguando a dosagem de alelos de heterozigotos ndo sdo conhecidos. O
coeficiente de coancestria obtido foi utilizado para calcular a taxa de
cruzamento, conforme relagdo proposta por Wright (1921) entre a taxa
de cruzamento e a endogamia, assumindo que a causa de endogamia na
populacdo é devida a autopolinizacdo e que as populacbes alcangaram
valores de equilibrio para f:

£ = (1-H)/(1+)

Onde: f=r

Figura 29: A) Marcacdo das flores e inflorescéncias ensacadas; B)
implementacdo do experimento do sistema reprodutivo; C.D) Germinacdo das
progénies de Varronia curassavica Jacq. (Boraginaceae) em casa de vegetacao.



117

3.4. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.4.1. CARACTERIZAGCAO DA MORFOLOGIA FLORAL

Na populagdo estudada a espécie apresentou inflorescéncias
terminais, em espiga, que podem atingir oito cm de comprimento,
multiflora (Figura 30). A raque é cilindrica, levemente pubescente e
sulcada na sua base; coloracdo esverdeada.

Figura 30: a-g. Varronia curassavica Jacq. (Boraginaceae) - flor brevistila; b.
flor longistila; c. corte lateral de flor brevistila evidenciando as estruturas
reprodutivas; d. corte lateral de flor longistila evidenciando as estruturas
reprodutivas; e. ramo com inflorescéncia. llustracdo: Leandro Lopes de Souza.
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As flores sdo sésseis, andréginas, gamopétalas, geralmente
pentdmeras, podendo variar entre quatro a seis pétalas; levemente
zigomorfas. O calice é gamossépalo, lobado, com sépalas unidas por
dois tercos do seu comprimento; persistente no eixo da inflorescéncia,
desprendendo-se apenas com o fruto maduro. Corola infundibuliforme,
de coloracdo branca, lacinios obovados, denteados. Androceu
constituido, em geral, por cinco estames, podendo variar de quatro a
seis, inclusos nas flores longistila, epipétalos e inseridos na porcao
mediana do tubo. Anteras oblongas, livres, extrorsas com deiscéncia
longitudinal; filetes apendiculados na base. Gineceu 4-locular, évulos
geralmente quatro. Estilete indiviso, estigma tetrafurcado, clavado.
Nectério intrafloral. Fruto drupédceo, muscilaginoso, de coloragdo
vermelha quando maduro. Semente geralmente uma.

O resultado da analise da morfologia floral evidenciou dois
morfotipos florais distintos (Figura 30 c, d, Tabela 14). Quatro das nove
medidas avaliadas apresentaram diferenca estatistica entre o0s
morfotipos. Flores brevistilas apresentaram corola (t = 2,96; p < 0,05),
comprimento do tubo (t = 2,64; p < 0,05) e comprimento do androceu (t
= 2,61; p < 0,05) maiores que nas flores longistilas. Como esperado,
flores longistilas apresentaram gineceu maior que os das flores
brevistilas (t = -10,56; p < 0,05). O nimero de anteras, bem como o de
pétalas variou de quatro a seis, nos dois morfotipos florais, sendo cinco
0 nmero mais frequente.

Tabela 15: Médias (mm) e desvio padrdo (S) das caracteristicas florais de
Varronia curassavica Jacq. em &rea de restinga, Joaquina/Florianépolis-SC. (n
=50).

Caracteristica Floral Brevistila (X +S) Longestilia (X + )
Comprimento da Flor 7,21+1,23 6,64 +1,52
Comprimento do Célice 4,44 +0,49 4,16 £ 0,53
Comprimento da Corola 5,65 + 0,62* 5,12 + 0,66*
Comprimento do Tubo 4,21+£047* 3,84 £0,51*
Diametro de Abertura do Tubo 3,16 + 0,52 2,98 + 0,53
Namero de Pétalas 4,96 + 0,20 5,08 + 0,28
Comprimento do Gineceu 5,33 +0,52* 7,16 £ 0,69*
Comprimento do Androceu 4,24 +0,61* 3,48 +1,32*
NUmero de Estames 4,96 £ 0,35 5,04 £ 0,35

*p < 0,05 para comparagao entre os morfotipos florais, empregado t-teste.
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Os distintos morfotipos encontrados caracterizam a presenca de
heterostilia, que atua como um mecanismo de autoincompatibilidade,
marcada pela existéncia de dois morfos florais, diferenciados pela
separacdo espacial entre a altura do estigma e das anteras (Barrett,
1992). Tal caracteristica € comum em Boraginaceae (Opler et al., 1975;
Ganders, 1979). Contudo, variacbes da heterostilia podem ocorrer
devido a situagdes desfavoraveis a polinizagdo cruzada ou por meio de
ineficiéncia ou auséncia de polinizadores, ou ainda por perturbacdes
ambientais (Sobrevila et al., 1983; Li & Johnston, 2001). Neste sentido,
a mediacdo equilibrada da fauna polinizadora contribui para a
manutencdo da heterostilia e para a manutencdo da prépria populacéo,
uma vez que, na maioria das vezes, apenas 0s cruzamentos entre flores
de morfos distintos produzem progénie viavel (Barrett, 2002; Barrett,
2003).

A variacdo no numero de pétalas e estames, entretanto, ndo é
mencionada em estudos descritivos da espécie (Smith, 1970; Sanchez,
1995; Melo & Lyra-Lemos, 2008). Miller & Gottschling (2007)
destacam, no entanto, que o taxon apresenta grande diversidade
morfol6gica, em especial na arquitetura e tamanho da inflorescéncia
(Sanchez, 1995), mas nédo ha referéncia para as flores.

3.4.2. ACOMPANHAMENTO DA FLORAGCAO E RECURSOS
FLORAIS

As flores de V. curassavica tem duracdo inferior a um dia e sua
antese é diurna. A Figura 31 ilustra o desenvolvimento e as alteracoes
florais, bem como os respectivos horarios em que acontecem. Em dias
mais quentes a duragéo floral foi menor do que em dias de temperatura
mais baixa, assim como a presenca de ventos fortes pode influenciar o
murchamento da corola. Os individuos da populacdo avaliada
apresentaram receptividade de estigma mesmo antes da antese floral,
mas a liberacdo de pélen ocorreu somente ap6s a abertura da corola. Tal
estratégia (protoginia) pode ser considerada como um mecanismo
promotor da fecundagéo cruzada.

Cerca de oito horas ap06s a abertura das flores, a corola comegou a
apresentar os primeiros sinais de oxidacdo e murchamento (Figura 31),
contudo a flor ainda mantém-se funcional, com estigma receptivo,
disponibilidade de polen e aumento na quantidade de néctar. Ap6s o
murchamento, a corola comecgaou a desprender-se com facilidade. Com
0 anoitecer, a corola encontrou-se bastante oxidada, mas os verticilos
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reprodutivos mantiveram-se funcionais, sendo que o estigma continuou
receptivo até a manha seguinte.
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Figura 31: Desenvolvimento do botdo floral de Varronia curassavica Jacq.
(Boraginaceae) a. botéo floral; b. rompimento das sépalas (noite anterior a antese); c.
inicio da antese, estigmas receptivos (06:00); d. corola exposta e lobos fechados;
inicio da liberacdo de pdlen e néctar (07:00); e. expansdo e separacdo dos lobos; f.
flor totalmente aberta (09:00); g. inicio do murchamento e oxidag&o floral (14:00);
h. flor totalmente oxidada (18:00). llustragdo: Leandro Lopes de Souza.

A antese diurna e curta durabilidade das flores de V. curassavica
sdo caracteristicas comumente observadas em flores de Boraginaceae
(Opler et al. 1975; Machado & Loiola, 2000). Tal caracteristica poderia
ser restritiva ao sucesso reprodutivo da espécie. Entretanto, a abertura
gradual das flores, ocorrendo em diferentes dias, tende a prolongar o
tempo que os recursos ficam disponiveis aos polinizadores.

A sintese do desenvolvimento das inflorescéncias acompanhadas
esta sumarizada na Figura 32 e é caracterizada por ser assincronica. Em
uma mesma inflorescéncia, puderam ser observados ao mesmo tempo,
botdes florais, flores em anteses, flores senescentes e frutos verdes em
formag&o. As flores ndo apresentaram um padréo de abertura na espiga,
podendo ser encontradas flores abertas em qualquer ponto da
inflorescéncia, intercaladas com botdes em formacdo. Apds um més de
avaliacdo, cerca de 50% das mesmas senesceram ou quebraram (Figura
32-a). A senescéncia foi observada em sua maior parte nos botbes, que
precederam a absciséo.

O incremento no crescimento das inflorescéncias foi continuo
durante um periodo de aproximadamente sete semanas. AS
inflorescéncias atingiram um tamanho médio de 4,5 cm (x0,29 cm),
alcancando até oito cm de comprimento. Inversamente ao crescimento, o
numero de 90 botdes, registrados em média (x 43,15) por inflorescéncia
decaiu a cada avaliacdo. O nimero de flores abertas por dia e de flores
senescentes por inflorescéncia variou entre 0 a 12, e 0 a 13,
respectivamente. A partir de trés semanas foi registrada a formacéo de
frutos verdes. De modo geral, a espécie apresentou elevado investimento
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em bot6es florais, com reduzida formacdo de frutos, como evidenciado
no acompanhamento fenoldgico (capitulo 2). Das 50 inflorescéncias
avaliadas, apenas oito chegaram a apresentar frutos verdes, com maximo
de cinco frutos por inflorescéncia (média = 0,7 = 0,3). Nenhum dos
frutos avaliados amadureceu.

O aborto de flores e frutos imaturos é considerado um fenémeno
comum. Algumas das hipGteses mais aceitas para explicar estas
ocorréncias estdo relacionadas com a limitacdo de polinizadores e
recursos, com a selecdo natural e paternidade do zigoto (Bawa & Wehb,
1984). A autoincompatibilidade intramorfos, tipica de espécies
heterostilicas, como a que ocorre em V. curassavica (Opler et al., 1975),
pode ser um dos fatores que contribua para o elevado aborto de frutos
observado para a espécie. Outro fator pode estar relacionado ao facil
desprendimento das flores, principalmente quando préximo ao término
de sua antese.
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Figura 32: Acompanhamento do desenvolvimento da inflorescéncia de
Varronia curassavica Jacg. a) NUmero de inflorescéncias mensuradas; b)
comprimento da inflorescéncia (cm); ¢) nimero médio de botBes; d) ndmero
médio de flores abertas (FA), nimero médio de flores senescentes (FS), nimero
médio de frutos verdes (FV).



122

A espécie oferece tanto néctar quanto pélen como recurso para
polinizadores, ambos disponiveis ao longo de todo o dia. A producgdo de
néctar iniciou pela manha, no momento da antese e cessou no fim da
tarde, quando as pecas florais comecam a murchar e oxidar (Figuras 31
e 33). Néo se verificou producdo noturna de néctar.

O volume médio do néctar potencial foi de 0,40 uL/flor (x 0,82
pul) e o volume médio de néctar instantdneo apresentaram-se bastante
variaveis ao longo dos diferentes dias de medicéo (Figura 33). O dia da
primeira avaliacdo apresentou temperaturas amenas, da ordem dos 20°C,
céu encoberto e ventos ndo passando de 3 na escala Beaufort, com
média de néctar instantaneo de 0,093 pl/flor (= 0,2 puL). No segundo e
terceiro dias de avaliagdo (néctar instantaneo = 0,010(+ 0,02 uL) e 0,003
puL/flor (20,017 pL) respectivamente), as temperaturas ficaram entre 28
e 32°C, com ventos chegando a 6 na escala Beaufort.
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Figura 33: Volume médio de néctar potencial e instantdneo, em pL por flor, de
Varronia curassavica Jacg., em diferentes datas e horarios de coleta.

Os resultados obtidos sugerem menor quantidade de néctar em
dias mais quentes e ventosos. O fato de o volume de néctar potencial ser
bastante superior as médias de néctar instantdneo leva a crer que o
néctar produzido é rapidamente evaporado, reduzindo assim o0s niveis
observados nas medigdes.
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3.4.3. VISITANTES FLORAIS

As flores de V. curassavica foram visitadas entre as 6:00 h e
18:00 h (Figura 34), correspondendo a praticamente todo o seu periodo
de antese floral. Os horérios de maior visitacdo foram entre as 10:00 h -
12:00 h e 15:00 -16:00 h. As guildas de visitantes florais demonstraram
comportamentos distintos. Insetos das ordens Hymenoptera e Diptera
foram mais frequentes no final da manha e entre 15:00 h - 16:00h.
Lepidoptera concentraram a maior parte das visitas entre 11:00 h -
14:00h, enquanto Coleoptera foram mais frequentes no periodo da
manha.
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Figura 34: Atividade diaria dos visitantes florais em Varronia curassavica

Jacq., entre os meses de outubro e mar¢o de 2015, em &rea de restinga, Joaquina
- Florianépolis/SC.

As flores foram visitadas por 63 espécies (morfotipos) da classe
Insecta, agrupadas em seis ordens e 24 familias, totalizando 655 visitas
(Figura 35, Tabela 15). Diptera (30%), himenéptera (27%), e
lepidoptera (21%) foram as ordens com maior riqueza de espécies entre
os visitantes florais, correspondendo a 78% do total das espécies.
Hymenoptera foi a ordem mais frequente, correspondendo a 50% das
visitas, seguida por Diptera (29%) e Lepidoptera (16%) (Tabela 15).
Apis mellifera L. (Hymenoptera: Apidae), responsavel por 34% das
visitas registradas, e Palpada sp. (Diptera: Syrphidae), responsavel por
15% das visitas foram as duas espécies mais frequentes.

A presenga de formigas (Hymenoptera), em especial as do género
Camponotus foi constante, observadas nas inflorescéncias de todos os
individuos amostrados. Assim como a presencga de ninfas e adultos de
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Miridae (Hemiptera) dentro das flores, antes mesmo de completar a
antese. Por isso, a fim de ndo viesar os resultados, ndo foram
considerados nas analises.

Dos visitantes amostrados, 21% foram classificados como
polinizador, pertencente as familias Apidae, Halictidae, Scoliidae
(Hymenoptera), Syrphidae, Muscoidea (Diptera), Danaidae, Hesperiidae
e Nymphalidae (Lepidoptera) (Tabela 15). Dos demais, 37% foram
classificados como polinizador eventual, 11% como potencial
polinizador, e 31% como visitante floral. O principal recurso buscado
pelos insetos foi néctar (Tabela 15).

Figura 35: Exemplares de visitantes florais de Varronia curassavica Jacq. P=
polinizador; PE= polinizador eventual; PP = polinizador potencial; VF =
visitante floral. Fotos da autora.
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Tabela 16: Visitantes florais de Varronia curassavica Jacq., em &rea de
restinga, Joaquina - Floriandpolis/SC.

Order/Family Mo N Fr (%) Resource P. Cl.
COLEOPTERA
Chrysomelidae 5 12 1,67 FW, PO,NI  PE
Coccinellidae 1 15 2,29 FW, PO PE
Dasytidae 1 1 0,15 PO PE
Lampyridae 1 2 0,31 NI VF
Scarabidae 2 2 0,30 NI, FW PE
HYMENOPTERA
Hymenoptera spp 3 9 1,37 NI,NE VF
Apidae 1 220 33,59 NE,PO PO*
Formicidae 3 C NI PP
Halictidae 1 30 4,58 NE PO*
Pepsidae 2 5 0,77 NI, PO PE
Scoliidae 2 34 519 NI, PO PO*
Sphecidae 1 8 1,22 EX VF
Tiphiidae 1 6 0,92 NI VF
Vespidae 3 17 2,60 PO, EX VF
DIPTERA
Diptera spp 3 6 0,91 NI, SA, NE VF
Drosophilidae 4 13 1,99 SA, NE PE
Ephydridae 1 1 0,15 NE PE
Muscoidae 7 59 9,01 NI, NE, SA PO*
Syrphidae 4 108 16,49 NE PO*
HEMIPTERA
Miridae 2 C NE, PO, AB PP
Pentatomidae 1 1 0,15 NE PE
LEPIDOPTERA
Lepidoptera spp. 3 5 0,76 NE, SA PE
Danaidae 1 5 0,76 NE PO*
Hesperiidae 4 72 10,98 NE, SA PO*
Lycaenidae 4 19 2,90 NE, SA PE
Nymphalidae 1 3 0,46 NE PO*
ORTHOPTERA 1 1 0,1 FW VF

[Mo = ndmero de morfotipos; N= nimero de visitas; Fr = frequéncia relativa; P.
Cl. = Classificagdo Predominante; C = presenga constante; AB = abrigo; EX=
excremento; NE = néctar; PO = pdlen; SA = Sal; FW = verticilo floral; NI = ndo
identificado; PO*= polinizador; PP = potencial polinizador; PE = polinizador
eventual; VF = visitante].
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Varronia curassavica possui flores brancas, tubulares, com
antese diurna e 6rgaos sexuais expostos. O néctar esta disponivel a todos
os visitantes florais, independente do comprimento do seu aparelho
bucal, assim como o polen dos estames projetados acima da corola em
flores brevistilas. Tal conjunto de atributos aliados ao elevado numero
de flores por inflorescéncia, pode atrair um grande ndmero de visitantes
florais, em especial aqueles com pecas bucais curtas, como as
comumente encontradas em dipteros, hemipteros, coledpteros e algumas
espécies de himendpteros (Opler et al., 1975; Faegri & Van der Pijl,
1979; Proctor et al., 1996), 0 que demonstra que a espécie apresenta
uma sindrome de polinizagdo generalista.

Tal caracteristica pode ser vantajosa para a espécie uma vez que a
probabilidade de ocorrer polinizacdo cruzada é maximizada. Além disso,
espécies que apresentam floragdo prolongada ao longo do ano como
observada em V. curassavica (Guimaraes, 2006), tornam seus recursos
previsiveis no tempo, aumentando o ndmero de espécies que procuram
polen e néctar. Ainda, a abertura gradual das flores, ocorrendo em
diferentes dias, tende a prolongar o tempo no qual os recursos ficam
disponiveis aos polinizadores. Por conseguinte contribui na manutencéo
dos polinizadores na area ao longo do ano (Newstrom et al., 1994),
muitos dos quais sd0 comuns na restinga e podem atuar como
polinizadores de diversas outras espécies neste ambiente (Silva &
Pinheiro, 2007; Schmid et al., 2011; Lopes et al., 2015).

Em termos de efetividade de polinizacdo, apesar da guilda de
borboletas que visitaram V. curassavica possuirem probdscide de
tamanhos variados e incompativeis com o tamanho do tubo floral, a
maioria das espécies apresentou polen em diversas partes do corpo, além
de forragearem varias flores e individuos distintos.

Os insetos da ordem diptera, em sua maioria possuem proboscide
gue variam entre de 2 a 4 mm (Proctor et al., 1996), compativel com os
comprimentos dos tubos florais da espécie estudada. No entanto,
segundo Faegri & Van der Pijl (1979), a eficiéncia na polinizacdo por
diptera é limitada pelo seu tamanho, uma vez que carregam poucos
grdos de pdlen. Porém, a elevada frequéncia de visitas observadas pode
compensar a capacidade de transporte. Além disso, insetos da ordem
diptera podem ser importantes polinizadores, uma vez que estdo
presentes ao longo de todo o ano, sem apresentar periodos restritos de
atividade (Faegri & Van der Pijl, 1979), além de ser um grupo
importante para a familia Boraginaceae (Machado & Loiola, 2000).



127

Insetos da ordem himendptera foram os visitantes mais
frequentes, sendo que metade das visitas dessa ordem foi realizada por
A. mellifera, que apesar de ser uma espécie exdtica de introducao
recente no continente Americano (Oliveira & Cunha, 2005) séo
eficientes coletoras e transportadoras de pdélen. A espécie também foi o
principal visitante e polinizador para C. globosa em area de caatinga
(Machado et al., 2010), destacando sua importancia para a familia.

Dentro do grupo dos visitantes e potenciais ou ocasionais
polinizadores cabe destacar as familias Formicidae e Miridae. A relacdo
de V. curassavica com formigas tem chamado a atencdo (Belo et al.,
2011, Branddo et al., 2015), contudo, sua efetividade enquanto espécie
polinizadora é questionada. Fatores limitantes como auséncia de asas,
frequente forrageamento na mesma planta (Holldobler & Wilson, 1990)
e producdo de substancias lipofilicas, que podem inativar o pélen
(Beattie, 1985; Dutton & Frederickson, 2012), sdo os mais apontados.
Entretanto, apesar dessas limitagdes, alguns estudos contrapdem este
guestionamento uma vez que consideram que a elevada frequéncia de
visitas (GOmez & Zamora, 1992; Rico-Gray & Oliveira, 2007), o
comportamento junto as flores e aos gréos de pélen aderidos ao seu
corpo, fazem delas potenciais polinizadoras (Oriani et al., 2009; Galitzki
et al., 2013). No presente trabalho, as formigas podem ser polinizadoras
ocasionais, uma vez que o forrageamento comumente se deu
majoritariamente na mesma planta. Enquanto que para os Miridae, a
saida dos adultos da planta ou troca de flores foi frequentemente
observada, estes ndo apresentam nenhuma estrutura evidente que
contribua para o transporte de pélen, contudo, a presenca de graos,
aderidos ao corpo dos insetos e o forrageio constante faz destes
potenciais polinizadores. A presenga massiva destes insetos em V.
curassavica também pode sugerir, que além do fornecimento de
alimento, o interior da corola funcione como abrigo para estas espécies.

3.4.4. DISPERSORES

Foram registradas ao longo de 20 horas de observacdo
assistematica, cinco espécies de aves, todas onivoras, que se
alimentaram de frutos da espécie: sabia-poca - Turdus amaurochalinus
(Muscicapidae), sabid-do-campo - Mimus saturninus (Mimidae), bem-
te-vi - Pitangus sulphuratus (Tyrannidae), pardal - Passer domesticus
(Passeridae) e tico-tico Zonotrichia capensis (Passerellidae) (Figura 36).

As aves sdo eficientes dispersoras de sementes devido a sua
mobilidade, alimentacdo e tempo de retencdo das sementes que ingerem
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(Ortiz-Pullido et al., 2000), podendo transportar as unidades de
disperséo para locais mais distantes da planta mée (Francisco & Galetti,
2002), contribuindo também para o fluxo génico entre populagdes.

Apesar do comportamento de forrageamento ndo ter sido
avaliado, aves das familias Tyrannidae, Muscicapidae e Mimidae séo
normalmente engolidoras, portanto, consideradas melhores dispersoras
(Moermond & Denslow, 1985), aumentando a possibilidade de carregar
as sementes para longe da planta matriz.

Além disso, sdo espécies tipicas de areas abertas e antropizadas
(Francisco & Galetti, 2002), o que pode favorecer o movimento das
sementes em habitats fragmentados (Silva, 2010). Consequentemente, a
relacdo entre a V. curassavica e seus dispersores pode afetar tanto suas
populacdes como a abundancia e riqueza das espécies de aves nessas
areas.

i ' St B '.'&:‘-{
Figura 36: Fauna dispersora de Varronia curassavica Jacg., observada na
restinga da Joaquina — Florian6polis/SC. A) Turdus amaurochalinus (sabia-
poca), B) Mimus saturninus (sabia-do-campo), C) Pitangus sulphuratus (bem-
te-vi), D) Passer domesticus (pardal), E) Zonotrichia capensis (tico-tico), F)
Acromyrmex striatus (formiga-cortadeira).

Apesar da producdo de frutos ndo ser abundante, a oferta do
recurso, assim como da floracdo, é prolongada ao longo do ano,
servindo de complemento a dieta de diferentes espécies onivoras, por
igual periodo.

A espécie Acromyrmex striatus (Formicidae) também foi
observada dispersando os frutos de V. curassavica (Figura 36). Barroso
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et al. (2009) estudaram a morfologia e germinagdo da unidade de
dispersdo de Cordia sellowiana e de C. Myxa também observaram
formigas se alimentando de frutos destas duas espécies.

Mesmo que formigas transportem as sementes por distancias
geralmente menores quando comparadas a aves ou mamiferos (Bond &
Slingsby, 1984), a disperséo realizada por elas pode contribuir com a
diminuicdo da competicdo de plantulas proximas da planta-mée
(O'Dowd & Hay, 1980), além da deposi¢do da semente em solos mais
ricos em nutrientes e favordveis a geminacdo, como os formigueiros
(Rissing, 1986). Assim, elas podem alterar a deposi¢cdo de sementes,
influenciando no sucesso reprodutivo da planta e na estrutura espacial de
suas populagdes.

3.4.5. SISTEMA REPRODUTIVO
3.4.5.1. Razéo pélen/6vulo e viabilidade polinica

Considerando as flores analisadas, 0 nimero médio de grédos de
polen obtido por flor foi de 28.350, e os 6vulos por flor foram iguais a
guatro, e a razdo P:O igual a 7.087,50. Tal resultado enquadra V.
curassavica como uma espécie xenogdmica obrigatéria, segundo
Cruden (1977).

No teste de coloracdo, 100% dos grdos de pélen observados
apresentaram viabilidade.

Com relagdo aos cruzamentos controlados, em todos eles as flores
oxidaram ou abortaram logo apds o0 manuseio das mesmas,
consequentemente ndo houve formag&o de frutos. As inflorescéncias que
foram tratadas e ensacadas sofreram oxidagdo em toda a sua estrutura
(Figura 37). Aquelas submetidas a polinizacdo espontanea abortaram as
suas flores.

A sensibilidade das flores de V. curassavica ao manuseio,
evidenciou que a metodologia aplicada neste estudo pode ndo ser
adequada para elucidar o sistema de cruzamento da espécie. O facil
desprendimento da corola facilitou a perda da marcacdo de diversas
flores, contudo, tal fator ndo impossibilitou a analise do resultado, uma
vez que todas as inflorescéncias tratadas apresentaram-se bastante
oxidadas e sem formacéo evidente de frutos. A estimativa das taxas de
cruzamento por meio da analise de progénies de plantas através de
marcadores moleculares conhecidos é considerada mais efetiva do que
as obtidas pelos métodos tradicionais (Bawa, 1976), podendo ser
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complementar as andlises realizadas ou até mesmo em substituicdo as
praticas que envolvem manipulagdo floral, como no caso de V.
curassavica.

SN .
Figura 37: Resultado dos tratamentos implantados para avaliacdo do sistema
reprodutivo de Varronia curassavica Jacq., Joaquina - Floriandpolis/SC. A)
Desprendimento das marcagdes. B - C) Senescéncia da inflorescéncia.

3.4.5.2. Taxa de Cruzamento

A taxa de cruzamento aparente (£) (Tabela 16), tomando-se todas
as familias conjuntamente como uma tUnica “populac¢do” foi de 0,98
(+0,06), indicando que a espécie é tipicamente alégama. O percentual de
autofecundacgdo encontrado nao foi significativo. Considerando a taxa de
cruzamento por familia, os valores foram todos proximos e
apresentaram pouca variagao.
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Tabela 17: Estimativas da taxa de cruzamento para cada familia de matrizes de
V. curassavica Jacq. (Boraginaceae) provenientes da populagdo da restinga da
Joaquina - Floriandpolis, Santa Catarina - Brasil.

~

Familia [n] r t Cl 95%

01 [14] -0,055 1,12 1,057 -1,183
02 [13] -0,065 1,14 1,093 - 1,187
03 [20] -0,037 1,08 1,006 - 1,154
04 [20] -0,068 1,15 1,087 - 1,213
05 [20] -0,043 1,09 1,027 - 1,153
06 [20] -0,029 1,06 1,003 - 1,117
07 [20] -0,049 1,10 1,035 - 1,165
08 [20] -0,064 1,14 1,079 - 1,201
09 [20] -0,027 1,06 0,994 - 1,126
10 [20] -0,063 1,13 1,071-1,189
11[20] -0,013 1,03 0,938 - 1,122
12 [19] -0,035 1,07 1,036 - 1,104
13 [20] -0,049 1,10 1,018-1,182
14 [20] -0,046 1,10 1,085-1,115
15 [09] -0,038 1,08 0,992 - 1,168
16 [08] -0,068 1,15 1,032 - 1,268
Populagdo 0,012 0,98 0,925 - 1,035

n = nimero de progénies; r = coeficiente de coancestria de Ritland (1996); £ =
taxa de cruzamento aparente; Cl = intervalo de confianca calculado para a
distribuig&o.

As estimativas da taxa de cruzamento obtidas para V. curassavica
evidenciaram o predominio da fecundagdo cruzada no modo de
reproducdo da espécie, caracterizando-a como uma espécie tipicamente
alégama. Os valores obtidos tanto da populacdo quanto das familias séo
coesos e 0s valores proximos e pouco varidveis. Evidenciando a
convergéncia dos resultados obtidos a partir do uso de marcadores
moleculares, o valor obtido pela razdo P: O classifica a espécie como
alégama obrigatdria segundo o modelo proposto por Cruden (1977). Tal
resultado demonstra que a poliploidia existente na espécie
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provavelmente ndo afetou (vide capitulo 4), até o momento, 0s
mecanismos de autoincompatibilidade da espécie.

A fecundacdo cruzada, além de possibilitar a manutencdo da
variabilidade genética também pode aumentar o vigor hibrido das
espécies devido a ocorréncia de novas combinagcfes génicas,
codificadoras de caracteres de interesse, como a producdo de
metabdlitos secundarios (Facanali et al., 2009). Além disso, espécies
tipicamente alégamas apresentam alta diversidade dentro das
populacdes (Loveless & Hamrick, 1984), com elevada flexibilidade
adaptativa. Esta flexibilizagdo é essencialmente vantajosa para espécies
pioneiras que mantém suas populacBes em condi¢Ges extremas e
variaveis, tais como as encontrada pela V. curassavica nos ambientes de
restinga.

O predominio de cruzamentos entre individuos diferentes para V.
curassavica é condizente com a estratégia fenoldgica (vide capitulo 2) e
a existéncia dos mecanismos de autoincompatibilidade registrados para
a espécie, como a heterostilia e protoginia. Entretanto, a possibilidade de
ocorrer alteracBes destes mecanismos por conta da existéncia da
poliploidia remete a necessidade do acompanhamento da manutengédo
desses mecanismos na populacdo em longo prazo.

Alteracfes no sistema de autoincompatibilidade ja& foram
registradas para V. curassavica. Taisma & Varela (2005) estudaram o
sistema de autoincompatibilidade por meio de cruzamentos controlados
e observacdo direta de tubos polinicos. No estudo, a populacdo
apresentou compatibilidade parcial entre morfos brevistila, sugerindo
diferencas morfo-especificas nas reacdes de incompatibilidade, ja
identificado para outras espécies distilicas (Faivre, 2002). Brandao et al.
(2015) avaliaram o sistema reprodutivo por meio da razdo P:O para
plantas provenientes de banco de germoplasma e os resultados
classificaram a espécie como alégama facultativa, podendo se
reproduzir tanto por autogamia quanto por alogamia. Essas variagoes,
entretanto, ndo foram registradas para a populacdo avaliada, sugerindo
eficiéncia no sistema de autoincompatibilidade e na polinizacéo.

3.5. CONCLUSOES
A evidéncia de dois morfotipos florais em V. curassavica

caracteriza a presenca de heterostilia, esperada para espécies de
Boraginaceae. A manutencdo da heterostilia € mediada por uma fauna
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polinizadora diversa e equilibrada, e que contribui para a fecundagéo
cruzada.

As flores brancas e tubulares apresentam duragdo inferior a um
dia, com antese diurna, produzindo néctar e polen. A liberacdo de pélen
se inicia apds o estigma estar receptivo, evidenciando a protoginia, que
igualmente a heterostilia, € um mecanismo de prevengdo a
autofecundagéo.

O elevado numero de abortos de flores e frutos pode estar
relacionado a mecanismo de autoincompatibilidade da espécie. A
producdo massiva de flores, por sua vez, poderia ser uma estratégia para
aumentar as possibilidades de que a fecundagdo cruzada acontega.

A diversidade de guildas de visitantes florais registrada evidencia
uma sindrome de polinizagéo generalista para V. curassavica, que pode
ser crucial para o sucesso reprodutivo da espécie, uma vez que, além de
apresentar mecanismos de prevencdo a autofecundacdo, habita um
ambiente com altos picos de temperatura, ventos fortes, solo salino e de
baixa fertilidade, e com variagfes constantes entre alagamento e déficit
hidrico.

Por outro lado, a espécie disponibiliza recursos para importantes
vetores de polen e aves ao longo do ano, muitos dos quais atuam como
polinizadores de diversas outras espécies na area de restinga. Logo, a
manutencao destas interacBes é imprescindivel, tanto para as populacdes
naturais de V. curassavica, quanto para a conservagdo deste ecossistema.

Apesar da existéncia de poliploidia, a autoincompatibilidade na
populacdo se mantém, contribuindo para o predominio da fecundacdo
cruzada. A manutencdo de tal mecanismo, no entanto, dependerd do
balanco de polipléides auto compativeis que podem vir a ingressar nesta
populacdo, ao longo do tempo.
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CAPITULO 4

DIVERSIDADE E ESTRUTURA GENETICA DE

POPULAQQES DE Varronia curassavica Jacq.: UMA ESPECIE
POLIPLOIDE COM USO MEDICINAL EM AMBIENTE

AMEACADO

“Uma vida sem desafios ndo vale a pena ser vivida”.
Socrates
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4.1. RESUMO

A manutencdo da variabilidade genética é base da conservacdo das
espécies e o conhecimento de seus niveis e distribuicdo é fundamental
para o estabelecimento de préaticas de uso sustentavel e conservacao das
mesmas. Este estudo objetivou caracterizar a diversidade e estrutura
genética de populagBes desta espécie, por meio de marcadores
microssatélites, em diferentes areas de restinga, além de evidenciar o
nivel de ploidia e obter estimativas do tamanho efetivo populacional e
fluxo génico visando contribuir para o0 conhecimento e para
possibilidades de conservacdo e uso da espécie. Varronia curassavica
foi caracterizada como autotetrapldide, com alta variabilidade genética
(He médio = 0,713), divergéncia interpopulacional baixa (Gsr =
0,0488), e indices de fixacdo ndo significativos, evidenciando auséncia
ou efeitos reduzidos de endogamia e deriva genética nas situacoes
estudadas. Dos 94 alelos detectados nas populagdes estudadas, 44%
ocorreram em baixa frequéncia nos individuos adultos de todas as
populacdes e 41% nas progénies avaliadas. O fluxo génico foi elevado
(N, = 4,87) e condizente com espécies alégamas e com elevada
capacidade de dispersdo e contribui para amenizar os efeitos de
estruturacdo entre as populacbes. As diferencas encontradas entre elas
podem refletir eventos de histéria evolutiva distintos, uma vez que ndo
ha indicios de isolamento por distancia. Todas as areas avaliadas
apresentaram potencial de conservacdo em longo prazo das populagdes
de V. curassavica. Contudo, a pressdo antrépica em torno destas, em
especial a imobiliaria, tem sido crescente e reduzido consideravelmente
as restingas do Estado. Um maior rigor na protecdo legal garantiria a
manutencdo da biodiversidade existente, bem como favoreceria a
manutencdo de importante fonte de matéria-prima para producdo de
fitoterapicos oriundos da flora nativa.

Palavras chave: Conservacdo, fluxo génico, microssatélite, tamanho
efetivo populacional, restinga.
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4.2. INTRODUCAO

A importancia da variacdo genética para a manutencdo da
diversidade bioldgica e dos processos evolutivos tem sido apontada em
diversos estudos (Frankel & Soulé, 1981; Frankham, 2004; Laikre et al.,
2009). Esta variacdo esta diretamente relacionada com a capacidade da
espécie em perpetuar-se no ambiente, com diferentes genétipos que lhe
permita adaptar-se as diferentes condi¢des ambientais (Frankham, 1995;
1996; Hamrick & Godt, 1996; Futuyma, 2002). Além disso, a
manutencdo desta variabilidade é a base da conservacdo das espécies
(Frankham, 2005; Kahilainen et al., 2014). Portanto, o conhecimento de
seus niveis e distribuicdo € imprescindivel para a definicdo de
estratégias que busquem a conservacdo e 0 uso sustentavel das
populacdes em seu habitat natural, com a perspectiva de manutencdo
dos processos ecoldgicos e evolutivos (Reis, 1996a; Frankham, 2003;
Neel & Ellstrand, 2003).

Dentre as ameacas mais incidentes a manutencdo desta
variabilidade esta a reducéo e fragmentacdo dos hébitats naturais (vide
Reis et al.,, 2012). Atualmente, a restinga é considerada um dos
ecossistemas associados a Mata Atlantica mais ameacados pela presséo
antropica, especialmente pela sua a localizagdo junto costa brasileira
(Strohaecker, 2008; Barcelos et al., 2012), levando a reducdo expressiva
das areas remanescentes. Consequentemente, ocorre uma forte reducéo
no tamanho populacional das espécies presentes nestes remanescentes,
aspecto que pode resultar em alteragdes e em redugdo da variabilidade
genética. Nestas situacdes, forcas como a deriva genética passam a ter
uma grande influéncia sob as frequéncias alélicas (Young & Brown,
1999), levando a perda da habilidade adaptativa e ao declinio
populacional (Templeton et al., 1990; Barret & Khon, 1991; Murawsky,
1995). Outros efeitos decorrentes da reducdo populacional estdo
relacionados ao aumento na taxa de cruzamento entre aparentados € a
reducdo de trocas alélicas em decorréncia da reducdo ou auséncia de
vetores relacionados ao fluxo génico (Barret & Khon, 1991; Murawsky
& Hamrick, 1992).

Aliado aos efeitos da pressdo antropica sobre o habitat, as
populacdes de V. curassavica sdo sujeitas a pressdo oriunda da
exploragdo, tanto por comunidades locais que fazem uso medicinal
tradicional da espécie, quanto pela indUstria, que a utiliza como matéria
prima para a producdo de fitofarmacos (Montanari, 2011). Em varias
situacBes e estudos tém-se evidenciado redugdes de variabilidade
genética associadas a diferentes intensidades de processos extrativistas
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(vide Sebbenn et al., 2008; Silva & Reis, 2010; Ratnam et al., 2014),
aspecto que pode estar ocorrendo nas populac@es de V. curassavica.

O estabelecimento de estratégias voltadas a conservacao e manejo
depende de informagbes que permitam a caracterizacdo da
movimentacdo dos alelos em populagdes naturais. Segundo Reis
(1996b) esta pode ser realizada por meio da integracdo de informacdes
relativas ao nivel e distribuicdo da diversidade, aliadas a taxa de
cruzamento e ao fluxo génico em diferentes populagdes.

Marcadores genéticos codominantes, como os microssatélites, tém
sido amplamente empregados para a caracterizacdo dos niveis de
diversidade genética, sua distribuicdo nas populacfes, assim como na
identificacdo e diferenciacdo de individuos, uma vez que permitem
realizar estimativas consistentes das frequéncias alélicas e genotipicas
(Buso et al., 2003). Microssatélites consistem em sequéncias curtas,
repetidas em série e em numero variavel, encontradas abundantemente
nos genomas de plantas e com alto nivel de polimorfismo (Thomas &
Scott, 1993; Morgante & Olivieri, 1993).

Para V. curassavica, estudos relacionados a genética da espécie
sdo escassos. Os poucos estudos encontrados para esta espécie referem-
se ao nimero de cromossomos (Coleman, 1982), desenvolvimento de
loci microssatélites (Figueira et al., 2010) e caracterizacdo da
diversidade genética por meio de alozimas (Hoeltgebaum et al., 2015).
Embora V. curassavica tenha sido categorizada por Coleman (1982)
como diploide, com n = x =9, Figueira et al. (2010) desenvolveram oito
loci microssatélites altamente polimorficos para a espécie e verificaram
a presenca de maltiplas bandas por locus, o que é tipico de espécies
polipldides. De fato, estudos genéticos usando diferentes marcadores
moleculares mostraram que a poliploidia estd presente em varios
géneros da familia Boraginaceae (Heubl et al., 1990; Korbeck et al.,
2003; Mable, 2004; Meeus et al., 2012; Coppi et al., 2014).

Portanto, este estudo teve por objetivo caracterizar a diversidade
e estrutura genética de populagdes de V. curassavica em diferentes areas
de restinga. Especificamente, buscou evidenciar o nivel de ploidia da
espécie; caracterizar a diversidade genética intra e interpopulacional das
populacdes por meio de marcadores microssatélites, além de estimar
indices de fixacdo e obter estimativas do tamanho efetivo populacional e
fluxo génico visando contribuir para o conhecimento acerca da
diversidade genética e de possibilidades de conservagdo e uso da
espécie.
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4.3. MATERIAL E METODOS
4.3.1. AREAS DE ESTUDO

O estudo foi conduzido em quatro areas de formacao de restinga,
duas delas localizadas na costa da Ilha de Santa Catarina, em
Florianépolis (Joaquina e Campeche), e duas na costa litornea da
regido continental do Estado de Santa Catarina (Palhoca e Laguna) (vide
item “areas de estudo” na Introdugdo). A vegetacdo predominante nas
areas avaliadas é herbacea arbustiva, associadas a dunas e baixadas,
secas, Umidas e alagadas, com alguns trechos formados por arvoretas ou
poucas arvores nas areas mais secas. Apesar de todas estarem inseridas
em unidades de conservacao, estdo sujeitas a pressao antropica oriunda
do setor imobilidrio e turistico, além da exploracdo de espécies de
interesse de uso medicinal, alimentar e ornamental.

4.3.2. DETECCAO DA PLOIDIA

Para verificar a ploidia foram realizados ensaios citogenéticos,
adaptado de Guerra & Souza (2002), e testes prévios de genotipagem.

A analise de cromossomos mitdticos foi realizada a partir de
tecido meristematico extraido de pontas de raizes em crescimento ativo,
obtidas por meio de germinacédo de semente de diferentes individuos. O
tecido meristemético coletado foi armazenado em solucdo saturada de
paradiclorobenzeno (PDB) durante 24 horas a 4 °C. Depois de fixadas
em solucdo Carnoy 3:1 (etanol: acido acético) por 2 horas a temperatura
ambiente, as raizes foram lavadas em agua destilada e hidrolizadas em
HCI 1N por 15 minutos em banho-maria a 60 °C. Ap6s nova lavagem o
material foi mantido em solucdo Fuelgen até apresentarem coloracéo.
Para a preparacdo das ldminas, o material foi macerado e corado com
carmin acético a 2%, seguido de andlise sob microscopio 4ptico,
aumento 10x100.

Complementarmente foi verificado o nimero de cromossomos
gaméticos por meio de anélise meidtica. Botbes florais foram fixados
em Carnoy 3:1 por 24 horas e armazenados em temperatura ambiente e
armazenado em alcool 70% até sua utilizacdo. Para a retirada das anteras
foram selecionados os botbes mais jovens. Estas foram esmagadas em
lamina juntamente com carmim acético 2% e analisadas sob
microscépio optico, células-méae de grdos de pélen em metéfase.

Os testes de genotipagem seguiram a metodologia utilizada para
todos os individuos, conforme descrita a seguir. Para a confirmagdo da
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ploidia foi realizada leitura dos picos gerados nos eletroferogramas e
observado o padréo e o numero de alelos por locus.

4.3.3. CARACTERIZACAO GENETICA

Para a caracterizacdo genética das quatro populacbes de V.
curassavica foram coletadas amostras foliares de ao menos 100
individuos adultos em cada area de estudo, com espagcamento minimo de
20 m entre plantas. Para a populacdo Joaguina foram também
caracterizadas as progénies. O material foliar das progénies foi coletado
de plantas germinadas em casa de vegetacdo, a partir de sementes
obtidas de 16 matrizes distintas, totalizando 283 plantas. A extracdo do
DNA gendémico foliar foi realizada com o kit Nucleospin Plant Il (250)
(MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG), de acordo com instrugdes
dos fabricantes.

Para a genotipagem dos individuos foram amplificados, via
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), oito loci microssatélites
polimérficos desenvolvidos para a espécie por Figueira et al. (2010)
(Tabela 17). Para amplificacdo dos loci foi utilizado DNA diluido na
propor¢do 9:1 e utilizado Kit PCR KAPA (KAPA Biosystems), com
volume de 10 pL por reacdo. O conjunto de ciclos e temperaturas
utilizados foram 95 °C por 3 min para desnaturacdo, seguido de 30
ciclos, sendo cada ciclo composto por trés fases: a primeira com 95 °C
por 30 s, a segunda com a T de 61 °C s por 30 s e a terceira com 72 °C
por 30 s para extensdo, com extensdo final a 72°C por 30 min. Os
primers foram marcados com fluorocromo FAM (azul), PET
(vermelho), NED (amarelo) e VIC (verde) para os oito loci
microssatélites (Tabela 17) formando 2 sistemas multiplex, com 4
primers por corrida. A eletroforese por capilar foi realizada a partir de
1yL do produto de PCR diluido em agua ultra pura (15:2 pl) e
adicionados 0,25 pL de GS600 LIZ® e 8,75 pL de formamida HIDI™.
A leitura dos alelos foi realizada em sistema de deteccdo por
fluorescéncia em sequenciador ABI 3500XL (Applied Biosystems), com
24 capilares. O software GeneMapper v.3.2 (Applied Biosystems) foi
utilizado para a interpretacdo dos picos gerados nos eletroferogramas.
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Tabela 18: Loci microssatélites empregados na genotipagem de Varronia
curassavica Jacg. (Boraginaceae), com os motivos de repeticdo e a sequéncia
dos primers desenvolvido por Figueira et al. (2010), marcados com as
fluorescéncia NED (amarelo), VIC (verde), PET (vermelho) e FAM (azul), em
combinacdo multiplex.

Combinagéo Locus Motivo Sequencia (5°- 3°) Fluor Ta
Q)
MCVCIRCPQ14  (TG)1s F.CTTGTAGCTGCCACTTCCT NED 61
R:GAATAATGCACAACGAGTCA
MCVCIRCPQ3 (AC)10 F:ATTAGGCGTTTGGTGCTAC VIC 61
Multiplex 1 (AAAATT); R:GCAGCGTATTTTAGCAGAGA
MCVCIRCPQ8  (AC)s F:CCAACTGTCGGTAATACACTT PET 61
RTCTTCCTGACGTTTTCTCAT
MCVCIRCPQ6 (CA)s F.-TACTAGCACCGTTGAATAGG FAM 61
R:TAGGGACCGTAAAAGACAT
MCVCIRCPQIL _ (TC)s FATTGCCCTTAGCCGGTAG VIC 61
(AC)ss R:CGAATGTGAATTGCGAGTT
MCVCIRCPQ7 (TG)s F:.GGCAACAATAAGGTTAGAGC PET 61
ltinlex 2 R:TCACACTCTCATGTTTACGC
Multiplex MCVCIRCPQ16  (CA)s F:CTCCTTCAGTGTTTCAAAGG NED 61
R:GGAAGAAGCTGATCTCTGTG
MCVCIRCPQ15  (TG)g FETTTAGGAACATCTCCTTAGTGG  FAM 61

R:TGGCTCCCCATTATATTTC

Fluor = fluorescéncia

4.3.4. ANALISES GENETICAS

Os niveis de diversidade genética em populacdes de V.
curassavica foram estimados a partir da riqueza alélica, que representa o
numero de alelos por locus (A); riqueza alélica dentro do individuo (Ai);
a riqueza genotipica, que mede o nimero de gendtipos com quatro alelos
por locus (G); a heterozigosidade observada (Ho) e esperada (Hg), e 0
indice de fixacdo F para todos os loci, calculado como 1 - (Ho / Hg).

Dentro de cada populacdo, para cada locus os desvios do
equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) foram testados por meio do teste
qui-quadrado (x%). Também foi calculado o indice de fixacdo
intrapopulacional (Fs) e sua significancia avaliada por meio de 10.000
reamostragens bootstraps. Os pardmetros de diversidade genética foram
calculados com o auxilio do programa computacional Autotet (Thrall &
Young, 2000), especifico para organismos poliploides e que calcula a
heterozigosidade observada por meio da ponderacgéo de cinco diferentes
classes de possiveis genotipos por locus inversamente a probabilidade
de quaisquer dois alelos serem idénticos por descendéncia; a
heterozigosidade esperada e indice de fixacdo foram calculados com
base na segregacao cromossdmica aleatoria (Li, 1955).

A particdo da diversidade genética dentro e entre as populacdes
foi calculada por meio das estatisticas de diversidade génica de Nei



142

(1973), utilizados os parametros Hr - diversidade genica total; Hg -
diversidade génica média dentro das popula¢des; Dst - diversidade
genética entre populagdes e Ggsr - proporcdo da diversidade genética
total entre as populagdes, com auxilio do software DISPAN (Ota 1993).
O mesmo software gerou as matrizes de distancia genética D entre as
populacgdes, baseado em Nei (1972). A construgdo do dendrograma foi
realizada pelo método UPGMA, com auxilio do software PAST 3.01
(Hammer et al. 2001).

O fluxo génico entre as populagdes (N,) foi estimado a partir do
proposto por Wright (1951), que mede o nimero de migrantes por
geracdo a partir da divergéncia entre populagdes.

Nm = (L/4Ggr) - 1/4

Onde: Np = ndmero de migrantes por geracdo e Gst = divergéncia
interpopulacional, considerado equivalente ao Fst

Estimativas do tamanho de vizinhanca (Np), ou 0 nimero médio
de individuos reprodutivos por area de vizinhanca foram calculados
conforme Wright (1931) e baseadas no modelo de isolamento por
distancia (Slatkin & Barton 1989).

Np =271 Ny

O tamanho efetivo populacional (N.) foi estimado conforme
proposto por Li (1955):
Ne=n/ (1+f)

Onde: n= ndmero de individuos da populacéo e f= indice de fixacdo da
populacéo.

As estimativas de N, para valores de referéncia de 50 (Frankel &
Soulé, 1981), 500 (Franklin & Frankham, 1998) e 1.000 individuos
(Lynch & Lande, 1998) foram obtidos pela multiplicagdo dos valores de
referéncia pelos valores obtidos de n/N,.
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4.4, RESULTADOS E DISCUSSAO
4.4.1. EVIDENCIA DE POLIPLOIDIA

Os individuos analisados (Figura 38) apresentaram 2n = ca. 36
Cromossomos somaticos em tecido mitdtico de raiz. A analise das
células em divisdo meidticas evidenciou n = ca.18 cromossomos
gaméticos. Considerando o ndmero basal de n = 9 registrado para V.
curassavica (Coleman, 1982), trata-se de individuos tetraploide 2n = 4x
= 36.

O padréo de picos de fluorescéncia observados por eletroforese
capilar confirmam, juntamente com os resultados observados na
contagem de cromossomos, que os individuos das populagdes avaliadas
de V. curassavica sdo tetrapldides, apresentando de um a quatro alelos
por locus. A maioria dos individuos possuia mais de dois alelos em
alguns dos loci SSR avaliados, em todas as populacdes. Para as espécies
alopolipldide, é de se esperar um padrdo SSR dipléide, com genomas
distintos que podem conter diferentes loci SSR. No entanto, 0s
resultados mostraram um padrdo SSR polissdmico, conforme esperado
para uma espécie autopoliploide (Soltis et al., 2003).

Figura 38: Cromossomos de Varronia curassavica Jacq. A - B = cromossomos
mitdticos de tecido meristemético obtido da ponta de raizes de diferentes
individuos; C = cromossomos gaméticos em células-mae de grdos de po6len em
metéafase.
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4.4.2. DIVERSIDADE GENETICA

Foram detectados 94 alelos em oito loci polimérficos analisados
nas quatro populagdes de V. curassavica. O nimero médio de alelos por
locus foi de 11,75, variando de 4 a 22 (Tabela 20). Para as progénies da
populacdo Joaquina foram encontrados 67 alelos, com nimero médio de
8,5 alelos por locus (variando de 3 até 19 alelos) (Tabela 21).

As frequéncias alélicas foram heterogéneas entre as populacdes
(Tabela 18). A presenca de alelos raros (frequéncia <0,05) foi detectada
em todas as populacdes e representam em média 44% dos alelos
encontrados. Igualmente, alelos exclusivos foram observados em todos
os loci e em todas as populagfes. As populacGes de Palhoca (oito alelos)
e Joaquina (seis alelos) apresentaram o0s maiores nimeros de alelos
exclusivos, na primeira, porém, estes ocorreram em seis loci distintos,
enquanto que na Joaquina, os alelos exclusivos foram observados em
apenas dois loci.

As frequéncias alélicas entre adultos e progénies da populacéo
Joaquina também apresentaram heterogeneidade (Tabela 19), o que
indica que parte dos alelos encontrados nesta populacdo ndo esta
presente nas progénies. Alelos raros foram observados em cinco dos oito
loci avaliados, e totalizam 41% dos alelos amostrados nas progénies,
enquanto que alelos exclusivos foram encontrados apenas no locus
MCVCIRCPQ7 (Tabela 19).

A presenca de alelos raros e exclusivos em populagdes naturais é
um indicativo da importancia desta em termos de conservacdo e na
priorizacdo de areas a serem conservadas, uma vez que alelos em baixa
frequéncia sdo mais suscetiveis a perda, principalmente devido aos
efeitos de deriva genética (Frankel et al., 1995). Tais efeitos podem ser
potencializados quando somados aqueles oriundos da pressdo antrdpica,
aos quais as restingas estdo sujeitas (Hoeltgebaum et al., 2015),
conferindo maior importancia para a conservacdo das populacGes nestes
ambientes.

Individuos adultos apresentaram ndmero maior de alelos
exclusivos em relacdo as progénies, o que sugere que nem todos os
individuos da parcela participam do processo reprodutivo, ou ndo estao
representados dentro da amostragem de progénies. A presenca de alelos
exclusivos nas progénies demonstra que ocorre polinizagdo por
individuos que estdo fora da parcela, dentro da mesma &rea ou em
populacdo vizinha, uma vez que tais alelos aparecem na populagdo
Campeche, a 7 km de distancia da Joaquina.
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Tabela 19: Frequéncia alélica em oito loci microssatélite de individuos de Varronia
curassavica Jacq. (Boraginaceae) de quatro populagdes de Santa Catarina, Brazil.
CAM = Campeche; JOA = Joaquina; LAG = Laguna; PAL = Palhoca; Excl. = alelo
exclusivo (em negrito). Continua...

Locus MCvCIRCPQ14 Locus MCvCIRCPQ3
Alelos CAM JOA LAG PAL Alelos CAM  JOA LAG PAL

82 0,020 0,017 0,076 0,031 106 0,000 0,044 0,000 0,000
86 0,000 0,127 0,076 0,000 108 0,109 0,073 0,019 0,023
88 0,040 0,09 0,068 0,031 110 0,000 0,044 0,000 0,000
90 0,077 0,024 0,038 0,075 112 0,038 0,006 0,047 0,038
92 0,034 0,052 0,010 0,109 114 0,032 0,096 0,025 0,110
94 0,109 0,151 0,061 0,075 116 0,096 0,035 0,135 0,072
96 0,126 0,231 0,093 0,25 118 0,022 0,006 0,031 0,081
98 0,115 0,144 0,222 0216 120 0,144 0,192 0,132 0,084

100 0,264 0,036 0,078 0141 122 0,135 0,072 0,085 0,061
102 0,032 0,064 0,063 0,034 124 0,301 0,114 0,320 0,165
104 0,069 0,056 0,000 0,006 126 0,042 0,122 0,025 0,168
106 0,115 0,002 0,081 0,019 128 0,035 0,064 0,044 0,017
108 0,000 0,000 0,035 0,006 130 0,038 0,031 0,113 0,162
110 0,000 0,000 0,098 0,000 132 0,003 0,010 0,000 0,000
134 0,000 0,006 0,025 0,017
136 0,000 0,044 0,000 0,000
138 0,000 0,037 0,000 0,000
150 0,003 0,004 0,000 0,000
Excl. - - 1 - Excl. - 4 - -

Locus MCvCIRCPQ8 Locus MCvCIRCPQ6
Alelos CAM JOA LAG PAL Alelos CAM  JOA LAG PAL

114 0,000 0,000 0,000 0,046 194 0,135 0,091 0,011 0,071
122 0,000 0,09 0,173 0,106 196 0,395 0,341 0,501 0,432
124 0,919 0825 0,737 0598 198 0,265 0,358 0,228 0,105
126 0,000 0,008 0,000 0,139 200 0,086 0,157 0,158 0,210
128 0,081 0,071 0,089 0111 202 0,119 0,053 0,101 0,028
204 0,000 0,000 0,000 0,153
Excl. - - - 1 Excl. - - - 1
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Tabela 18: Frequéncia alélica em oito loci microssatélites de individuos de
Varronia curassavica Jacq. (Boraginaceae) de quatro populagdes de Santa Catarina,
Brazil. CAM = Campeche; JOA = Joaquina; LAG = Laguna; PAL = Palhoca; Excl.
= alelo exclusivo (em negrito). Continuacéo...

Locus MCvCIRCPQ11 Locus MCVCIRCPQ16

Alelos CAM JOA LAG PAL  Alelos CAM JOA LAG PAL

84 0,040 0,072 0,063 0,040 124 0,000 0,000 0,000 0,038
86 0,058 0,158 0,104 0,090 136 0,049 0,015 0,092 0,043
88 0,033 0,106 0,030 0,051 138 0,203 0,043 0,148 0,176
90 0,000 0,000 0,000 0,011 140 0,049 0,073 0,083 0,150
92 0,045 0,014 0,046 0,062 142 0,000 0,009 0,047 0,000
94 0,010 0,024 0,025 0,048 146 0,000 0,039 0,000 0,000
96 0,045 0,061 0,120 0,082 148 0,008 0,022 0,000 0,000
98 0,000 0,000 0,000 0,008 150 0,063 0,006 0,077 0,066
100 0,000 0,015 0,014 0011 156 0,000 0,089 0,000 0,000
102 0,018 0,020 0,194 0,031 158 0,000 0,000 0,047 0,000
104 0,098 0,071 0,000 0,147 168 0,018 0,020 0,018 0,029
106 0,030 0,000 0,019 0,051 170 0,122 0,167 0,234 0,199
108 0,000 0,005 0,055 0,000 172 0,141 0,133 0,086 0,035
110 0,055 0,051 0,052 0,023 174 0,016 0,012 0,006 0,026
112 0,138 0,105 0,117 0,023 176 0,081 0,149 0,033 0,012
114 0,030 0,087 0,008 0,059 178 0,177 0,180 0,130 0,225
116 0,018 0,048 0,030 0,037 180 0,023 0,000 0,000 0,000
118 0,118 0,098 0,022 0,096 184 0,049 0,042 0,000 0,000
120 0,085 0,013 0,027 0,037

122 0,028 0,016 0,019 0,034

124 0,010 0,013 0,046 0,042

126 0,141 0,022 0,008 0,017

Excl. - - - 2 Excl. 1 2 1 1
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Tabela 18: Frequéncia alélica em oito loci microssatélites de individuos de
Varronia curassavica Jacq. (Boraginaceae) de quatro populagdes de Santa Catarina,
Brazil. CAM = Campeche; JOA = Joaquina; LAG = Laguna; PAL = Palhoca; Excl.
= alelo exclusivo (em negrito). Continuacéo...

Locus MCvCIRCPQ7 Locus MCVCIRCPQ15

Alelos CAM JOA LAG PAL Alelos CAM JOA LAG PAL

142 0,000 0,000 0,000 0,258 196 0,262 0,222 0,000 0,000
164 0,000 0,000 0,000 0,003 198 0,435 0,238 0,326 0,237
168 0,048 0,109 0,056 0,003 200 0,303 0,539 0,674 0,716
170 0,462 0,604 0,826 0,323 202 0,000 0,000 0,000 0,047
172 0,160 0,287 0,118 0,283

176 0,046 0,000 0,000 0,000

178 0,284 0,000 0,000 0,130

Excl. 1 - - 2 Excl. - - - 1

Raros 32 35 28 34

A heterozigosidade média observada nas populacdes (Ho) foi de
0,702, variando de 0,262 até 0,954, e a heterozigosidade média esperada
(He) foi de 0,713, variando de 0,314 até 0,929 nos oito loci avaliados
(Tabela 20). O indice de fixacdo (F) foi significativamente diferente de
zero em seis dos oito loci avaliados (P < 0,001), sugerindo desvios do
EHW. O indice de fixacdo médio dentro de populagdes (Fs), no
entanto, apesar de positivo foi baixo e ndo diferente de zero (0,015). A
riqueza alélica (A) variou de 4 a 22 alelos por locus, enquanto que o
numero médio de alelos por individuo/loci (Ai) variou de 1,63 a 4
(Tabela 20).

Para as progénies, a heterozigosidade média observada foi maior
quando comparada numericamente as populacdes avaliadas, com Hp =
0,846, variando de 0,698 a 0,982, assim como a heterozigosidade média
esperada, que foi de 0,735 (de 0,476 - 0,903) (Tabela 21). O indice de
fixacdo médio (F) foi negativo (-0,151), porém ndo significativo.
Contudo, o F foi significativo para seis dos oito locus avaliados. A
riqueza alélica (A) variou de 2 a 19 por locus, enquanto que 0 numero
médio de alelos por individuo/locus (Ai) variou de 2,18 a 3,89.
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Tabela 20: Frequéncia alélica em oito loci microssatélites de progénies de
Varronia curassavica Jacq. (Boraginaceae) da populagdo Joaquina/SC — Brasil.

MCVCIRCPQ8 MCVCIRCPQ6 MCVCIRCPQ7 MCvCIRCPQ15

Alelo JOA PRG Alelo JOA PRG Alelo JOA PRG Alelo JOA PRG

122 0,095 0565 194 0,091 0,051 168 0,109 0,123 196 0,222 0,000
124 0825 0,365 196 0341 0236 170 0,604 0522 198 0,238 0,390
126 0,008 0,000 198 0,358 0,328 172 0,287 0,316 200 0,539 0,610
128 0,071 0,070 200 0,157 0,222 176 0,000 0,019
202 0,053 0,163 178 0,000 0,021
Excl. 2

MCvCIRCPQ14 MCvCIRCPQ3 MCvCIRCPQ11 MCvCIRCPQ16

Alelo JOA PRG Alelo JOA PRG Alelo JOA PRG Alelo JOA PRG

82 0,017 0,000 106 0,044 0,000 84 0,072 0,108 136 0,015 0,000
86 0,127 0,000 108 0,073 0,106 86 0,158 0,197 138 0,043 0,028
88 0,096 0,038 110 0,044 0,000 88 0,106 0,076 140 0,073 0,105
90 0,024 0,005 112 0,006 0,040 90 0,000 0,000 142 0,009 0,015
92 0,052 0,062 114 0,09 0,076 92 0,014 0,000 146 0,039 0,000
94 0,151 0,186 116 0,035 0,048 94 0,024 0,029 148 0,022 0,052
96 0,231 0,271 118 0,006 0,028 96 0,061 0,095 150 0,006 0,065
98 0,144 0,110 120 0,192 0,164 98 0,000 0,000 156 0,089 0,000
100 0,036 0,230 122 0,072 0,09 100 0,015 0,024 168 0,020 0,010
102 0,064 0,000 124 0,114 0,115 102 0,020 0,012 170 0,167 0,175
104 0,056 0,097 126 0,122 0,131 104 0,071 0,045 172 0,133 0,158
106 0,002 0,000 128 0,064 0,048 106 0,000 0,012 174 0,012 0,008
130 0,031 0,040 108 0,005 0011 176 0,149 0,106
132 0,010 0,000 110 0,051 0,020 178 0,180 0,268
134 0,006 0065 112 0,105 0,041 184 0,042 0,011

136 0,044 0,045 114 0,087 0,018

138 0,037 0,000 116 0,048 0,101

150 0,004 0,000 118 0,098 0,109

120 0,013 0,021

122 0,016 0,045

124 0,013 0,020

126 0,022 0,018

JOA = Joaquina; PRG = Progénie; Excl. = alelo exclusivo da progénie em
relacdo a populagdo (em negrito).
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Entre as populagdes, a heterozigosidade média observada e
esperada foi de 0,693 (de 0,651 até 0,725) e 0,711 (de 0,665 até 0,748)
respectivamente (Tabela 22). A populacdo de Laguna apresentou 0s
menores indices de diversidade genética. Os valores do indice de
fixacdo médio dentro de populacBes (Fis) foram proximos entre as
populacdes, e ndo diferente de zero, indicando pouca diferenca genética
entre elas. A riqueza alélica média (A) foi de 9,2 por loci, enquanto que
0 numero medio de alelos por individuo/loci (Ai) foi de 3,0. A riqueza
genotipica média (G) foi de 43.

Tabela 21: Caracterizacdo genética de oito loci microssatélites em quatro
populagfes de Varronia curassavica Jacq. (Boraginaceae), Santa Catarina -
Brasil.

Locus N A Ai G Ho He F
MCVCIRCPQ14 699 14 331 154 0853 0,876 0,027*
MCVCIRCPQ3 700 18 377 259 0954 0,893 -0,069*
MCVCIRCPQ8 703 5 1,63 15 0,262 0314 0,168*
MCVCIRCPQ6 700 6 247 26 0584 0,710 0,178
MCVCIRCPQ11 692 22 353 342 0,899 0929 0,033*
MCVCIRCPQ7 698 7 300 18 0618 0556 -0,112
MCVCIRCPQ16 694 18 400 171 0953 0,884 -0,079*
MCVCIRCPQ15 698 4 200 13 0494 0539 0,085*
Média 698 11,75 2,90 125 0,702 0,713 0,015
DP 35 707 080 128 0,253 0223 0,070

N = ndmero de individuos; A = riqueza alélica; Ai = riqueza alélica dentro do
individuo; G = nimero médio de individuos com quatro alelos distintos; Ho =
heterozigosidade observada; He = heterozigosidade esperada; F = indice de
fixacdo. P < 0,001*
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Tabela 22: Variagdo genética em oito loci microssatélites de progénies de
Varronia curassavica Jacq. (Boraginaceae), populacdo  Joaquina,
Floriandpolis/SC- Brasil.

Locus N A Ai G Ho  He F R
MCVCIRCPQ14 283 8 389 25 0,982 0,812 -0,210* 2
MCVCIRCPQ3 276 13 386 126 0,976 0,902 -0,082* 6
MCVCIRCPQ8 283 3 218 4 0,561 0,542 -0,035* 0
MCVCIRCPQ6 283 5 333 23 0,878 0,758 -0,158 0
MCVCIRCPQ11 251 19 383 102 0,970 0,903 -0,074* 13
MCVCIRCPQ7 283 5 2,80 17 0,747 0612 -0220 5
MCVCIRCPQ16 278 13 376 70 0,957 0,875 -0,095* 2
MCVCIRCPQ15 283 2 259 3 0,698 0,476 -0,466* 0
Média 2775 85 328 4625 0846 0,735 -0,151 35
DP 11,06 595 067 4711 0159 0,170 0,064 45

N = ndmero de individuos; A = riqueza alélica; Ai = riqueza alélica dentro do
individuo; G = nimero médio de individuos com quatro alelos distintos; Hg =
heterozigosidade observada; He = heterozigosidade esperada; F = indice de
fixacdo; R =ntmero de alelos raros. P < 0,001*

Tabela 23: Variagdo genética de quatro populaces de Varronia curassavica
Jacg., Santa Catarina - Brasil.

ID N Alelo A Ai G Ho He Fs R Ex

CAM 100 70 88 29 299 0684 0713 004 32 2
JOA 396 79 99 29 749 0711 0,716 001 35 6
LAG 100 69 86 28 324 0651 0665 002 28 2
PAL 100 76 95 30 344 0725 0,748 003 34 8

N = nimero de individuos; A = riqueza alélica; Ai = riqueza alélica dentro do
individuo; G = nimero médio de individuos com quatro alelos distintos; Ho =
heterozigosidade observada; He = heterozigosidade esperada; Fs = indice de
fixagcdo intrapopulacional; R = alelo raro; Ex = alelo exclusivo. CAM =
Campeche; JOA = Joaquina; LAG = Laguna; PAL = Palhocga. P < 0,001*

Os valores de diversidade genética foram préximos aos
encontrados para espécies polipldides da familia Boraginaceae, e
superiores quando comparados a espécies dipldides. Meeus et al. (2012)
estudaram a variacdo genética em diferentes popula¢fes de Pulmonaria
officinalis, também utilizando oito loci de microssatélites e encontraram
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heterozigosidade esperada proxima aos valores encontrados no presente
estudo (Ho ~ 0,80 e Hg ~ 0,65). Para Eritrichium nanum, Wirth et al.
(2009) encontraram niveis elevados de heterozigosidade, com Hoy
variando de 0,847 a 0,958 e Hg variando entre 0,801 a 0,952, entre 0s
loci.

Com relacdo a espécies dipldides, Marulanda et al. (2011)
obtiveram para Cordia alliodora, valores de Ao = 0,630, Ag = 0,457, e
Ai = 2,6 utilizando 28 loci microssatélites; Prebble et al. (2015),
encontraram para Myosotis drucei, A = 3,75 e Ho médio de 0,059,
menor que He que variou de 0,074 a 0,667, em 12 loci microssatélite.
Para V. curassavica, Hoeltgebaum et al. (2015) encontraram, para trés
populagdes, He médio = 0,111 (de 0,098 até 0,126) e Hy médio de
0,117 (de 0,085 até 0,143), empregando marcadores e nimero de
individuos distintos do empregado neste estudo.

Estudos tem demonstrado que espécies polipldides apresentam
niveis elevados de heterozigosidade quando comparadas as espécies
diploides relacionadas (vide Brown & Young, 2000; Mahy et al., 2000;
Hardy & Vekemans, 2001). A poliploidizacdo pode estimular novas
mudancgas estruturais no genoma, proporcionando linhagens com
variacdo gendmica ndo disponivel nos organismos dipl6ides (Otto
2007), além de ser considerada como a principal fonte geradora da
variagdo do ndmero de cromossomo em angiospermas (Pitrez et al.,
2014). A literatura aponta que, dentre as vantagens decorrentes do
aumento do genoma pela poliploidizacéo, estd uma maior tolerancia as
variages bidticas e abidticas (Mclntyre, 2012). Tal atributo permite,
além da expanséo do nicho ecolégico, maior flexibilidade na capacidade
de resposta &s mudangas ambientais (Adams & Wendel, 2005; Moore &
Purugganan, 2005; Madlung, 2013). Esta flexibilizagdo pode ser
essencialmente vantajosa para espécies que mantém suas populacdes em
condicbes extremas e varidveis, tais como as encontradas pela V.
curassavica nos ambientes de restinga. Para V. curassavica, a
poliploidia pode se mostrar importante especialmente para balancear os
efeitos de deriva, visto que as populacdes apresentaram elevados indices
de alelos raros e que estes se mantém nas progénies.

Os indices médios de fixagdo alélica dentro das populagdes,
dentro das progénies e entre as populacbes foram distintos, porém, ndo
significativamente diferente de zero, evidenciando auséncia ou efeitos
reduzidos de endogamia e deriva genética, aspecto que pode ser
explicada pelo sistema reprodutivo da espécie que é tipicamente
alégama, com mecanismos de autoincompatibilidade como heterostilia e
protoginia (vide capitulo 3; Hoeltgebaum et al., 2017).
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Deste modo, para V. curassavica o sistema reprodutivo, aliado a
presencga de mecanismos funcionais de autoincompatibilidade pode ser o
principal fator responsavel pela alta variabilidade genética existente
dentro das populacdes, assim como pelos baixos indices de fixacdo
detectados.

Além disso, 0 uso atual da espécie, direcionado a coleta de folhas,
aparentemente ndo esta afetando as populagBes, assim como 0 uso
historico pode ter ocorrido em baixa intensidade nestas &reas. Estudos
etnobotanicos sobre as estratégias e intensidade de coletas realizadas
para o extrativismo sdo necessarios para confirmar esta hipétese.

4.4.3. ESTRUTURA GENETICA POPULACIONAL

A estrutura genética demonstrou que a maior parte da diversidade
genética encontra-se dentro das populagbes (Hs = 0,7107) do que entre
elas (Dst = 0,031). Parte desta variacdo pode ser atribuida a divergéncia
interpopulacional (Gst = 0,0488), mostrando que em torno de 5% da
variacdo alélica encontrada ndo é compartilhada pelas quatro populacdes
por conta da existéncia de estrutura populacional (Tabela 23). Tal
divergéncia é considerada baixa a moderada, reflexo da heterogeneidade
encontrada nas frequéncias alélicas.

Os resultados encontrados na distribuicdo da variabilidade
genética sdo convergentes com estudos realizados com espécie tropicais,
tipicamente al6gamas e com amplo fluxo génico (Loveless & Hamrick,
1984; Hamrick & Godt, 1990; Wadt & Kageyama, 2004; Conte et al.,
2008), cuja variagdo é mantida, em maior parte, dentro das populagGes.
Possivelmente, para V. curassavica, 0 sistema reprodutivo com a
presenca de mecanismos funcionais de autoincompatibilidade, além de
um fluxo génico bastante efetivo, podem pode ser os fatores
determinantes da reduzida divergéncia entre as populagbes (vide item
fluxo génico e tamanho de vizinhanca).
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Tabela 24: Estatisticas de diversidade genética de Nei (1973) para oito loci
microssatélites em quatro populagdes de Varronia curassavica Jacq. em Santa
Catarina, Brasil.

Locus
Hr Hs Dsr Gst

MCvCIRCPQ14 0,8920 0,8653 0,0267 0,0299
MCvCIRCPQ3 0,8881 0,8649 0,0232 0,0262
MCvCIRCPQ8 0,3895 0,3676 0,0219 0,0562
MCvCIRCPQ6 0,7324 0,7111 0,0213 0,0290
MCvCIRCPQ11 0,9371 0,9156 0,0214 0,0229
MCvCIRCPQ7 0,6305 0,5624 0,0681 0,1080
MCvCIRCPQ16 0,8855 0,8679 0,0176 0,0199
MCvCIRCPQ15 0,5784 0,5306 0,0478 0,0827
Média 0,7417 0,7107 0,0310 0,0488

H; = diversidade genética total; Hs = diversidade genética média dentro das
populacdes; Dsy = diversidade genética entre populagdes; Gsr = proporcéo de
diversidade genética total entre as populagdes.

A analise do dendrograma gerado por meio da matriz de distancia
genética baseada na distdncia D (Nei, 1972) (Tabela 24, Figura 39)
demonstrou agrupamento entre as populacdes do Campeche e Joaquina,
revelando maior similaridade genética entre estas populagfes. Apesar de
estar geograficamente mais distante das demais populagdes, Laguna se
mostrou mais préxima das populacbes da Ilha de Santa Catarina. A
populacdo de Palhoga foi a menos similar do conjunto. A similaridade
entre as populagdes da Joaquina e Campeche eram esperadas devido a
proximidade destas e da existéncia de um continuo em termos de
ambiente, que conecta as duas areas amostradas. Por proximidade, se
esperaria que a populagdo de Palhoga se agrupasse com Joaquina
/Campeche. No entanto, Palhoca foi a que apresentou maior nimero de
alelos e de alelos exclusivos. Desta forma, o agrupamento reflete de um
modo geral, as discrepancias percebidas nas frequéncias alélicas e no
numero de alelos por populagdo (Tabela 18).

Embora os resultados demonstrem que ndo ha uma tendéncia de
isolamento por distancia, a presenca de alelos exclusivos nas populagdes
e as diferengas observadas nas frequéncias alélicas refletem eventos de
historia evolutiva (como gargalos populacionais, histéricos ou pressdes
de exploragdo) distintos.
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Tabela 25: Matriz de distancia D de Nei (1972), para quatro populagfes de
Varronia curassavica Jacq. (Boraginaceae).

Campeche Joaquina Laguna
Campeche 0
Joaquina 0,1111 0
Laguna 0,1371 0,1212 0
Palhoca 0,1405 0,1544 0,1360
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Figura 39: Dendrograma de divergéncia genética obtido a partir da distancia D
de Nei (1972), para quatro populagbes de Varronia curassavica Jacg.
Correlacdo Cofenética = 0,88

4.4.4. FLUXO GENICO E TAMANHO DA VIZINHANCA

A estimativa do fluxo génico ou numero de migrantes por
geracdo entre as populac@es foi de Ny, = 4,87. Segundo Hartl & Clark
(2007), quando o fluxo génico entre populagcdes excede a 4
migrantes/geracdo ha homogeneizacdo de alelos entre as mesmas, e
estas funcionam como populacdes panmiticas. Um fluxo génico elevado
diminui a perda de diversidade genética e contribui para a manutencéo
da viabilidade das populagBes, além de reduzir divergéncias entre as
populacBes. E condizente com espécies alégamas que ocorrem de forma
continua e em elevado numero. Este resultado também reflete a
capacidade de dispersdo da espécie e da presenca da avifauna dispersora
nos fragmentos avaliados (vide capitulo 3).
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Varronia curassavica € polinizada por insetos e dispersa
primariamente por aves (vide capitulo 3). De modo geral, 0 voo desses
insetos & considerado curto, enquanto que as aves apresentam
capacidade de voo a longas distancias (Pizo & Oliveira, 1998). A
capacidade limitada de voo destes insetos permite inferir que o fluxo
génico via dispersdo de pdélens ocorre de maneira mais efetiva dentro
dos fragmentos e em dareas préximas. Contrapondo, a dispersdo via
semente deve acontecer a longas distdncias e entre as 4reas,
contribuindo com o fluxo génico observado. As aves que dispersam as
sementes da espécie sdo tipicas de areas abertas e antropizadas, capazes
de se deslocar entre os fragmentos com alta habilidade de disperséao e
alimentacdo generalista (Gimenes & Anjos, 2003) (vide capitulo 3).

O tamanho de vizinhanca (Ny), ou 0 nimero de individuos
reprodutivos, potencialmente aptos ao cruzamento, que trocam genes ao
acaso entre as populagbes € de aproximadamente 31 individuos.
Considerando estimativas feitas a partir de dados demograficos da
populacdo Joaquina (vide Capitulo 1), uma area minima de ~0,6ha seria
necesséaria para manter este ndmero de individuos. Assim, em &reas
similares as amostradas, n(imeros inferiores a 52 ind/ha™ implicaria em
alteracdes na estrutura genética das populacfes, uma vez que 0s niveis
de fixagdo aumentariam, bem como altera¢des nas frequéncias alélicas
poderiam ser acentuada pelos efeitos de deriva, e consequentemente
maior risco de perda de alelos de menor frequéncia (Reis 1996a).

4.45. TAMANHO EFETIVO POPULACIONAL

A estimativa do tamanho efetivo das populacdes (N), a partir do
nimero amostral foi levemente inferior ao tamanho da amostra para
todas as populagbes avaliadas refletindo o indice de fixagcdo nao
significativo encontrado para todas as populagdes (Tabela 25). O
tamanho amostral médio foi de 174 individuos, e o tamanho efetivo
amostral médio foi de 171 individuos. A populacdo da Joaquina
apresentou os menores valores de referéncia e a do Campeche, 0s
maiores valores de referéncia para conservacao.

O valor médio para o0 N, 5o foi de 51 individuos (+ 1), para 0 N
500 foi de 513 individuos (x 9) e para 0 Ng 1000, 1.026 individuos (£ 15)
(Tabela 11). Apenas para a populacdo da Joaquina foi possivel
determinar a densidade da é&rea. Nesta foi estimado 213 individuos/ha
(considerando todas as classes) encontrados em uma area equivalente a
563 ha de Parque. Desta forma, poderiam ser encontrados
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aproximadamente 67 mil individuos, considerando que da area total do
Parque devem ser desconsideradas os ambientes de dunas moveis,
estimado em cerca 250 ha que representam espagos desprovidos de
vegetacdo. Tal valor é bastante superior ao requerido para a conservagao
em longo prazo.

Tabela 26: Tamanho efetivo populacional (N¢) para valores de referéncia de 50,
500 e 1000 individuos para individuos de quatro populagBes de Varronia
curassavica Jacg. (Boraginaceae), em Santa Catarina.

< N Ne N
ID Noof o Ne NINe o5 500 1000

Campeche 100 0,04 96 1,042 52 521 1042
Joaquina 396 001 393 1,008 50 504 1008
Laguna 100 0,02 98 1,020 51 510 1020
Palhoga 99 0,03 9% 1,035 52 518 1035
Média 174 0,03 171 1,026 51 513 1026
DP 148 0,01 148 0,015 0,95 8,61 1523

N = nimero de individuos amostrados; f= indice de fixacdo; N.= tamanho
efetivo populacional; DP = desvio padrdo.

Para V. curassavica ndo foi possivel identificar com exatiddo o
nimero de individuos adultos, devido & dificuldade de se estabelecer
coortes a partir das caracteristicas morfoldgicas da espécie. Porém,
inferindo este a partir dos individuos que estavam em reproducdo na
avaliacdo, 0 nlimero é de cerca de 57 ind.ha™ , valor compativel com a
estimativa de N, para as areas amostradas (52 ind.ha™). Assim é possivel
concluir que ha um namero de individuos suficiente para ultrapassar o
Ne 1000, OU Seja, a restinga da Joaquina guarda uma populacdo que
garantiria a conservacdo genética da espécie a longo prazo. Em termos
de tamanho de &rea, para manter a diversidade genética seria necessario
uma area minima de 8,84/ha para um N, sq0, € de 17,68/ ha para um N,
1000, Para viabilizar a conservacdo a médio e longo prazos da populacéo.

Apesar da densidade ndo ser conhecida para os demais
fragmentos, o padrdo agregado de distribuigdo e um ndmero elevado de
individuos se mantém. O tamanho dos fragmentos avaliados, no entanto,
é variavel, assim como a pressdo sobre estes. Das areas amostradas,
Campeche é a menor delas, com cerca de 60 ha de restinga margeando a
praia em uma faixa estreitada, porém, continua a area da Joaquina. A
restinga da Palhoga possui uma area de 107 ha aproximadamente, e a
restinga da Laguna cerca de 1.000 ha. Extrapolando os valores obtidos
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para as demais areas, as mesmas poderiam ser consideradas como
equivalentes em termos de area minima, uma vez que aos valores de
referéncia foram préximos. Deste modo, todas as areas atuais seriam
suficientes para a conservacao da espécie em longo prazo. No entanto,
h& de se considerar a heterogeneidade ambiental presente, onde ha
amplos espacos ndo colonizados pela espécie, e que sdo distintos em
cada uma delas (vide capitulo 1), além dos demais fatores mencionados.
Os valores obtidos também devem ser conservadores considerando que
a espécie apresenta distribuicdo agregada e mecanismos de
autoincompatibilidade.

4.5. CONCLUSOES

O presente estudo permitiu a detec¢do da poliploidia, agregando
uma nova informacdo ao conhecimento citogenético da espécie. Do
ponto de vista ecoldgico, a duplicacdo do genoma pode trazer vantagens
evolutivas e adaptativas as variacfes ambientais, além de conferir menor
suscetibilidade aos efeitos de deriva quando comparados as diploides.
Também, polipléides apresentam no geral, boa capacidade de colonizar
habitats pioneiros, tais como 0s encontrados em &reas de restinga.

O sistema reprodutivo da espécie, aliado a presenca de
mecanismos de autoincompatibilidade pode ser o principal fator
responsavel pela alta variabilidade genética existente dentro das
populagdes, assim como pelos baixos indices de fixacao detectados.

O fluxo génico elevado, condizente com espécies alégamas, tras
reflexos da capacidade de dispersdo da espécie, assim como da presenca
de vetores efetivos nos fragmentos avaliados. Também contribui para
amenizar os efeitos de estruturacdo entre as populagdes. Assim, as
diferencas encontradas entre elas podem refletir eventos de historia
evolutiva distintos, uma vez que ndo ha indicios de isolamento por
distancia.

Todas as areas avaliadas apresentaram potencial de conservacdo
em longo prazo das populagBes de V. curassavica. Contudo, a pressdo
antropica em torno destas, em especial a imobiliaria, tem sido crescente
e reduzido consideravelmente as restingas do Estado. Um maior rigor na
protecdo legal garantiria a manutencdo da biodiversidade existente, bem
como favoreceria a manutencdo de importante fonte de matéria-prima
para producdo de fitoterapicos oriundos da flora nativa.
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CAPITULO 5

IMPLICACOES PARA A CONSERVACAO E USO
DE Varronia Curassavica Jacq.

“Ndo é a terra que é frdgil. Nos é que somos frageis.

A natureza tem resistido a catastrofes muito piores do que as que
produzimos. Nada do que fazemos destruira a natureza.

Mas podemos facilmente nos destruir.”

James Lovelock
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5.1. IMPLICAGOES PARA A CONSERVAGAO

A conservagdo dos recursos genéticos tem como objetivo a
manutencdo de individuos que representem a variabilidade genética de
uma espécie (Nodari & Guerra, 2001). Esta se constitui em uma
atividade complexa que implica em um conjunto de agdes que depende
das caracteristicas biolégicas das espécies e suas populagGes, e de como
estas respondem e se inter-relacionam com o ambiente.

Para V. curassavica, devido a importancia e aplicabilidade dos
seus compostos metabolicos, estudos voltados a fitoquimica deram
suporte para seu uso, especialmente em escala industrial. No entanto, o
conhecimento basico de aspectos da autoecologia é imprescindivel para
a compreensdo das implicacBes genéticas e ecoldgicas na manutencédo
das populagdes nos ambientes naturais de ocorréncia, e também para
fomentar propostas de medidas de conservagao deste importante recurso
genético.

De fato, este estudo se preocupou, inicialmente, em responder a
questdes bioldgicas da espécie e de suas inter-relagbes com o ambiente.
Entretanto, a integracdo dos resultados sobre os diferentes aspectos da
autoecologia permitiu gerar informag6es inéditas para a espécie e assim
compreender de maneira mais abrangente o0s processos biologicos e
ecoldgicos aos quais as populagdes estdo submetidas em seus ambientes
de ocorréncia, e assim identificar questdes pertinentes a conservacdo da
mesma. Mas, além disso, tais informagdes evidenciaram a importancia
ecologica de V. curassavica dentro do contexto da restinga, considerado
atualmente como um dos ecossistemas associados & Mata Atlantica mais
ameagados pela pressao antropica.

As éareas de restinga vém sofrendo historicamente com a
substituicdo de sua cobertura vegetal. Com as altera¢des incorporadas ao
Cadigo Florestal (Lei Estadual N° 16.342 de 21/01/2014), as restingas
foram caracterizadas como &reas urbanas, permitindo que o Plano
Diretor de cada municipio regulamente a substituicdo da sua cobertura,
fato que vem acontecendo em ritmo acelerado e de forma agravante em
Santa Catarina, assim como nos demais estados da costa brasileira.

Frente as ameagas a este ecossistema, a conservacdo das espécies
que nele ocorrem depende assim, da visibilidade e reconhecimento de
suas potencialidades e de seus valores ambientais, sociais e econémicos
(Coradin, 2011). Neste sentido, a valorizacdo da espécie e do
ecossistema pode ser pensada a partir da l6gica da conservagéo pelo uso,
desde que fundamentada em praticas e estratégias que favoregam a
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manutencdo das restingas e da biodiversidade nela existente. Estudos
tém demonstrado que populacBes locais sdo incentivadas a conservar
guando seus meios de subsisténcia dependem de produtos e valores
produzidos a partir dessa biodiversidade (vide Steenbock & Reis, 2004;
Berkes & Davidson-Hunt, 2006; Mariot et al., 2010; 2014; Mattos,
2015).

Com os resultados encontrados neste trabalho também foi
possivel identificar potencialidades de uso para a espécie além do seu
potencial medicinal, e ainda, identificar estudos que possam
complementar o conhecimento até aqui obtido com vistas a manutencédo
genética de suas populages in situ e ex situ.

5.1.1. IMPLICACOES PARA A CONSERVAGCAO IN SITU e EX SITU

Os resultados provenientes do estudo sobre a dindmica
populacional demonstraram que V. curassavica apresentou capacidade
regenerativa e de colonizacdo, com baixa mortalidade de plantulas. Sua
distribuicdo na restinga herbacea subarbustiva, com ocorréncia a partir
das dunas frontais evidencia a importancia do seu papel para a
manutencdo da cobertura vegetal e para a fixacdo de dunas. O nimero
de individuos presentes e seu padrdo de distribuicdo agregado
contribuem para imprimir a fitofisionomia dessas areas. Além disso, 0s
atributos demograficos e bioldgicos evidenciados para V. curassavica,
como o habito arbustivo densamente ramificado, o padrdo agregado de
distribuicdo, capacidade de colonizacdo, crescimento rapido, além de ser
pioneira e heliofita, confere a mesma, elevado potencial de facilitacéo,
podendo assim interferir nas condi¢gBes microclimaticas e com isso
favorecer ou facilitar o aparecimento e estabelecimento de outras
espécies da restinga. Evidéncias de facilitacdo em ambientes adversos
podem ser encontrados em Shumway (2000), Franks (2003), Martinez
(2003), Dias et al. (2005).

Com relacdo a sua distribuicdo na restinga, o estudo realizado na
Joaquina evidenciou que a populacdo pode responder com diferencas
demogréficas e genéticas relacionadas a heterogeneidade ambiental. As
baixadas secas representam zonas preferenciais de crescimento e
desenvolvimento da espécie, assim como estas detém a maior riqueza
alélica, alelos raros e exclusivos. Por outro lado, ambientes alagados,
sem cobertura vegetal e com inclinagdo muito acentuada Sdo0 0s
ambientes menos favoraveis ao estabelecimento e desenvolvimento dos
individuos da espécie, demonstrando a importancia da fitofisionomia e
da heterogeneidade ambiental para a distribuicdo e manutencdo das
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populacdes de V. curassavica nas areas de restinga. Logo, onde a
restinga € mais homogénea em termos de microambientes pode-se
esperar que o padrdo agregado de distribuicdo espacial pudesse ser
alterado. Assim, essa diversidade de ambientes, que é tipica desse
ecossistema € um dos elementos que deve ser considerado na defini¢do
de areas minimas para a conservacao e no tamanho efetivo populacional,
guando da definicdo de estratégias para a conservagao in situ.

Contrapondo o padrdo espacial dos individuos, a distribuicdo
espacial dos gendtipos foi aleatdria, sugerindo que a movimentacdo de
alelos dentro de populagfes deve estar condicionada ao grau de
compatibilidade genética entre os individuos. A presenca da heterostilia,
por sua vez, a0 mesmo tempo em que favorece a movimentagdo dos
genes e a fecundacdo cruzada, pode implicar em maior vulnerabilidade
para a espéecie no que concerne aos efeitos da fragmentacdo do hébitat,
uma vez que ha uma dependéncia tanto de individuos vizinhos
geneticamente compativeis para cruzamento quanto da agdo dos
polinizadores (vide Washitani et al., 2005).

A dependéncia da fauna é fortemente evidenciada nos resultados
relacionados a biologia reprodutiva da espécie, sendo esta o elemento
basilar responsavel pela movimentacdo dos alelos nas populacdes
(realizagdo de cruzamentos e do fluxo génico via pélen e sementes). Por
outro lado, a manutencdo da fauna perpassa pela necessidade de
espécies vegetais estratégicas que ofertem recursos para atracdo e
alimentacdo destes animais. Nos processos de conservagao das restingas
V. curassavica pode ser considerada estratégica em termos de atracdo e
manutencdo de animais. A espécie disponibiliza, ao longo de todo do
ano, recursos tréficos para diversos vetores de transporte de pdlen e
aves, muitos dos quais atuam como polinizadores e dispersores de varias
outras espécies na area de restinga. Além dos recursos florais e dos
frutos, os niveis de herbivoria registrados nas folhas da espécie e a
diversidade de danos encontrados indicam que outros grupos, além
daqueles polinizadores e dispersores sdo favorecidos, promovendo uma
grande diversidade de interagdes dentro do ecossistema em que ocorre.
A manutencdo de espécies zoocOricas em ecossistemas urbanos e
fragmentados é de grande relevancia para a atracdo da avifauna,
especialmente na restinga, que é considerada como um ecossistema
relativamente pobre em riqueza de aves (Gonzaga et al., 2000, Alves et
al., 2004).

Em termos genéticos, a heterogeneidade encontrada entre as
populacgdes avaliadas, com presenca de alelos exclusivos em todas estas
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populacgdes e expressivo percentual de alelos raros ressalta o papel das
restingas como mantenedoras dessa diversidade, assim como de se
estabelecer politicas publicas e acdes estratégicas de uso e conservacao
desta diversidade in situ, uma vez que a complexidade dos ecossistemas
promove interacdes que ndo ocorrem em outras situaces (Guerra &
Nodari, 2001).

A elevada diversidade genética encontrada nas populagdes pode
ser explicada por um conjunto de fatores. As estratégias reprodutivas da
espécie, considerando os diferentes aspectos bioldgicos e mecanismos
aqui evidenciados, aliado ao ciclo fenoldgico e as taxas de cruzamento
estimadas, convergem para um sistema eficiente de cruzamentos
aleatérios com alogamia completa. Em seu conjunto, tais fatores
contribuem para a manutencdo dos niveis elevados de diversidade
genética dentro das populagdes, assim como para os baixos indices de
fixacdo detectados nos adultos e nas progénies.

Outro fator que contribui para estes indices de diversidade é a
presenca da poliploidia, que também traz implicaces importantes para a
conservagdo da espécie. Dentre os efeitos positivos da poliploidizacéo,
além do aumento do genoma (Madlung, 2013) esta a menor
suscetibilidade aos efeitos de deriva quando comparados as diploides
(Moody et al., 1993). Dentro do contexto de ameaga e pressao sobre 0s
habitats tal atributo pode amenizar os gargalos provocados por perdas na
variacdo genética. Do ponto de vista ecoldgico, a presenca desta
diversidade alélica, também resultante da duplicagdo do genoma,
acarreta em vantagens evolutivas e adaptativas as variagdes ambientais,
como mencionado em Madlung (2013), conferindo as espécies maior
flexibilidade, favorecendo sua sobrevivéncia em eventuais distlrbios
bioldgicos e ou climéticos que possam ocorrer. Aspectos que podem
estar ocorrendo em V. curassavica. Por sua vez, a poliploidia pode
provocar modificagbes nos mecanismos de autoincompatibilidade,
impactando diretamente no padrdo de cruzamento da espécie (Entani et
al., 1999; De Nettancourt, 2000; Galloway et al., 2003) e assim trazer
uma série de alteracfes na atual estrutura genética e no equilibrio
endogdmico encontrado nos adultos e progénies. Estudos referentes a
manutencdo destes mecanismos em meédio prazo sdo essenciais para
diagnosticar a manutencédo do sistema atual.

Com relagcdo a estrutura genética, as populacdes analisadas
apresentaram uma baixa divergéncia. O elevado fluxo génico e a alta
taxa de cruzamento justificam a reducéo da divergéncia populacional. A
ndo adequacdo ao modelo de isolamento por distancia sugere que as
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diferencas observadas sejam provenientes de eventos de historia
evolutiva distintos.

A diversidade encontrada e a baixa divergéncia demonstram que
todas as populagdes estudadas apresentam potencial para conservagao
genética. Além disso, todas as respectivas areas apresentam potencial de
conservagdo em longo prazo para a espécie, comprovado pelo tamanho
efetivo populacional. Os resultados evidenciaram que mesmo pequenas
areas sdo importantes, e estas podem abrigar elevado nimero de alelos
exclusivos, a exemplo do que foi encontrado na populacdo de Palhoga.
Assim, de certa maneira, tanto o PMDL, quanto o PEST e a APA da
Baleia Franca estdo cumprindo, at¢ o momento, o seu papel de
conservagdo em relacdo a esta espécie.

Para manter a diversidade encontrada, as a¢des de conservacao e
de manejo devem considerar uma estimativa minima de 1026
individuos/ha™, pelo menos 52 reprodutivos/ha™ e uma érea ndo menor
gue 18 ha. Numeros inferiores poderiam implicar em alteragdes nas
frequéncias alélicas, maior vulnerabilidade aos efeitos de deriva e,
consequentemente, maior risco de perda de alelos de baixa frequéncia,
além do aumento nos niveis de fixacdo (Reis, 1996a). Estes resultados,
no entanto, devem ser conservadores por conta dos fatores de variagdes
gue podem ocorrer associadas a distribuicdo espacial, heterostilia e
niveis de ploidia.

Devido a reduzida divergéncia entre as populacdes e a elevada
heterozigosidade encontrada dentro delas, como estratégia de
conservagdo in situ, sugere-se a estruturacdo de poucas reservas, mas
estas devem comportar, além dos nimeros minimos sugeridos acima, a
possibilidade de manter a fauna associada, indispensavel para a
sobrevivéncia e manutencéo da diversidade genética da espécie.

Cabe ressaltar ainda que V. curassavica é uma espécie
subarbustiva perene, porém, ndo longeva (Smith, 1970). Assim, o0s
niveis de diversidade e estruturacdo das populacGes refletem eventos
relativamente recentes, como aqueles relacionados a reproducéo,
exploragdo, reducdo e fragmentacdo dos habitats. Isso significa que o
guadro atual pode ser dindmico. Assim, trabalhos futuros devem
considerar a andlise da manutencéo alélica especialmente em populagées
submetidas a maior pressao antrépica.

A existéncia de uma complexidade de inter-relacbes e a
importancia destas para a manutencdo dos processos biolégicos e
genéticos das populacdes de V. curassavica (Figura 40), assim como, a
importancia ecoldgica que esta espécie representa para as restingas
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ressalta a importancia da conservagdo in situ. Assim sendo, é necessario
pensar em agdes que possam contribuir para a conservacgao destas areas
frente a atual pressdo antrépica sobre as mesmas. Mesmo com todo o
potencial ainda existente, a reducéo dessas areas pode comprometer toda
a diversidade encontrada, e levar a reducdes drasticas destas populagdes,
inviabilizando consequentemente a manutencdo destas dentro deste
ecossistema. Um maior rigor na protecdo legal e medidas de
conservacdo por meio do uso sustentavel e valorizagdo da flora nativa
poderiam estimular e auxiliar na reversdo de ameaca do quadro atual.

------------- Relacdo com a fauna S
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Figura 40: Inter-relagdes dos processos biolégicos e ecoldgicos de V.
curassavica Jacq. dentro do contexto da restinga. Hs = Diversidade genética
dentro das poplagGes; Dsy = Diversidade genética entre as populagdes; P:O =
Polen:6vulo; £ = taxa de cruzamento aparente.

Ao se considerar medidas de conservacdo ex situ, coletas de
sementes podem ser realizadas em poucas areas, devido a reduzida
divergéncia encontrada entre as populagdes, todavia, em um nidmero
elevado de individuos para garantir uma maior captura da diversidade
alélica, que em grande parte encontra-se em baixa frequéncia. Além
disso, deve-se considerar a existéncia da heterostilia e suas implicacdes
em termos de reprodugdo. A identificacdo do morfo floral é necesséria,
bem como, uma coleta equilibrada que represente individuos com flores
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brevistilas e longistilas, a fim de garantir a propagacdo sexual da
espécie. Devido ao padrdo de crescimento e agregacdo da espécie, as
coletas também devem respeitar uma distancia conservadora nao inferior
a 20 m entre individuos. Uma maior oferta de sementes pode ser
encontrada entre 0os meses de setembro a novembro, periodo de maior
intensidade de maturacdo dos frutos. A coleta de sementes também deve
garantir a manutencdo da espécie in situ e ndo prejudicar a fauna
associada (Lei n° 11.428 de 22/12/2006).

5.1.2. IMPLICACOES PARA O USO SUSTENTAVEL

E possivel pensar em uma forma de conservagio a partir do
estimulo ao uso sustentavel? E possivel pensar em uso sustentavel de
populacdes naturais de uma espécie como V. curassavica, Cujo
ecossistema apresenta elevada complexidade e fragilidade estrutural?
Dada & importancia da conservagdo in situ para as populagbes de V.
curassavica, assim como da importancia das restingas e dos seus
recursos genéticos é importante que tal discussédo seja considerada e que
permeie as propostas de manutencgdo dessas areas e das suas populagdes.

Diversos estudos tém demostrado que quando algumas espécies
tornam-se mais valorizadas, as acfes de uso sobre estas podem
contribuir ndo s6 com a manutengdo da propria espécie, mas também do
ecossistema associado. Exemplos podem ser encontrados em Steenbock
& Reis (2004), Baldauf & Reis (2010), Filippon et al. (2012), Mariot
(2014) e Mattos (2015), onde destacam o potencial da conservagao por
meio do uso. A utilizagdo dos multiplos recursos provenientes da
biodiversidade é de grande importancia na economia (Diegues 2002),
especialmente para comunidades locais e povos tradicionais, e, quando a
subsisténcia dessas comunidades depende de produtos e valores
produzidos a partir da mesma, estas sao motivadas a conservar 0 recurso
(Berkes & Davidson-Hunt, 2006).

Para V. curassavica, a auséncia de um histdrico de exploragéo da
espécie ndo permite inferir sobre a capacidade de manutencdo destas
populacdes sob exploracdo. Muito provavel que, com o processo de
urbanizacdo e a perda do conhecimento associado (Pereira, 2003), 0 uso
realizado pelas comunidades locais ndo seja suficientemente intenso
para causar alteracGes nestas populacfes. Todavia, moradores nativos
continuam utilizando as plantas da restinga apesar destes usos terem
diminuido consideravelmente em relagdo ao passado rural (Melo et al.,
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2008; Gandolfo & Hanazaki, 2011). Durante a realizagdo deste trabalho,
entrevistas informais e assistematicas permitiram identificar uma
demanda pelo recurso por pequenas empresas e associa¢fes que utilizam
a espécie especialmente para a extracdo de dleos essenciais. Portanto, é
de extrema importancia que estudos etnobotanicos sejam incorporados
as informacg0es existentes a fim de se conhecer a intensidade de uso
atual, material coletado (individuo, folhas, sementes) e identificar as
areas que estas atividades ocorrem. A integracdo destes estudos traria
subsidios para compreender o impacto do uso sobre a diversidade e a
estrutura genética existente, e contribuiriam com informacdes para
medidas mais adequadas de conservacdo e manejo, a fim de garantir a
manutencdo da diversidade genética da espécie em seu habitat natural,
além de agregar valor cultural a vegetacdo de restinga, somando
esforcos para a conservacao deste ecossistema.

Por se tratar de um recurso florestal ndo madeireiro, para
obtencdo da matéria prima, apenas parte do vegetal é utilizada, desde
gue técnicas adequadas de manejo fossem aplicadas, o uso ndo
eliminaria o gendtipo da populagdo e nem as interagBes que este
proporciona em seu ambiente natural. Tal questdo aliada as
caracteristicas reprodutivas e genéticas aqui levantadas confere a
espécie, elevado potencial de uso sustentdvel, onde tanto suas
populagdes quanto o seu hébitat possam também ser conservados.
Frente a ocupacdo urbana, o incentivo de tais praticas poderia ser uma
alternativa para manter as restingas como importante fonte de
biodiversidade e de geracdo de renda local. Outrossim, faz-se necessario
responder a diversos aspectos relacionados ao manejo, uso e a propria
biologia da espécie, como capacidade de reposicdo da biomassa sob
diferentes condicfes de exploracdo, e consequentes implicagdes na sua
biologia reprodutiva, e ainda, considerar a legislacdo atual vigente.
Além disso, a realizacdo de acdes de manejo sobre as populagdes de V.
curassavica devem levar em consideracdo 0s possiveis impactos
bidticos e abibticos no ecossistema e, portanto, € fundamental que
estudos complementares contemplem a avaliagcdo destes.

Sabe-se que para a V. curassavica 0s compostos de interesse
medicinal sdo metabolitos secundarios, cuja producdo e concentracdo
sdo influenciadas por fatores ambientais e fisioldgicos (Zaroni et al.,
2004). Assim, afora a possibilidade de conservacdo e manejo das
populacdes em seus ambientes naturais, a variagdo genética encontrada,
aliada ao fato de ser uma espécie pioneira, de crescimento rapido e que
suporta adensamento, conferem & espécie perspectivas a serem
exploradas em plantios comerciais. Mesmo considerando a necessidade
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de homogeneizacao para a producao de fitoterapico em escala industrial,
as restingas tém sua importdncia como mantenedoras dessa ampla
diversidade genética que pode contribuir para o fornecimento de novos
genotipos de interesse.

Além do uso por suas propriedades medicinais, com os resultados
obtidos neste trabalho, outras potencialidades de emprego podem ser
apontadas para a espécie e que contribuiriam para a
valorizacdo/conservacdo da flora da restinga. Varronia curassavica
apresenta consideravel potencial de atragdo da fauna, além de ter
elevada toleréncia ao estresse hidrico, a deficiéncias nutricionais e a alta
luminosidade. Tais atributos, somados & capacidade de reposicao foliar
ao longo de todo ano, elevada biomassa, a um continuum na florag&o, ao
rapido crescimento, atestado pela altura encontrada nos ingressantes na
populacdo, sdo caracteristicas que se destacam pela sua importancia para
uso em projetos de recuperacdo de &reas degradadas, facilitando o
estabelecimento da vegetacdo e atuando na atracdo de didsporos de
outras espécies por meio da disponibilizacdo de recursos para a fauna.

Estas caracteristicas sdo igualmente importantes por se tratar de
uma espécie que apresenta também potencial ornamental. Varronia
curassavica € apontada pela sua beleza e indicada para compor
agrupamentos e cercas vivas em jardins (Stumpf et al., 2009). Dentro do
contexto urbano, o paisagismo ecol6gico vem se destacando como
instrumento de conservacdo do meio ambiente, preconizando a
utilizacdo, valorizacdo e priorizacdo das espécies nativas (Stumpf et al.,
2009). A substituicdo de plantas exdticas por nativas tem se mostrado
como uma tendéncia cada vez mais estimulada (Ciotta & Nunes, 2009;
Siminski & Reis, 2011). O emprego de V. curassavica em projetos
paisagisticos, especialmente em regides proximas as areas costeiras,
além de valorizar a flora nativa, se destacaria pelo papel de mantenedora
dos elementos da fauna aqui identificados.

Em resumo, considerando as implicacdes de conservacao e de uso
aqui postas, juntamente com as potencialidades identificadas, é plausivel
vislumbrar diferentes cenarios possiveis para esta espécie. O primeiro
deles é a conservagdo das populagBes naturais de V. curassavica em
areas de restinga; o segundo contempla a possibilidade de uso e manejo
sustentdveis em ambientes naturais, amparados pelo estudo da
autoecologia; o terceiro é o da valorizagdo das potencialidades da
espécie por meio do seu emprego em projetos de recuperacdo de areas e
de valorizacdo paisagistica; e por fim, um quarto cenério, voltado a
plantios oriundos de sele¢do e a caminho da domesticagéo. A integracdo
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destes diferentes cenarios pode resultar em significativos
desdobramentos para acdes estratégicas de aproveitamento, manutencao
e conservagdo deste importante recurso vegetal, que por conta do seu
uso, recebeu projecdo internacional e tem despertados cada vez mais o
interesse das pessoas e das empresas de medicamentos e alimentos.
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11. ANEXOS

ANEXO 1: Autorizagdo para realizacdo de pesquisa no Parque
Municipal das Dunas da Lagoa da Conceigéo.

PREFEITURA MUNICIPAL DE FLORIANOPOLIS
Fundag&o Municipal do Meio Ambiente de Floriandpolis
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Académica MARCIA PATRICIA HOELTGEBAUM / Prof. MAURICIO SEDRES DOS
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Doutorada do Programa de Pés-Graduagio em Recursos Genéticos / CCA / UFSC
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Assumto: Processo E 0032702014

Autorizagdo para atividade de pesquisa “Camcterizsgio de populscdes naturais de CORDIA
VERBENACEA em ambicnses de restinga™

Prezada Senhora,
Em atencio a sua solicitaglio de autorizagio pars o realizagho de uma atividade de
pesquisa no Parque Municipal das Dunas da Lagoa da Comceigdo, informamos que, com base na
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lembrando que sua niio observiincia pode implicar no cancelamento da mesma.

Sendo 0 gue tinhamos para 0 momento,

Atenciosamente,
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ANEXO 2: Autorizagdo para realizacdo de atividades cientificas com
coleta de material biolégico em Unidade de Conservacdo SISBIO.
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