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DIVERSIDADE GENETICA DA ORQUIDEA ENDEMICA E
AMEACADA Cattleya granulosa Lindley NA MATA ATLANTICA
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RESUMO

Cattleya granulosa € uma orquidea endémica da Floresta Atlantica do litoral do Nordeste
brasileiro. Atualmente, encontra-se ameacada de extincdo. O presente trabalho teve como
objetivo avaliar a diversidade genética de Cattleya granulosa, a fim de subsidiar a implantacao
de planos de conservacao da espécie. Foram amostrados 52 individuos em trés populacdes,
inseridos no bioma Mata Atlantica no Litoral Norte do RN, Nordeste do Brasil. Foram
utilizados seis marcadores ISSR, e visualizados 88 locos, todos polimdrficos. O valor de PIC
para cada iniciador variou entre 0,29 e 0,48. A diversidade genética (h) variou entre 0,24 e 0,30
e o indice de Shannon (I) variou entre 0,36 e 0,45. A menor distancia genética de Nei foi
detectada entre as popula¢des Rio do Fogo (RIO) e Maracajat (MAR) (0,09) e a maior distancia
genética foi entre as populacdes de Pititinga (PIT) e Maracajai (MAR) (0,14). A anélise de
variancia molecular mostrou maior diversidade genética dentro das populagbes (72%) do que
entre as populac6es (28%). Por meio do dendrograma (método UPGMA), utilizando os valores
da identidade genética de Nei, observou-se que ha maior semelhanca genotipica entre as
populacdes RIO e MAR (0,91). Os padrdes de diversidade alélica sugerem que apenas a
populacdo PIT sofreu reducdo no tamanho efetivo populacional. Os resultados obtidos no
estudo mostram que apesar da alta variacdo genética observada nas trés populacdes de C.
granulosa, a coleta predatoria e a expansdo imobiliaria colocam em risco a integridade da
especie, justificando a necessidade de implantar estratégias de conservacgéo urgentes.

Palavras-chave: variabilidade, Marcador ISSR, espécie vulneravel, nordeste brasileiro.

INTRODUCAO

Orchidaceae é uma familia que apresenta elevado grau de especializacdo, e é
reconhecida ndo apenas pelo elevado nimero de espécies de habitos epifiticos, mas também
pelas inUmeras adaptacGes a polinizagdo que é predominantemente realizada por insetos
(TREMBLAY et al., 2004). Apesar da familia apresentar uma distribuicdo cosmopolita, a
distribuicdo espacial da mesma ndo é uniforme, uma vez que a maioria das espécies ocorrem
predominantemente nos Neotropicos (PRIDGEON, 1995). As espécies com habitos epifiticos
distribuem-se majoritariamente em regides tropicais e subtropicais (GIVNISH et al., 2015).
Orchidaceae engloba 25.000 espécies (GIVNISH et al., 2015), e € entre as monocotiledéneas a

familia mais rica em numero de espécies. Mesmo sendo abundante, Orchidaceae apresenta
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elevado numero de representantes em vias de extingcao, apresentando cerca de 6% das espécies
ameacadas (HOPPER; BROWN, 2007). Assim, torna-se imprescindivel investimento em
pesquisas que possam auxiliar no controle da minimizacdo de ameacas de tais espécies de
orquideas.

O género Cattleya possui cerca de 111 espécies, sendo 104 endémicas do Brasil
(FLORA DO BRASIL, 2019). E um dos géneros da familia Orchidaceae que é encontrado
exclusivamente em regides Neotropicais (SOUZA; LORENZI, 2008; VAN DEN BERG et al.,
2014), além de ser um dos mais importantes da familia por seu alto valor ornamental
(PINHEIRO etal., 2012). Devido as coletas predatorias, do crescimento urbano e fragmentacdo
do Bioma Mata Atlantica ao qual o género Cattleya esta inserido, muitas espécies estao
ameacadas de extingio (CAMARA-NETO et al., 2007; RAMALHO; PIMENTA, 2010;
FAJARDO et al., 2017).

A Cattleya granulosa € uma epifita, que também pode apresentar habitos terrestres
(FAJARDO et al.,, 2015). Seu caule possui altura média entre 40 e 60 cm e cresce
horizontalmente, ou seja, tem caule rizomatoso com pseudobulbos, ereto e cilindrico (COSTA,
2010). A espécie Cattleya granulosa ocorre na regido do litoral brasileiro, é encontrada
normalmente em &reas que estdo entre 2 a 20 Km da orla maritima, e sua distribuic&o € restrita
ao Bioma Mata Atléantica (CRUZ; BORBA; VAN DEN BERG, 2003). Devido ao estresse
provocado por ac¢Bes antropicas ao longo dos anos a Cattleya granulosa encontra-se na Lista
Vermelha da Flora do Brasil. Além disso, a espécie ja consta nas listas oficiais de espécies
ameacadas pela CITES (Convencdo Internacional sobre o Comércio de Espécies da Flora e
Fauna Selvagem em Perigo de Extin¢éo). Segundo a International Union for Conservation of
Nature, IUCN, a espécie esta inclusa na categoria de “Vulneravel” (VU) (MARTINELLI;
MORAES, 2013; MMA, 2008).

O conhecimento da variacdo e da estrutura genética tém sido utilizados para subsidiar
programas de conservacdo e mostrar populagdes prioritarias para a preservagdo da especie.
Além disso, praticas conservacionistas devem ser feitas a partir de dados demograficos das
populagbes (MARTINELLI; MORAES, 2013). Ramalho e Pimenta (2010) notaram que a
destruicdo do habitat tem sido a maior ameaca para a perpetuacao das populagfes naturais de
Cattleya granulosa.

Dentre as populactes da espécie alvo deste estudo, algumas estdo sob ameaca direta de
extingdo, principalmente em fungdo do isolamento das populagdes e reducdo do nimero de
individuos, acarretado pelo extrativismo descontrolado e expansdo imobiliaria. A Cattleya
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granulosa passa por um declinio populacional dréastico resultado do alto grau de fragmentacao
da Floresta Atlantica, em virtude de a¢des antropicas (MARTINELLI; MORAES, 2013).

A diversidade genética pode ser determinada através da variedade de alelos e genotipos
encontrados dentro de uma populacdo. Essa variabilidade se reflete em caracteristicas
fisiologicas e morfoldgicas, sendo a base do potencial evolutivo das espécies em resposta as
perturbagdes humanas (MIMURA et al., 2017). Neste sentido, os marcadores moleculares
baseados em PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase) sdo ferramentas importantes na deteccao
de polimorfismo entre individuos, detectando inUmeras variagdes a niveis cromossémicos
(ADHIKARI et al., 2017). Apesar da existéncia de estudos relacionados com a quantificacdo
da diversidade genética para Cattleya granulosa (FAJARDO; VIEIRA, MOLINA, 2014,
FAJARDO et al., 2017), esses ainda sdo incipientes, considerando a importancia de mapear o
maior numero possivel de populacGes de uma espécie ameacada. H& necessidade de mais
investigagdes para que se tenha uma visdo mais ampla do status de conservacdo da espécie.
Com isso, sera possivel a elaboracao de estratégias preservacionistas, no sentido de assegurar a
manutencdo das populagdes remanescentes a longo prazo.

Para verificar a diversidade genética da Cattleya granulosa foi utilizado o marcador
molecular ISSR (Inter Sequéncias Simples Repetitivas) que consiste em um método
simplificado de caracterizacdo de genotipos. Quando comparado a outros marcadores de DNA,
0 ISSR confere agilidez na obtencdo de niveis elevados de polimorfismo a um menor custo,
mantendo a repetibilidade e seguranca na visualizacdo do padréo de bandas (ADHIKARI et al.,
2017). O objetivo do presente trabalho foi avaliar a diversidade genética dentro e entre
populac6es naturais da Cattleya granulosa no litoral Norte do Rio Grande do Norte, a fim de

subsidiar e manter planos de conservacao genética.
METODOLOGIA

Area de estudo e amostragem

O estudo foi realizado em trés populagdes no litoral Norte do Rio Grande do Norte:
Pititinga (PIT), Rio do Fogo (RIO) e Maracajai (MAR) (Figura 1) inseridas em areas de
Floresta Estacional Semidecidual e Floresta de Restingas, pertencentes ao dominio Mata
Atlantica (VELOSO; RANGEL-FILHO; LIMA et al., 1991). PIT e RIO estdo localizadas no
municipio de Rio do Fogo e MAR esté situada no municipio de Maxaranguape.
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Figura 1. Localizacdo geografica das populacBes naturais da orquidea Cattleya
granulosa, no Litoral Norte do Estado do Rio Grande do Norte. Populagdes: Pititinga
(PIT), Rio do Fogo (RIO) e Maracajat (MAR).

Foram amostrados 52 individuos, sendo 18 pertencentes a populacédo de PIT, 18 a RIO
e 16 pertencentes a MAR (Tabela 1).

Tabela 1. Municipios, coordenadas geograficas e tamanho amostral das 3 populacGes de
Cattleya granulosa no Estado do Rio Grande do Norte.

Populacéo Municipio Latitude/Longitude n
Pititinga Rio do Fogo-RN 5°22'S/35°21'O 18
Rio do Fogo Rio do Fogo-RN 5°21'S/35°22'0 18
Maracajali Maxaranguape-RN 5°25'S/35°19'0 16
Total 52

Como critério, amostraram-se os individuos que melhor representassem cada populacéo,
conforme a metodologia adotada para outras espécies da familia Orchidaceae (CHUNG, 2009),
onde ndo sdo coletados tecidos foliares de individuos menores que 20 centimetros, nem aqueles
préximos espacialmente que possam ser propagulos vegetativos do mesmo individuo (clone).
O acesso ao patrimoénio genético pesquisado esta cadastrado no Sistema Nacional de Gestdo do
Patriménio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen) e identificados pelos
nameros A38EFO5.

Coleta, extracdo do DNA e PCR
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Foram coletadas amostras de folhas jovens e saudaveis, acondicionadas em tubos de 2
mL contendo 10% de CTAB. As amostras foram armazenadas a -20°C no Laboratorio de
Genética e Melhoramento Florestal (LABGEM, www.labgem.com.br), até o momento da
extracdo do DNA.

O processo de extracdo de DNA utilizado foi o método descrito por Doyle e Doyle
(1987), com algumas adaptacdes, onde se utilizou: 100 mM de Tris pH 8,0; 1,4 M de NaCl; 20
mM de EDTA pH 8,0; 2% (p/v) CTAB; 1% (p/v) PVP-40 e 0,2% (v/v) de B-mercaptoetanol
pré-aquecido a 60 °C em banho-maria. Apos a extracdo, o0 DNA foi diluido em TE (Tris-HCI
10 mM; EDTA mM pH 8,0) com concentracéo final para o uso de 50 ng.puL™,

A PCR foi realizada usando iniciadores moleculares ISSR da Universidade de British
Columbia (UBC primer/iniciador set #9, Vancouver, Canada). A temperatura de anelamento
aplicada foi de 47 °C e 0 mix de PCR foi composto de tamp&o (10 x), BSA (1,0 mg.ml), MgCI2
(50 mM), dNTP (2,5 mM), iniciador (2 uM), Taq polimerase (5,0 U.uL), DNA e &gua
ultrapura. O volume final da reacdo foi de 12 pL. As PCRs foram processadas em
Termociclador VeritiTM, o programa de amplificacdo das amostras foi a 94 °C (5 min),
seguidas por 37 ciclos de amplificacdo, tendo cada ciclo submetido as amostras a 94 °C (15 s)
em seguida a 47 °C (30 s) e, por fim, a 72 °C (1 min). Apds os ciclos, o processo encerrou-se a
72 °C (7 min) e resfriamento a 4 °C.

Os produtos da amplificacdo foram submetidos a eletroforese horizontal em gel de
agarose 1,5% (p/v), em tampdo TAE 1X (Tris-Acetato-EDTA) e corados com GelRed™. Foi
utilizado o marcador de peso molecular (Ladder) de 1 kb e os géis foram e fotografados sobre
fonte de luz ultravioleta com auxilio do equipamento E-Box™ VX2. Foram selecionados o0s
iniciadores com melhor resolucdo e maior numero de fragmentos, excluindo os que

apresentaram bandas com fraca intensidade ou pouca definigéo.

Anélise dos dados
Valor de PIC

Os locos contidos nos géis foram genotipados e mediante os dados foi construida uma
matriz binéria de presenca (1) e auséncia (0) dos locos. Calculou-se o Contetdo de Informacéo
Polimérfica (PIC) para medir a eficiéncia dos iniciadores utilizados em mostrar o polimorfismo
entre individuos, tendo como critério a auséncia ou presenca de locos. Para calcular o PIC
utilizou-se a férmula proposta por Anderson et al. (1993): PIC; =1 — Z]-“:lPi]?, onde Pjj é a
frequéncia do alelo "j"" no marcador "i".
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Os parametros de variagdo genética foram avaliados através do software POPGENE
versdo 1.3 (YEH et al., 1997). Neste software foram calculados: a porcentagem de locos
polimorficos (P), o numero de alelos observados (Na), nimero de alelos efetivos (Ne),

diversidade genética de Nei (h) e indice de Shanon (1), para cada populacéo.

Estrutura genética populacional

O software ARLEQUIN 3.5.2 (EXCOFFIER; LISCHER, 2010) foi utilizado para obter
a Analise de Variancia Molecular (AMOVA) entre as trés populacdes de Cattleya granulosa.
Esta analise estima a diferenciacdo populacional com base nos dados moleculares e testes de
hip6teses sobre tal diferenciacéo.

Para construcdo do dendrograma de similaridade genética, foi utilizado o software
NTSYS (ROHLF, 1998), pelo método de agrupamento UPGMA (agrupamento nao-ponderado
aos pares utilizando médias aritméticas), correlacionando as trés populagdes em relacdo a
identidade genética de Nei (1978).

O teste de Mantel foi utilizado no software PC-Ord 4.14 (MCCUNE; MEFFORD,
1997), pelo método de Monte Carlo (1.000 permutacBes) para verificar a existéncia de

correlagdo entre a distancia genética de Nei e distancia geografica.

Deteccdo de gargalos genéticos

Para analisar se houve reducdo populacional nas populagdes do estudo, foi utilizado o
software Bottleneck versdo 1.2.02 (PIRY; LUIKART; CORNUET, 1999). Os testes detec¢éo
do gargalo genético consideraram dois modelos, o IAM (Modelo de Alelos Infinitos) e o
modelo SMM (Modelo de Passos de Mutacdo). Nesta analise, séo obtidas as heterozigosidades
esperadas dos locos nos respectivos modelos. A partir da frequéncia dos alelos foi utilizado o
teste do sinal (a = 0,05) para indicar gargalos genéticos recentes significativos (CORNUET;
LUIKART, 1996).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Polimorfismo genético e Valor de PIC

Para os 52 individuos de Cattleya granulosa (Figura 2) oriundos das trés populacdes
foram selecionados seis iniciadores de ISSR por apresentarem melhor amplificacdo para esta
espécie (Tabela 2).
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Figura 2. Espécimes de Cattleya granulosa Lindl. (a, b) (Foto: Edson Mattos)

A quantidade de locos por iniciador variou de 11 a 18, e o nimero total de locos
observados foi de 88, todos eles polimdérficos. Com este resultado de 100% de polimorfismo

nas trés populacbes naturais de Cattleya granulosa € possivel afirmar que os iniciadores

selecionados possuem alta eficiéncia para deteccdo de polimorfismo para esta espécie.

Tabela 2. Iniciadores ISSR selecionados, sequéncia de nucleotideos dos iniciadores,

namero de locos e o valor de PIC para cada iniciador.

Iniciador ISSR Sequéncia (5° - 3°) Locos PIC
UBC 808 (AG)8-C AGA GAG AGA GAG AGAGC 11 0,48
UBC 842 (GA)8-YG GAG AGA GAG AGA GAG AYG 16 0,47
UBC 857 (AC)8-YG ACA CAC ACA CAC ACACYG 15 0,36
UBC 859 (TG)8-RC TGT GTG TGT GTG TGT GRC 13 0,29
UBC 880 (GGAGA)3 GGA GAG GAG AGG AGA 15 0,48
UBC 898 (CA)6-RY CAC ACACAC ACARY 18 0,35
Média 15 0,40

R =purina(AouG)e Y =pirimidina (CouT)

Para duas outras especies da familia Orchidaceae, Cattleya coccinea e Cattleya

mantiqueirae, Rodrigues et al. (2010) utilizaram 13 iniciadores ISSR e obtiveram o total de 295

locos, sendo 253 (86%) considerados polimorficos. Fajardo et al. (2017) avaliaram a

diversidade genética da Cattleya granulosa e utilizaram 6 iniciadores ISSR, onde o nimero de

locos por cada iniciador variou entre 11 a 18, detectando um total de 91 locos, todos

polimorficos.
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Os dados obtidos reforcam a afirmativa de Fajardo et al. (2017) sobre o alto nivel de
polimorfismo genético apresentado em populacfes naturais de Cattleya granulosa, e também
sobre as espécies do género Cattleya apresentarem altas porcentagens de caracteres
polimorficos (FAJARDO et al., 2014).

O valor de PIC define o grau de eficiéncia que o marcador molecular possui em relagdo
a deteccdo de caracteres polimorficos entre individuos (PINHEIRO et al., 2017; FAJARDO et
al., 2018). Para este estudo o valor de PIC foi calculado para cada iniciador e os valores
variaram entre 0,29 e 0,48 (Tabela 2), dados que classificam os iniciadores como “mediamente

informativos” para a espécie Cattleya granulosa.

Diversidade genética

Os indices de variabilidade genética das trés populacdes de Cattleya granulosa sdo
observados na Tabela 3, onde sdo expressos o tamanho amostral, 0 nimero de fragmentos
polimorficos, a porcentagem destes fragmentos, o nimero de alelos observados, o numero de

alelos efetivos, o indice de diversidade de Nei (1973) e o indice de Shannon.

Tabela 3. Medidas de diversidade genética para populacdes naturais de Cattleya
granulosa.

n L/%P Na Ne h [
PIT 18 77/88% 1,88+0,33 1,52+0,35  0,30+0,175  0,45%0,24
RIO 18 63/72% 1,72+0,45 1,40+0,37 0,24+0,19 0,36+0,27
MAR 16 65/74% 1,74+0,44 1,47+0,39 0,27+0,20 0,39+0,28
Todos 52 88/100 % 20,00 156+0,319  0,33+0,15 0,50+0,19
Tamanho da amostra (n), locos polimorficos (L), porcentagem de locos polimorficos (%oP),
Numero de alelos observados (Na), Numero de alelos efetivos (Ne), Indice de Nei (h), Indice
de Shannon (I). Os valores representam a média * desvio padréo.

Entre as trés populagdes em estudo, a que apresentou o maior indice de diversidade
genética foi a PIT com 0,30 (h). A populacdo PIT também apresentou a maior porcentagem de
locos polimarficos de 88%. O menor indice de Nei foi observado na populagédo R10, com 0,24
(h), a menor porcentagem de locos polimorficos também foi detectada nesta populacéo, 72%.

O indice de diversidade genética de Shannon mede o grau de proximidade genética entre
os individuos, com variacdo entre 0 e 1. Quanto menor o valor encontrado através deste indice,
menor sera a variabilidade genética. Para o indice de Shannon a populacdo que apresentou o
menor valor de | foi RIO (I = 0,36), indicando menor diversidade genética nesta populacdo. A

populacdo PIT se mostrou mais diversa, incluisve em relagdo ao nimero superior de alelos
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observados (Na) e no nimero de alelos efetivos (Ne), com 1,88 e 1,52, respectivamente.
Portanto, a popula¢do com maior grau de diversidade genética é PIT, seguida por MAR e RIO,
esta com menor variagao genética.

Rodrigues et al. (2010), ao estudarem a diversidade genética das espécies Cattleya
coccinea e Cattleya mantiqueirae, encontraram para o indice de Shannon e o indice de Nei,
valores muito baixos e similares entre as oito populacdes em andlise. O indice de Nei variou
entre 0,06 e 0,12 (h) e o indice de Shannon variou de 0,09 a 0,18 (1), demonstrando baixa
variabilidade genética entre individuos de uma mesma populacdo, para as duas espécies do
referente estudo.

Para a espécie Cattleya elongata foi encontrado indice de diversidade genética de Nei de
0,18 (h) (Cruz et al., 2011). Segundo Pinheiro et al. (2012), a C. labiata apresentou indices de
Nei e de Shannon, respectivamente, de 0,17 (h) e 0,25 (I).

Em vérias espéecies do género Cattleya: C. gaskelliana, C. lawrenceana, C. wallissi, C.
warneri, C. warscewiczii, C. lueddemanniana, C. maxima, C. percivaliana, C. schroeder, C.
trianae, analisadas conjuntamente, identificaram-se os seguintes indices de Nei e Shannon,
respectivamente: 0,22 (h) e 0,36 (I) (Pinheiro et al., 2012).

Em 2017, Fajardo e colaboradores encontraram valores de h = 0,34 e | = 0,52, para 12
populacbes de Cattleya granulosa, resultados esses proximos aos obtidos no presente estudo.
Estes valores indicam que a maior parte das populacdes remanescentes da espécie C. granulosa
possuem alto grau de diversidade genética.

Para a analise da distancia genética entre as populacdes foi utilizado o método de distancia
genética de Nei (1978). Conforme Tabela 4, a menor distancia genética detectada foi entre as
populacdes RIO e MAR (0,09), e a maior distancia genética encontrada foi entre as populacoes
PIT e MAR (0,14).

Tabela 4. Estimativas de distancias genéticas de Nei (1978), abaixo da diagonal, e distancia
geogréfica (Km), acima da diagonal, entre as populacdes de Cattleya granulosa.

PIT RIO MAR
PIT 0 2,5 7,9
RIO 0,13 0 10,4
MAR 0,14 0,09 0

De acordo com os dados apresentados na Tabela 4, as populacdes PIT e MAR possuem
maior divergéncia entre os gendtipos, pois a medida que os valores da distancia genética de Nei

(1978) aumentam, maior é a distin¢ao genotipica entre as populaces.
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Nei (1978) classificou a distancia genética em trés tipos, “Baixa” quando for menor que
0,05, “Média” entre 0,05 ¢ 0,15 e “Alta” quando for maior que 0,15. O valor médio para as trés
populacdes de Cattleya granulosa foi 0,12, que classifica como média a variabilidade genética
entre as populacdes. Fajardo et al. (2017) encontraram para a mesma espécie, valor médio de
distancia genética de 0,18, classificada como alta variacdo genética, mas a amplitude amostral
foi maior, incluindo populacdes dos estados do Rio Grande do Norte, Paraiba e Pernambuco.
Para a espécie Zeuxine strateumatica que € uma orquidea com habitos terrestres e de
distribuicdo restrita, Sun e Wong (2001) obtiveram o valor médio da distancia genética de 0,92,
identificando alta diversidade genética.

Hamrick e Godt (1996) aferiram para a familia Orchidaceae um valor da distancia
genética média proximo a 0,09. No entanto, o valor obtido neste trabalho para a espécie C.
granulosa foi de 0,12, superando o estimado para a familia. Observou-se maior semelhanca
genética entre as populaces RIO e MAR, sugerindo maior troca historica de material genético
entre elas. No entanto RIO e MAR possuem a maior distancia geografica (quando comparadas
a PIT), sendo esperado menor troca de materiais genéticos entre estas duas populacdes. A
distancia genética de classificagao “média” (Hamrick e Godt, 1996) entre as trés popula¢Ges do
estudo, possivelmente esta relacionada a distancia geogréfica, relativamente pequena, que ha

entre elas.

Estrutura genética

A AMOVA mostrou maior diversidade genética dentro das populagdes (72%) do que
entre as populagdes (28%), conforme a Tabela 5. Este resultado indica alta variabilidade
genética entre individuos de uma mesma populacéo (Fst = 0,28).

Gomes et al. (2017), ao estudarem a diversidade genética da orquidea epifita Cattleya
lobata observaram que a maior parte da diversidade genética encontrada est4d concentrada
dentro das populag6es (93%) e ndo entre as populacdes (7%).
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Tabela 5. Andlise de variancia molecular (AMOVA) entre populacBes e entre
individuos dentro das populacGes de Cattleya granulosa.

Componentes Porcentagem

Fonte de variacéo GL SQ N o
da variancia de variacao
Entre populacbes 02 194,52 4,89 28
Dentro das populactes 49 621,37 12,68 72
Total 51 815,89 17,57
indice de fixago Fst: 0,28

GL: grau de liberdade, SQ: soma dos quadrados dos desvios.

De acordo com os resultados analisados no presente estudo, é possivel afirmar que as
populacdes naturais da espécie Cattleya granulosa possuem alta variabilidade genética, tanto
entre, como dentro das populaces.

A variabilidade genética da C. granulosa encontrada em estudos anteriores (Fajardo et
al., 2017) também demonstraram uma maior proporcao da variacdo genética ocorrendo dentro
das populacdes (61%) do que a proporcao detectada entre as populacoes (39%). Tais resultados
indicam alta diferenciacdo genética entre e dentro das populac¢des estudadas.

Em relacdo a analise de isolamento das populacgdes, pode-se usar a correlacdo de matrizes
por meio do teste de Mantel. Este teste é usado para constatar a presenca de um padrdo de
isolamento por distancia genética e geogréfica entre as popula¢des (DUARTE; CARVALHO;
VIEIRA, 2015). O resultado inferido por meio do teste de Mantel revelou a presenca de
correlacdo negativa, porém néo significativa (r = -0,43; P > 0,05) entre as distancias genéticas
e geogréaficas das populacBes. Apesar do isolamento espacial das popula¢bes nos fragmentos
de floresta, a espécie alvo ndo apresentou segregacao espacial de genotipos. Cruz et al. (2011)
também verificaram correlacdo negativa e ndo significativa (r = -0,07; P = 0,49) para a espécie
Cattleya elongata.

Resultados estes que diferem de Fajardo et al. (2017) que identificaram correlacdo
positiva e significativa para Cattleya granulosa (r = 0,79; P = 0,02), e Pinheiro et al. (2012) que
também observaram correlacdo positiva (r = 0,56; P = 0,00) para a orquidea Cattleya labiata.
Ambos estudos possuiam o numero superior de populacdes em relacdo ao presente trabalho.
Portanto, sugere-se para futuros estudos sobre a diversidade genética de espécie florestais que
seja ampliado a amostragem populacional, de forma a compreender melhor a distribuigéo

espacial dos genotipos na paisagem.
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A partir dos valores de identidade genética (NEI, 1978), foi feito um dendrograma pelo
método UPGMA (Figura 3). Por meio dele é possivel visualizar as popula¢cbes com maior indice
de similaridade genética, que sdo: Rio do Fogo e Maracajau, com valor de 0,91. A populacgéo

de Pititinga apresentou maior distingdo se comparada com as popula¢des Rio do Fogo e

Maracajad.
Pititinga
Rio do Fogo
Maracajau
f v v ¢ v T v v v v T v v r v T v v v v 1
0.80 0.85 0.90 0.95 1.00

Identidade Genética de Nei

Figura 3. Dendrograma de UPGMA utilizando as identidades genéticas de Nei, entre
trés populagOes de Cattleya granulosa.

Testes de Gargalo Genético (Bottleneck)

Na Tabela 6 estdo apresentados os valores para os testes de gargalo genético, em dois
modelos IAM e SMM. Apesar de PIT ser a populacdo mais diversificada geneticamente, se
mostrou como a Unica populacdo que sofre reducdo no tamanho efetivo populacional, conforme

modelo IAM. Para 0 modelo SMM, as populag¢fes ndo apresentaram decréscimo populacional.

Tabela 6. Testes de equilibrio entre mutacédo e deriva genética para as populacdes de Cattleya
granulosa sobre os modelos IAM e SMM.

1AM SMM
Populagdes n He P n He P
PIT 44,36 53 0,04* 44,10 50 0,12
RIO 44,69 41 0,25 44,34 39 0,15
MAR 42,67 49 0,11 42,16 46 0,24

n = numero esperado de locos com excesso de heterozigosidade sob o respectivo modelo; He
= ndmero de locos com excesso de heterozigosidade; P = probabilidade; * = significativo a 5%
de probabilidade.

Fajardo et al. (2017) ao estudarem doze populagdes da Cattleya granulosa observaram
ocorréncia de gargalos populacionais recentes para oito populacdes, utilizando os modelos IAM
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e SMM. Contudo, apenas para duas das populacdes, localizadas no Estado de Pernambuco, 0
teste do sinal mostrou déficit de heterozigosidade altamente significativo.

A divergéncia dos resultados encontrados no presente estudo quando comparados aos
aferidos por Fajardo et al. (2017) para mesma espécie deve-se, provavelmente, ao fato das
populacdes se encontrarem em diferentes localidades, isto €, ao sul do presente trabalho. PIT,
R10 e MAR séo populag6es distribuidas no litoral Norte do RN, em faixa de maior conservacéo
de habitat, e menor grau de perturbacéo, enquanto que as populacdes do estudo realizado pelos
autores referenciados estéo distribuidas no litoral Sul do RN, Estado da Paraiba e Pernambuco,
com graus elevados de antropizagdo. O déficit de heterozigosidade altamente significativo
observado por Fajardo et al. (2017), em duas populagdes alocadas no Estado de Pernambuco,
pode estar relacionado ao grau de perturbacbes ambientais presentes nesta regido de
amostragem.

Através dos trabalhos com a Cattleya granulosa realizados pela nossa equipe do
Laboratério de Genética e Melhoramento Florestal/lUFRN e colaboracdo com a Associacdo
Orquiddfila do Rio Grande do Norte (SORN) foi possivel a elaboragéo da lei n® 10.508, de 16
de maio de 2019 que transformou a orquidea em flor simbolo do Estado do Rio Grande do
Norte. Além disso, a nova lei estatual também institui a semana estadual de conservacéo,
valorizacdo e preservacdo da orquidea. No entanto, novas leis para a preservacdo e sobre
educacdo ambiental necessitam ainda ser elaboradas com o intuito de valorizar e preservar 0s

fragmentos florestais de Mata Atlantica, assim como demais espécies ameagadas.
CONSIDERACOES FINAIS

Dentre as trés populac@es naturais de Cattleya granulosa a que possui maior variagcao
genética é PIT.

A maior variacdo genotipica para Cattleya granulosa é observada dentro das
populacgdes.

Através dos testes de gargalo genético (bottleneck) foi verificado que apenas PIT sofreu
reducdo do tamanho efetivo populacional, possivelmente em razdo da conservacdo do habitat

no qual as populagdes foram encontradas.
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