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RESUMO: Varronia curassavica Jacq. (Boraginaceae) esta presente na vegetagéo de restinga
e apresenta relevantes propriedades medicinais. A espécie é explorada especialmente por
comunidades locais e pela industria farmacéutica, porém, carece de informacdes ecoldgicas e
genéticas a seu respeito. Nesse contexto, o estudo foi conduzido com o objetivo de caracterizar
a diversidade genética de trés populagdes de V. curassavica em areas de restinga na llha de
Santa Catarina. Foram coletadas folhas de 50 individuos adultos em cada uma das trés areas de
estudo e as frequéncias alélicas das populagdes foram obtidas a partir de 14 locos alozimicos.
Foram encontrados 25 alelos distintos nas trés populag¢des, sendo dois alelos exclusivos. As
populagbes apresentaram diversidade genética média de 0,111 e indice de fixagdo médio de
-0,060 (-0,273 até 0,222). Os niveis de diversidade s&o intermediarios, semelhantes aos exibidos
por espécies da mesma familia ou de caracteristicas ecologicas semelhantes. Os indices de
fixagdo foram todos significativos e discrepantes entre as populagdes, sendo que duas delas
apresentaram excesso de heterozigotos. A divergéncia genética interpopulacional foi significativa
e igual a 0,079, considerada moderada e sugerindo efeitos de subdivisdo populacional. Os
niveis de diversidade genética encontrados e a reduc&o populacional causada pela reducéo e
fragmentagéo dos habitats em que a espécie ocorre sugerem medidas de conservagéo ex situ
e demandam maior rigor na protecéo legal de areas de protecéo permanente.
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ABSTRACT: Genetic diversity and structure of Varronia curassavica Jacq. populations
in the restinga of Santa Catarina Island. The Varronia curassavica Jacq. (Boraginaceae) is
present in restinga vegetation and shows relevant medicinal properties. The species is exploited
by local communities and by the pharmaceutical industry; however, it lacks ecological and genetic
information. Thus, this study aimed to characterize the genetic diversity of three V. curassavica
populations in restinga areas of Santa Catarina Island. Leaves of 50 adult individuals were
sampled in each of the three study areas and the allelic frequencies were obtained from 14
allozyme loci. Twenty-five different alleles were found in the three populations, two of them being
exclusive. The populations showed, on average, a genetic diversity of 0,111 and a fixation index
of-0,060 (-0,273 to 0,222). The diversity levels are intermediary, similar to those ones owned by
species of the same family or with similar ecological traits. The fixation indexes were all significant
and discrepant among the populations, with two of them showing excess of heterozygotes. The
genetic divergence among populations was significant and equal to 0,079, which is considered
moderate and suggests effects of population subdivision. The levels of genetic diversity found
and the population decrease caused by reduction and fragmentation of habitats in which the
species are present implies in ex situ conservation measures and a higher enforcement of the
legal preservation of permanent protected areas.
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INTRODUGAO

Varrronia curassavica Jacq. (Boraginaceae)
€& uma espécie perene, arbustiva que apresenta
ampla distribuicdo. Pode ser encontrada desde
a América Central até o sul do Brasil, sendo
caracteristica da restinga litoranea, do Ceara até o
Rio Grande do Sul (Smith, 1970; Falkenberg, 2012).
Em Santa Catarina é comumente encontrada em
restingas subarbustivas ou arbustivas, crescendo
na duna frontal, ou em dunas internas e planicies
arenosas enxutas, e pode ser ainda raramente
encontrada em solos Uumidos nas capoeiras da
Floresta Ombrofila Densa (Smith, 1970).

A espécie apresenta relevante importancia
medicinal, sendo utilizada popularmente por
suas propriedades anti-inflamatdria, analgésica
e cicatrizante (Lorenzi & Matos, 2008), além de
ser considerada também como antiulcerogénica,
antimicrobiana e com propriedades tnicas (Panizza,
1997; Passos et al., 2007). Pesquisas realizadas com
a espécie concluiram que o efeito anti-inflamatério
deve-se a presencga do principio ativo a-humuleno
(Medeiros et al., 2007), encontrado principalmente
nas folhas. As atividades anti-inflamatérias e
analgésicas tém sido comprovadas por estudos
farmacolégicos, e despertado cada vez mais o
interesse da comunidade cientifica, sendo seus
compostos alvo de diversos estudos (Velde et al.,
1982; Basile et al., 1989; Lins et al., 1990; Sertié et
al., 1991; Carvalho Junior et al., 2004; Gomes, 2010;
Ming et al., 2012). Além de estar incluida na Relacao
Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao
Sistema Unico de Saude - RENISUS (Brasil, 2009),
ha por parte da industria farmacéutica um crescente
interesse na obtencéo de folhas da espécie para
ser usada como matéria-prima na fabricagdo de
medicamentos (Montanari, 2011).

Contudo, a obtengdo de medicamentos
fitoterapicos depara-se com a dificuldade de obtengao
de matéria-prima, sendo o extrativismo ainda a
principal forma de obtencao de plantas medicinais
(Lapa, 2006). Apesar de o extrativismo possibilitar
geragao de renda para muitas comunidades e
agricultores familiares, a pressdo econdmica pode
tornar o processo extrativista predatério (Reis &
Siminski, 2012). Redugdes de variabilidade genética
associadas a diferentes intensidades de processos
extrativistas ja vem sendo relatadas para varias
espécies (vide Sebbenn et al., 2008; Silva & Reis,
2010; Ratnam et al., 2014). Este fato aliado a
diminuigdo do tamanho das populag¢des naturais,
que vem ocorrendo principalmente com o avango
dos empreendimentos imobiliarios em ambientes
de restinga, pode representar uma ameaga a
conservagao da variabilidade genética da espécie.

A manutengéo da variabilidade é a base
da conservagao de espécies (Frankham, 2005;

Kahilainen et al., 2014) e, portanto, o conhecimento
de seus niveis e distribuicdo é fundamental para o
estabelecimento de praticas de uso sustentavel e
conservagdo das mesmas (Reis, 1996; Frankham,
2003; Neel & Ellstrand, 2003). Neste sentido,
estudos sobre diversidade e estrutura genética
de populagdes de plantas medicinais, bem como
a relacdo destes com o manejo das mesmas se
fazem necessarios. Sado exemplos disso os estudos
de Mariot et al. (2002), Steenbock & Reis (2004),
Bertoni et al. (2010), Baldauf et al. (2013) e Harish
et al. (2014).

Apesar da sua importancia, estudos
relacionados a genética sao escassos para a
espécie. Até o momento, pode-se encontrar
informagdes em Coleman (1982), que estudou
0 numero de cromossomos de 54 espécies de
angiospermas, dentre elas a V. curassavica e a
categorizou como dipldide, com n = x = 9, e em
Figueira et al. (2009), que desenvolveram oito
locos microssatélites altamente polimérficos para
a espécie.

Diante deste cenario, este trabalho teve
como objetivo conhecer a diversidade genética de
populacdes de V. curassavica em areas de restinga
na llha de Santa Catarina. Especificamente, buscou
adaptar um protocolo de sistemas isoenzimaticos
para a espécie, caracterizar a diversidade genética
intra e interpopulacional das populagdes, estimar
indices de fixagdo e obter estimativas do tamanho
efetivo populacional visando contribuir para o
conhecimento acerca da diversidade genética da
espécie e de possibilidades de conservagao para a
mesma em ambiente de restinga.

MATERIAL E METODO
A Espécie

Varronia curassavica Jacq., pertence
a familia Boraginaceae (Smith, 1970). Séo
consideradas para a espécie as sinonimias C.
curassavica (Jacq.) Roem. & Schult. e Cordia
verbenacea (DC.) (Falkenberg, 2012). Popularmente
€ mais conhecida como erva-baleeira, caramona,
salicina ou camarinha (Melo et al., 2008; Falkenberg,
2012). A espécie é helidfita, perene, de habito
arbustivo, bastante ramificado, podendo atingir de
1 a 2 metros de altura. Pode florescer em qualquer
época do ano, com maior intensidade durante a
primavera e verdo (Montanari, 2011). Apresenta
entomofilia, sendo moscas, abelhas e borboletas
seus principais polinizadores e, sua dispersao se da
principalmente por aves (Montanari, 2011).

A exsicata da espécie (ramo florido) esta
depositada no herbario FLOR da Universidade
Federal de Santa Catarina, sob o voucher FLOR
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20081, coletada em maio de 2014, na restinga da
Joaquina - Floriandpolis/SC.

Areas de Estudo

O estudo foi realizado em trés populagées
de V. curassavica, localizadas em areas distintas
de formacgéo de restinga, ao sul da llha de Santa
Catarina (Figura 1). A populacdo da Joaquina
(27°37'46.19”S e 48°27°1.59”0) esta inserida
no Parque Municipal das Dunas da Lagoa da
Conceigéo - PMDLC, que possui area aproximada
de 563 ha (Cecca, 1997), com extensdo de 3,5kme
largura média de 1,2 km (Scherer, 2004). A area do
PMDLC compreende um mosaico vegetacional, com
fitofisionomia predominante herbacea arbustiva,
associadas a duna frontal, dunas interiores e
baixadas alagadas, Umidas e secas (Bresolin,
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1979). A populagéo do Campeche (27°41’6.07”S e
48°28'50.20”0) encontra-se em uma area de 121 ha,
continua ao PMDLC. O campo de dunas situa-se ao
longo da praia do Campeche, numa faixa estreitada
pela pressao imobiliaria. A vegetagao predominante
€ herbacea arbustiva, com alguns trechos formados
por arvoretas entre dunas, formando dossel. A
terceira area de estudo esté localizada no Pantano
do Sul (27°46°'51.80”S e 48°31’9.68”0), mais ao
sul da llha e ndo continua do PMDLC. O campo
de dunas desta area possui 24,2 ha e a cobertura
vegetal apresenta-se mais densa, com predominio
de espécies arbustiva e arbdreas. Esta ultima,
apesar de aparentemente ser mais conservada em
termos de cobertura vegetal, encontra-se em um
fragmento menor, sendo area verde de condominios
construidos no seu entorno.
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FIGURA 1. Mapa com a localizagéo das trés areas de estudo. A distancia minima entre as areas é de 6 km
(Campeche - Joaquina); e a maxima é de 18 km (Pantano do Sul -Joaquina). Entre as popula¢des do Campeche

e Pantano do Sul, a distancia é de 11 km.
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Amostragem

Para cada populagao, foram coletadas
amostras foliares provenientes de 50 individuos
adultos, as quais foram armazenadas em sacos
plasticos e acondicionadas em caixa térmica
contendo gelo. Na sequéncia foram encaminhadas
para o Laboratério de Fisiologia do Desenvolvimento
e Genética Vegetal da UFSC - LFDGV, onde ficaram
armazenadas por até dois dias em geladeira a
temperatura de 5° C.

Procedimentos laboratoriais

O processo de solubilizagdo das enzimas
foi realizado com auxilio do macerador automatico
Precellys®24. Em cada tubo de maceragao (modelo
Hard Tissue Grinding MK28), foram adicionados:
aproximadamente 50 mg de material foliar, 5
esferas de acgo inoxidavel, 0,4 ml de solugédo de
extracdo n® 1 (Alfenas et al., 1991) e cerca de 10
mg de polivinilpirrolidona (PVP 40). Os tubos foram
agitados por 15” a 6700 RPM. O meio de suporte da
eletroforese foi 0 gel de amido de milho (penetrose
30 a 13%) e o sistema eletrodo-gel foi o citrato de
morfolina, pH 6,1 (Cheliak & Pittel, 1984; Alfenas
et al., 1991). A Tabela 1 apresenta os sistemas
isoenzimaticos testados e os selecionados, com
base no polimorfismo e nitidez, para a caracterizagao
das populagdes.

Andlises Estatisticas
A partir das frequéncias alélicas obtidas

foi estimado para cada populagdo o niumero total
de alelos, nimero médio de alelos por loco (A),
numero efetivo médio de alelos por loco (Ae) pela
equacéo Ae- 1/ (1- He), porcentagem de locos
polimérficos (P), heterozigosidade observada (Ho)
e heterozigosidade esperada (He), além do indice
de fixagao (/). Alelos com frequéncia menor que
5% foram considerados raros, e alelos restritos
a apenas uma populagao foram considerados
exclusivos. A estrutura genética foi estimada a partir
das estatisticas F de Wright (1951), utilizando o
método de estimacao de Weir & Cockerham (1984).
Também foram estimados os tamanhos efetivos
populacionais (N,), populacionais, de acordo com
Vencovsky (1992), N, = n/(1+f), em que n e O
tamanho amostral efo indice de fixagdo. Para a
obtencao dos indices genéticos foram utilizados os
programas FSTAT versao 2.9.3.2 (Goudet, 2002) e
GDA versao 1.0 (Lewis & Zaykin, 2002).

RESULTADO E DISCUSSAO

Diversidade genética e tamanho efetivo

Os nove sistemas isoenzimaticos utilizados
permitiram a interpretacdo de 14 locos, sendo oito
deles polimorficos (Tabela 2). Foram encontrados 25
alelos distintos entre as trés populagdes amostradas.
As frequéncias alélicas foram heterogéneas entre as
populagdes, sendo que dois alelos foram exclusivos
para duas populagdes: o alelo um do loco SKDH

TABELA 1. Sistemas isoenziméaticos testados e selecionados (*), cédigo e sigla das enzimas.

Enzima Cddigo Sigla
Malato Desidrogenase* EC 1.1.1.37. MDH
Superoxido Dismutase EC 1.15.1.1. SOD
Peroxidase EC 1.11.1.7. PRX
Xiquimato Desidrogenase* EC 1.1.1.25. SKDH
Fosfoglucomutase* EC5.4.2.2. PGM
Diaforase EC 1.8.1.4. DIA
Glutamato Oxaloacetato Transaminase EC 2.6.1.1. GOT
Esterase* EC 3.1.1.1 EST
Fosfogluco Isomerase* EC 5.3.1.9. PGI
Fosfatase Acida* EC3.1.3.2. ACP
Enzima Malica* EC 1.1.1.40 ME
Nicotinamida Adenina Dinocleotideo Desidrogenase EC 1.6.99.3 NADH
Fosfatase Alcalina EC 3.1.3.1 ALP
6-Fosfogluconato Desidrogenase* EC 1.1.1.44 6PGDH
Glucose 6-Fosfato Desidrogenase EC 1.1.1.49 G6PDH
Glicerato-2 Desidrogenase EC1.1.1.29 G2DH
Glutamato Desidrogenase EC1.4.13 GTDH
Isocitrato Desidrogenase* EC 1.1.1.42 IDH
Leucina Aminopeptidase EC 3.4.11.1 LAP
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para a populagdo Campeche e alelo trés do loco
MDHZ2 para populagéo Pantano do Sul. A populagao
Joaquina apresentou trés alelos raros (PGI1 alelo
2, ACP alelo 3 e MDH2 alelo 1), enquanto que um
alelo raro foi encontrado na populagao Pantano do
Sul (PGI1 alelo 2) e outro na populagéo Joaquina
(SKDH alelo 1) (Tabela 2).

As populagdes de V. curassavica (Tabela
3) apresentaram diversidade genética média
(He) de 0,111 (de 0,098 até 0,126), Ho médio de
0,117 (de 0,085 até 0,143), bem como um f médio
de -0,060 (de -0,273 até 0,222). Hamrick et al.
(1992) apontam niveis de diversidade ligeiramente
menores aos encontrados, para populagdes de
espécies herbaceas perenes nao-longevas (P=
29,8%, A = 1,39, A: = 1,12 e He= 0,098). Outros
estudos com espécies da familia Boraginaceae
utilizando isoenzimas também revelaram niveis
de diversidade semelhantes, ou ainda menores
aos encontrados para V. curassavica. Chase et
al. (1995), para 11 populagdes de Cordia alliodora,
encontraram P, A, A, He médios de 44%, 1,73,
1,23 e 0,127, respectivamente. J& Del Hoyo et al.
(2012), para uma populacéo de Glandora oleifolia,
encontraram P, A, He e Ho de 30,8%, 1,69, 0,098 e
0,076, respectivamente.

Os indices de fixagcao foram todos
significativamente diferentes de zero e discrepantes
entre as populagbes (Tabela 3). Duas populacdes
apresentaram excesso de heterozigotos: Joaquina
(f = -0,140) e Campeche (f = -0,273). Estudos de
Taisma & Varela (2005), realizados na Venezuela,
demonstram que V. curassavica (citada no artigo
como Cordia curassavica) € distilica e possui
sistemas de autoincompatibilidade esporofitica,
0 que pode contribuir para os excessos de
heterozigotos encontrados nestas populagdes,
nado se descartando também as hipdteses de
cruzamentos preferenciais e de sele¢do em favor
de heterozigotos. Esta ultima hipdtese necessita ser
melhor estudada por meio da andlise da diversidade
genética em individuos de diferentes idades. Tal
analise permitiria inferir se possiveis variagdes
nas frequéncias alélicas, e nos demais indices de
diversidade genética, entre individuos de distintas
idades suportam (ou nao) a hipétese de selegao
em favor de heterozigotos. Estudo semelhante ja foi
conduzido com Euterpe edulis (Conte et al., 2003).

O N, médio encontrado foi de 55 individuos,
sendo 57 individuos para Joaquina, 39 para Pantano
do Sul e 69 para Campeche. Os tamanhos efetivos
de cada populagao refletem os indices de fixagao
das mesmas. Estes valores servem de base
para o estabelecimento de tamanhos amostrais
adequados, no caso de coletas de germoplasma de
V. curassavica. Ademais, comparagdes posteriores
dos tamanhos efetivos com as densidades reais de
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cada populagdo também podem prover informacoes
apuradas sobre a situagdo de conservagao de
cada populagédo, bem como suas perspectivas
futuras. O menor tamanho efetivo populacional (N,
= 39), bem como o indice de fixagédo (f = 0,222;
valor inesperdado para a uma espécie distilica),
encontrado para Pantano Sul e pode estar refletindo,
em parte, a restrigdo de tamanho populacional
causada especialmente pela expansao imobiliaria,
0 que as tornam mais suscetiveis a eventos
estocasticos.

Estrutura genética populacional

As populacdes apresentaram indice de
fixagdo total e médio dentro das subpopulag¢des
nao significativos (IfIT = 0,021 e Fis = -0,063,
respectivamente). No entanto, a divergéncia genética
interpopulacional (FsT) foi significativamente
maior do que zero (0,079, p< 0,05), podendo ser
considerada moderada. Este resultado demonstra
que cerca de 8% da variagao alélica encontrada néo
€ compartilhada pelas trés populag¢des, por conta de
subdivisdes. As diferengas no numero e distribuicao
dos alelos entre as populagdes (Tabela 2 e Tabela 3)
ja indicavam divergéncia entre as mesmas. Segundo
Govindaraju (1988), um dos principais fatores que
determinam os niveis de fluxo génico em populagdes
vegetais sdo os mecanismos de polinizagdo.
Polinizadores que tem voos curtos podem favorecer
uma maior divergéncia entre populagdes, como
discutem Mariot et al. (2002). V. curassavica €&
polinizada principalmente por moscas, abelhas
e borboletas (Montanari, 2011), todos insetos de
voo curto e, além disso, a menor distancia entre as
populagdes € de 6 km (entre Joaquina e Campeche).
Assim, o comportamento dos polinizadores, aliado
a distancia entre os fragmentos podem estar
influenciando o FST encontrado.

A analise das divergéncias par a par
demonstrou haver maior similéridadg entre as
populagdes Joaquina e Pantano do Sul (FsT=0,055,
p< 0,05), e que a populagdo do Campeche é a menos
similar do conjunto (Joaquina x Campeche EST =
0,101, p<0,05; Pantano do Sul x Campeche FST =
0,086, p<0,05). De fato, estas divergéncias entre as
populacdes podem ser percebidas nas frequéncias
alélicas (Tabela 2). Tais resultados indicam uma
tendéncia distinta daquela que se encontraria, caso
houvesse isolamento por distancia, reforgcando
a importancia da fragmentagdo na definicdo da
estrutura genética populacional atual.

Os indices de fixagao foram discrepantes
entre as populagdes, bem como os tamanhos
efetivos, sugerindo a acédo de fatores como
selegcdo em favor de heterozigotos, cruzamentos
preferenciais e diferentes historicos de disturbios.
A moderada divergéncia interpopulacional indica
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TABELA 2. Frequéncias alélicas a partir de 14 locos alozimicos para trés popula¢des de Varronia curassavica
Jacq. (Boraginaceae), em restingas da llha de Santa Catarina.

Loco Alelo Joaquina Pantano do Sul Campeche Total
N 51 51 51
PGI1 1 0,99 0,98 1 0,99
2 0,01 0,02 0 0,01
N 49 51 50
1 0,67 0,716 0,82 0,74
PGI2
2 0,08 0,147 0,13 0,12
3 0,25 0,137 0,05 0,14
N 51 51 51
EST
1 1 1 1 1
N 51 51 51
PGM1
1 1 1 1 1
N 51 51 51
PGM2
1 1 1 1 1
N 51 51 51
PGM3
1 1 1 1 1
N 51 51 51
PGM4
1 1 1 1 1
N 40 38 38
1 0,13 0,092 0 0,07
ACP
2 0,84 0,908 0,711 0,82
3 0,04 0 0,289 0,11
N 51 51 51
SKDH 1 0 0 0,01 0,003
2 0,99 0,99
N 50 51 51
MDH1 1 0,55 0,79 0,863 0,74
2 0,45 0,21 0,137 0,26
N 51 50 51
1 0,02 0,06 0 0,03
MDH2
2 0,98 0,8 1 0,93
3 0 0,14 0 0,05
N 44 30 48
6PGDH 1 0,83 0,95 0,75 0,83
2 0,17 0,05 0,25 0,17
N 50 50 51
ME 1 0,92 0,95 1 0,96
2 0,08 0,05 0 0,04
N 51 51 51
IDH
1 1 1 1 1

As populagdes apresentaram, em média, 22 alelos variando de 20 a 23 (Tabela 3). A porcentagem de locos polimérficos (IS) média foi de
41%, variando entre populagées de 29 a 50%, o nimero médio de alelos por locos (A) médio foi de 1,57, variando de 1,43 até 2 e o nimero
efetivo de alelos por locos (A£) médio foi de 1,18, variando desde 1,15 até 1,21. A variagdo observada na P é decorrente das variagdes
que os alelos de baixa frequéncia apresentaram entre as trés populagdes (Tabela 2). Tais variagdes podem ser reflexo da agéo de deriva
genética. O A foi sempre superior ao A&, demonstrando que as frequéncias alélicas nao estdo igualmente distribuidas entre os alelos de um
mesmo loco, e indicando a existéncia de alelos de baixa frequéncia.
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TABELA 3. Tamanho amostral (), tamanho efetivo (Ne), numero de alelos (alelos), porcentagem de locos
polimdérficos (P), numero médio de alelos por locos (4), numero efetivo Amédio de alelos por locos (Ae),
heterozigosidade média esperada (He), heterozigosidade média observada (Ho) e indice de fixagdo (f), em trés

populacdes de Varronia curassavica Jacq. (Boraginaceae), llha de Santa Catarina.*p<0,05.

~

Populagido n N, Alelos P A Ae Fe Ho f
Joaquina 49 57 23 43 2,00 1,21 0,126 0,143 -0,140*
Pantano do Sul 48 39 23 50 1,64 1,16 0,109 0,085 0,222*
Campeche 50 69 20 29 1,43 1,15 0,098 0,124 -0,273*
Média 49 55 22 41 1,57 1,18 0,111 0,117 -0,06

restricdes no fluxo génico entre as populagdes,
possivelmente influenciada pelo comportamento
dos polinizadores e pela distancia entre as
populagdes. Um melhor conhecimento sobre
a biologia reprodutiva da espécie facilitara o
entendimento acerca dos mecanismos geradores
de divergéncia entre as populagoes.

Os niveis de diversidade genética
encontrados e a redugado populacional causada
pela reducéo e fragmentacao dos habitats em que
a espécie ocorre sugerem medidas de conservagao
ex situ e um maior rigor na protegao legal de areas
de protecdo permanente. A continuidade dos
estudos, especialmente os relacionados a biologia
reprodutiva e dindmica demografica da espécie,
poderao contribuir para um melhor entendimento
dos mecanismos que atuam na distribuicao
da diversidade genética e na manutencédo das
populagoes.
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