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RESUMO

Baccharis concinna (Asteraceae) é um arbusto diico, endémico e ameagado de
extingdio da Cadeia do Espinhago, em Minas Gerais, onde se distribui ao longo de um
gradiente altitudinal. Neste estudo, através de marcadores RAPD, verificou-se a
variabilidade genética intra e interpopulacional de seis populagdes (335 individuos) de B.
concinna, tendo sido propostas as questoes: (i) como se distribui a variabilidade genética
dentre e entre populagdes de B. concinna?; (ii) como se distribui a variabilidade genética
entre diferentes altitudes?; e (iii) como se distribui a variabilidade genética entre
individuos femininos e masculinos nas populagoes estudadas? O isolamento do DNA da
espéceie foi feito utilizando-se o protocolo CTAB padrio para extragio de DNA vegetal.
Dos 113 marcadores RAPD utilizados, cerca de 90% apresentaram padrdo polimorfico em
todas as populagbes. Dos marcadores restritos a algumas populagbes, 4 a 10% foram
totalmente ausentes em algumas populagoes, enquanto 0,9 a 3% dos marcadores estiveram
presentes em todos os individuos de algumas populagbes. A maior parte da variabilidade
genética em B. concinna estd retida dentro das populagtes (82,58%, Amova; p < 0,001),
estando apenas 16,95% da variabilidade genética desta espécie distribuida entre populagtes
(Amova; p < 0,001). A similaridade entre populagGes foi alta, variando de 66 a 74%. O
gradiente altitudinal nfio influenciou a distribuicio da vanabilidade genética de B.
concinna, enguanto o sexo da planta contribuiu com 0.47% da variagiio (Amova; p < 0,05).
A dioicia associada 2 polinizagio e dispersiio de sementes realizadas pelo vento
possivelmente constituem os fatores mais importantes que contribvem para a alta
variabilidade genética encontrada dentro das populagtes de B. concinna e para a menor

variabilidade entre populacoes.
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ABSTRACT

Molecular markers have been successfully used to study the genetic variability
within and among plant populations. We used RAPD markers to study the genetic
variability in six populations of Bueccharis concinna (Asteraceae), an endemic, threatened
and dioecious species found the Espinhago Mountain, Minas Gerais. The studied
populations were found along an altitudinal gradient ranging from 950 to 1300m above sea
level in Serra do Cipd. DNA was isolated using the standard CTAB protocol to extract
plant DNA. We found 113 RAPD markers of which 90% were polymorphic in all
populations, 4 to 10% were totally absent in some populations, whereas 0,9 to 3% were
present in all individuals of some populations. Genetic variability within populations was
approximately 83% (Amova; p < 0.001) and 17% (Amova; p < 0,05) among populations.
The similarity between populations was high, ranging from 65 to 74%. The variation in the
altitudinal gradient was not related to the distribution of the genetic variability found in the
B. concinna populations, while the sex contribute with 047% (Amova; p < 0,05). Wind
pollinization and dispersion are postulated to be the most important factors that influence

the distribution of the genetic variability in this species.



INTRODUCAO

Estudos de variabilidade genética em plantas contribuem para a compreensdo dos
mecanismos envolvidos na dindmica populacional, adaptagio e especiagio, e assim nos
processos de manutengio da diversidade e fluxo génico (Ayres & Ryan 1999, Bussel 1999).
Além disso, estudos de genética de populagbes sio considerados prioritdrios para
programas de conservagio, pois fornecem dados fundamentais sobre a capacidade de
sobrevivencia da espécie por ocasido de possivels mudangas ambientais (Prathepha &
Baimai 1999). Por exemplo, € geralmente aceitivel que populacdes com wvariabilidade
genética reduzida podem ser mais susceptiveis a doencas e, assim, a sobrevivéncia da
espécie poderia estar ameagada (O'Brien & Evermann 1988). Por apresentar hibito
relativamente  séssil, plantas t@m sua variabilidade genélica associada a wvdrias
caracteristicas de sua histéria de vida, destacando-se o sistema de reprodugio (Loveless &
Hamrick 1984). Espécies vegetais, cuja reprodugio ¢ [eita predominantemente por
polinizagao cruzada, tendem a apresentar populagdes geneticamente mais varidveis € menor
diferenciagdo entre populagdes. Destaque especial deve ser dado as espécies didicas,
devido ao sistema de reprodugio ser obrigatoriamente heterogimico (Loveless & Hamrick
1984, Primack 1993).

Estudos de genética de populagdes de plantas raras tém aumentado nos dltimos
anos, devido i sua necessidade em biologia da conservagio (e.g. Smith & Pham 1996,
Prathepha & Baimai 1999, Esselman et al. 2000, Kang et al. 2000). Espécies endémicas
(consideradas raras por serem geograficamente restritas) apresentam-se geneticamente
depauperadas, pois as populagdes sio geralmente pequenas e tendem A homogeneidade,

devido ao isolamento e deriva genética (Hamrick et al. 1979, Ledig & Conkle 1983,



Loveless & Hamrick 1984). Embora virios trabalhos corroborem essa premissa (e.g.
Hickey et al. 1991, Ayres & Ryan 1999, Wolf et al. 2000), estudos recentes t€m se
mostrado contraditérios. Algumas espécies chdémicus apresentam allas porcentagens de
variabilidade genética (Kang et al. 2000), principalmente quando comparadas a espécies
congenéricas de distribuigio geogrilica ampla (Smith & Pham 1996). Em muitos casos, os
niveis de diversidade genética encontrados em espécies raras Sd0 quase 0S MEsSMOs
daqueles vistos em espécies congenéricas amplamente distribuidas (veja revisdo feita por
Gitzendanner & Soltis 2000).  Tais resultados podem sofrer influéncia da metodologia
empregada, uma vez que a anilise de isoenzimas dd uma boa caracterizagio fenotipica das
espécies, enquanto técnicas que utilizam fragmentos de DNA, tais como RAPD, dio uma
melhor caracterizagio genética. Por exemplo, os estudos das populagdes de quatro espécies
de trevos do género Trifoliwm (Hickey et al. 1991) e da espécie Calystegia collina
(Convolvulaceae) (Woll et al. 2000) foram feitos utilizando isoenzimas. Os autores
verificaram que as espécies endémicas apresentavam baixa diversidade genética em suas
populagtes. Apesar de serem marcadores co-dominantes e permitirem cilculos de desvios
do equilibrio de Hardy-Weinberg, as iscenzimas possuem um niimero limitado de locos
polimérficos (Ferreira & Grattapaglia 1998). Além disso, por possuirem [ungio
metabdlica, estes marcadores estdo sujeitos a variagoes ambientais e, consequentemente is
pressoes seletivas. Por outro lado, o trabalho de Ayres & Ryan (1999) comparou a
variabilidade genética entre duas endémicas espécies do género Wyethia (Asteraceae)
utilizando RAPD e isoenzimas. Eles verificaram que ambas espécies possuiam baixa
variabilidade genética.

A rdpida e agressiva destruigio e fragmentacdo de habitats tem sido uma das

principais causas de extingiio de espécies de plantas endémicas e raras (Primack 1993).



Grevillea scapigera A. 5. George (Proteaceae), por exemplo, € uma espécie endémica da
Austrilia, cujo habitat vem sendo substituido por extensas dreas para agricultura. A
diversidade genética entre populagGes desta espécie € baixa e a destruigio de seu habitat e
banco de sementes € suficiente para justificar planos para sua conservagio (Rosseto et al.
1995).

O ripido desenvolvimento de técnicas baseadas na PCR (Polimerase Chain
Reaction; Mullis 1990) e a crescente facilidade de acesso a elas (€m sido fundamentais para
0 estudo da estrutura genética de populagbes, sendo o RAPD (Randomly Amplified
Polymorphic DNA; Williams et al. 1990) uma das técnicas mais ulilizadas. O RAPD
utiliza oligonucleotideos (9 ou 10 nucleotideos) de seqiiéncia arbitrdria como “primers”, o
que € uma das maiores vantagens da técnica, pois ndo requer informagio alguma sobre
seqiiéncia do DNA alvo (Rafalski et al. 1996, Parker et al. 1998, Reis 1999). OQutras
vantagens do RAPD siio o baixo custo, sua alta abundincia e distribuicao uniforme no
genoma, simplicidade, rapidez da reagiio e grande quantidade de polimorfismos gerados
{(Ferreira & Grattapaglia 1998). Vdrios estudos recentes mostram a eficiéncia desta técnica
como ferramenta em estudos de genética de populagies de plantas raras e ameagadas de
extingiio (Zhuravlelv et al, 1998, Gugerli et al. 1999, Maki & Horie 1999, Morden &
Loeftler 1999, Prathepha & Baimai 1999, Kang et al. 2000). Por outro lado, pelo fato da
heranga destes marcadores ser dominante, nio € possivel identificar individuos
heterozigotos utilizando este marcador. Para a obtengiio de dados confidveis, estima-se que
devam ser utilizados acima de 30 marcadores RAPD, uma vez que um maior nimero de
marcadores proporciona um maior impacto na variagdo genética (Bartish et al. 1999),

Baccharis concinna Barroso (Asteraceae) (Fig. 1) € um arbusto didico e endémico

da Cadeia do Espinhago (Barroso 1976), cuja floragio e crescimento vegetativo sdo



continuos ao longo do ano (Marques et al. 2001). A fauna de insetos associada a B.
concinna é altissima e possui um dos maiores nimeros de insetos galhadores dos tropicos
(Fernandes et al. 1996, Marques et al. 2001). Apesar de apresentar crescimento e floragdo
continuos ao longo do ano e de produzir grande guantidade de aquénios, B. concinna
apresenta baixas taxas de germinagio em condi¢des laboratoriais (Gomes et al. 2001). No
entanto, apresenta alto potencial colonizador, 0 que a torna apla para reabilitar dreas
degradadas na Cadeia do Espinhago. Na Serra do Cipd, esta espécie se distribui ao longo
do gradiente altitudinal de 900 a 1500m. Virios estudos tém sido realizados sobre a
biologia de B. concinna, uma vez que esta espécie ¢ um excelenie modelo para o
entendimento da dindmica de insetos galhadores na regifio tropical. Marques (1997),
estudando populagdes de B. concinna a 1000, 1200 e 1400m, verificou que plantas
fernininas possuem maiores dreas foliares, maior nimero de inflorescéncias e de estdmatos,
maior biomassa do ramo apical e conteido de nutrientes por biomassa do que plantas
masculinas. Tal fato foi atribuido a um possivel cardter genético mantido nas populagoes,
independentemente do fator ambiental, uma vez que ndo foi verificada diferenga
significativa dessas varidveis em relagio a altitude. Carneiro et al. (2001) observaram que a
altitude e sexo da planta influenciaram na riqueza total de insetos galhadores: plantas
masculinas apresentaram maior riqueza de insetos galhadores (Cecidomyiidae) em relacio
is femininas e, em altitudes intermedidrias foi observado um pico no nidmero total de
espécies galhadoras, bem como na riqueza de cecidomideos. Marques et al. (2001)
observaram gue a biomassa ¢ fenologia da planta ndo influenciam na dindmica da fauna de
insetos galhadores em B. concinna. Além do interesse ecolGgico ja demonstrado, o habitat
de B. concinna vem sendo agressivamente destruido, o que reforga seu status de espécie

ameagada de extingdo. Assim, o estudo da variabilidade genética de suas populagoes € de



fundamental importincia para a conservagio de Baccharis concinna, bem como para sua

utilizagdo em projetos aplicados de reabilitacio de dreas degradadas.

Figura | — Individuo masculino adulto de B. concinna, arbusto didico e endémico da

Cadeia do Espinhaco.

O presente estudo teve como objetivo estudar a variabilidade genética intra e
interpopulacional em B. concinna.  Especificamente, foram propostas as seguintes
guestoes: a) como se distribui a variabilidade genética dentre e entre populages de B.
concinna ao longo de um gradiente altitudinal?; b) como se distribui a variabilidade
genética entre individuos masculinos e femininos nas populagdes estudadas? e ¢) ha

similaridade genética entre populagfes de B. concinna? Em que nivel?



MATERIAL E METODOS

Area de estudo

Seis populagdes de B. concinna foram estudadas ao longo de um gradiente
altitudinal na Serra do Cipd, por¢io meridional da Cadeia do Espinhago (Fig. 2). O clima
desta regido é mesotérmico (Cwb na classificagio de Kippen). com uma estagio seca que
dura aproximadamente 4 meses (de maio a agosto) e uma estagio chuvosa de oito meses de
duragiio (de setembro a abril) (Giulietti et al. 1987). A precipitagio média anual dos
Gltimos 10 anos estid em tomo de 1300 mm e a temperatura anual varia de 25 a 30"C no
verdio, enguanlo que no inverno a variagdo da temperatura € de 8 a 18°C (Madeira &
Fernandes 1999). A vegetagdo da Serra do Cipd é caracterizada por cerrado em altitudes
entre 700 e 900 metros, enquanto campos rupestres prevalecem em altitudes superiores a
1000m, onde predominam rochas quartziticas. As plantas estio adaptadas a condigtes
extremas, tais como solos rasos com baixa umidade e nutricionalmente pobres, alta
insolacio, além das temperaluras que variam grandemente ao longo do ano (Giulietti et al,
1987, Ribeiro & Fernandes 2000). Baccharis concinna ocorre em dreas de campo rupestre,
em altitudes superiores a 900m acima do nivel do mar.

Das seis populagbes estudadas, trés localizam-se ao longo da rodovia MG-010 (Fig.
2, Tab. 1), A populagio a 950m de altitude situava-se no Km 101 da rodovia e uma
considerivel parcela desta populacio encontrava-se exposta aos impactos da estrada.  Apés
este estudo, esta parcela foi totalmente eliminada para a realizagdo do recapeamento
asfiltico da rodovia. A 1100m de altitude, foram estudadas duas populagies, estando a
uma delas (1100a) localizada no Km 105 da MG-010. Esta populagio, embora estivesse

situada & margem da rodovia, encontrava-se protegida dos impactos por uma vegelacao



mais marginal e por pertencer a uma propriedade privada, dificultando o acesso de pessoas.
A terceira populagio marginal & rodovia localizava-se numa propriedade privada no Km
107, numa drea de campo aberto, com predominincia de gramineas e ciperdceas. A quarta
populagdo, 1100b, encontrava-se is margens de uma via secunddria & MG-010, proximo ao
Km 105 em drea de campo aberto, dominado por gramineas € ciperdceas. A populagao
1300a localizava-se numa drea onde predominavam rochosa, distante cerca de 2 Km da
rodovia. A populagio 1300b situava-se nos dominios do Parque Nacional da Serra do Cipo
(Fig. 2, Tab.1). Ambas encontravam-se livres dos impactos causados pelo trinsito de

veiculos.

Tabela 1 — Localizagio geogrifica, altitude e nimero de individuos femininos e masculinos

de Baccharis concinna amostrados em cada populagiio na Serra do Cipd, MG.

Populagido / Altitude(m) Coordenadas N® de individuos amostrados
geogrificas Femininos Masculinos Total

950 1918’5 e 43"36'W 23 29 54

| 100a 19°17'S e 43°36'W Z7 29 56

1100b 19°17°S e 43°36°W 23 26 49

1200 19°17S e 43°35'W 28 30 58

1300a 19°17'8 e 43°33'W 30 30 60

1300b 19°14°8 e 43°30'W 29 29 58

Total 162 173 335
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Figura 2 — Mapa da drea de estudo e localizagio das populagdes de Baccharis concinna, na

Serra do Cipd, Minas Gerais. 1 —950m; 2 — [100mA: 3 - 1100mB; 4 - 1200m; 5 -

1300maA; 6 — 1300mB.



Material vegetal e extracio do DNA

Um miximo de 60 individuos em cada populagio de B. concinna estudada foram
marcados, sendo 30 femininos ¢ 30 masculinds. No entanto, devido A escassez de plantas
na popula¢io a 950m e & md qualidade do DNA extraido em alguns individuos de quatro
populagtes, o total de individuos amostrados foi reduzido (veja Tab. 1).

Folhas jovens de cada individuo foram coletadas de fevereiro a novembro de 2000,
acondicionadas em sacos pldsticos e preservadas em uma caixa de isopor contendo gelo, a
fim de evitar a degradacio do DNA genbmico e a oxidacdo de proteinas. No laboratdrio, as
folhas foram lavadas em dgua destilada e guardadas em freezer i temperatura média de —
TO*C.

O DNA gentmico de cada individuo de B. concinna foi extraido a partir de 100 a
150mg de tecido vegetal, conforme protocolo descrito por Doyle & Doyle (1987), ao qual
foi acrescentado proteinase K no tampao CTAB. Além disso, foram feitas adequages nos
tempos de armazenamento em freezer e geladeira e a inclusdo de cloreto de sédio 2M
duranie a noite para a retirada mais eficaz de polissacarideos. Depois de extraido, o DNA
obtido foi ressuspendido em 40 pl de tampio TE contendo RNAse (10mg/ul) e
acondicionado em freezer & temperatura de —20°C. A quantificagio do DNA em suspensio
foi feita através de comparagio visual com um DNA padrio de peso conhecido em gel de

agarose 1%, corado com brometo de etideo.
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Figura 3 — Gel de quantificagdo do DNA extraido de individuos de B. concinna. Canaleta
l: DNA padrio utilizado, cujo peso molecular é 200pb. Demais canaletas: DNA de
individuos de B. concinna, pertencentes a populagao 950m. F = individuos do sexo

feminino:; M = individuos do sexo masculino.

Reacoes RAPD

Inicialmente, foi feita uma triagem entre 120 “primers” dos kits L, N, W, Y, X e Z
da Operon Technologies Inc. (USA) em oito individuos de B. concinna aleatoriamente
distribuidos entre as seis populagdes. A seguir, foram selecionados aqueles “primers” com
padrao polimorfico e de melhor resolugiio. As reacoes de amplificacio do DNA molde de
335 individuos de B. concinna foram feitas conforme descrito por Williams et al. (1990) e
modificados por Ferreira & Grattapaglia (1998) e detalhado a seguir. O volume total da
reagiio foi 13 pl, sendo: 3,03 pl de agua bidestilada e autoclavada; 1,30 pl de tampdo de
PCR 10X; 0,39 pl (50mM) de MgCls; 1,04 pl de dNTPs (2,5 mM); 1,04 pul de BSA (Bovin
Serum Albumin) 2,5mM purificada; 3,0 pl de primer (10 ng/ul); 0.2 pl de Tag DNA

polimerase (1 unidade) e 3.0 pl de DNA gendmico (3.0 ng/ul). Uma inovagiio da



Este reagente protege a Tag DNA polimerase de possivels impurezas que possam estar
presentes no DNA gendmico, proporcionando a obtengdo de melhores resultados de
amplificacdo. Inicialmente, foi programada em termociclador uma etapa de desnaturagio
do DNA molde a 94°C, durante 5 minutos. A seguir, foram programados 40 ciclos com
uma etapa de desnaturagiio a 94°C durante um minuto, seguida de uma etapa de anelamento
a 35°C por mais um minuto e uma etapa de extensio, a 72°C por dois minutos. Ao lérmino
dos 40 ciclos, seguia-se uma etapa de exiensio final a 72°C durante sete minutos. Os
produtos da amplificagiio foram determinados eletroforeticamente em gel de agarose 1.5%
corado com brometo de etideo e em cada gel, 2 ou 3 canaletas eram ocupadas com ladder
100pb (Amersham Pharmacia) para “score” das bandas.. A eletroforese teve duragio de
trés a quatro horas, em tampdo TBE 1X, a uma voltagem aproximada de 140V. Cada gel
foi fotografado com uma ciimera digital e a imagem digitalizada para posterior comparagio
visual entre as bandas de tamanhos conhecidos do ladder e as bandas dos individuos de B.
concinna obtidas na reagio de amplificacio (“score™).

Analise dos dados

Os dados loram computados e inlerpretados de forma bindria, considerando
presenga e auséncia de bandas, uma vez que marcadores RAPD sao de natureza dominante.
Foram leitas Anilises de Varifincia Molecular (AMOVA) (Excoffier et al. 1992), utilizando
o programa Arlequin versdo 2000 (Schneider et al. 2000) para testar a distribuigdo da
viriabilidade genética entre populagées e entre individuos de uma mesma populagio. (entre
altitudes) e entre os sexos. A informagio das diferengas haplotipicas dos marcadores (neste
caso, presenga e auséncia de bandas) foi obtida a partir de uma matriz de distancia

Euclidiana. O teste de significincia dos componentes da covarifincia associada com todos
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os niveis de estrutura genética possiveis (dentro dos individuos, entre individuos de uma
mesma populacio, entre populagdes diferentes e entre grupos de populacdes) € feito através
de permutagio nfo paramétrica (Excoffier et al. 1992). Evidentemente, a andlise de
varidincia destes niveis hierdrquicos depende do tipo de dados e da estrutura genélica que €&
testada. A andlise de varifincia hierdrquica separa a variiincia total em componentes de
covariincia devido a diferengas intra-individuais, inter-individuais e/ou interpopulacionais
(Schneider et al. 2000).

As seis populactes de B.concinna estudadas estavam distribuidas ao longo de um
gradiente altitudinal, sendo que as populagdes a 1100 e 1300m possuiram uma réplica,
cada. Portanto, considerou-se que a variabilidade entre populactes seria a mesma entre as
altitudes.

Cada uma das seis pﬂpulu@es foi dividida em dois grupo e cada grupo de acordo
com o sexo dos individuos, resultando em 12 subpopulagées (Figura 3).

subpopulagio 950F
Populagdo 950
subpopulagio 950M
subpopulagiio 1 100AF
Populagio 1100A
subpopulacio 1100AM
subpopulagao | 10OBF
Populagio 11008
subpopulagio | 100BM
subopulagio 1200F
Populagdo 1200
subopulacdo 1200M
subpopulacdo 1300AF

Populagio 1300A
subpopulagio 1300AM



subpopulagdo 1300BF
Populagio 13008
subopulagio 1300BM
Figura 3: Esquema de divisdo das populagoes de B. concinna, de acordo com o gradiente

altitudinal e com a expressio sexual dos individuos. M = individuos do sexo masculino e F

= individuos do sexo feminino.

Assim, a varidincia entre grupos expressa a variagio entre populagtes, a varidncia
entre populagdes dentro de um mesmo grupo expressa a variagio entre sexos da mesma
populagdo ¢ a varidncia dentro das populagbes expressa a variagio entre individuos do
MESMOo SeX0.

A fregiiéncia de bandas de cada marcador foi calculada em cada populagio de modo
a permitir o cilculo de similaridade entre populagdes, utilizando-se o indice de Bray-Curtis
(Bray & Curtis 1957). O indice varia de 0 (similar) a | (dissimilar). O coeficiente B obtido
¢ a medida Bray-Curtis de dissimilaridade, tendo sido proposto por Wolda (1981) o uso do
complemento da medida de Bray-Curtis (1 — B) para definir a similaridade. Este foi o
critério adotado neste estudo. Este indice é afetado pelo tamanho da amostra sendo,
portanto, indicado em situagbes em que o tamanho da amostra e a diversidade sio
pequenos. Neste trabalho, a amostra € pequena (6 populagtes), porém diversificada (113
marcadores) e o indice de similaridade de Bray-Curtis mostrou-se 0 mais adequado. A
partir da matriz de similaridade obtida utilizando-se o indice de Bray-Curtis, foi feita uma
andlise de agrupamento UPGMA (Unweighted Pair Group Method using Arithmetic
Averages) das populagdes de B. concinna analisadas neste estudo (Swofford & Olsen

1990). A similaridade entre individuos foi calculada através do indice de Dice. O cilculo
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é feito através da férmula: 2a/2a + b + ¢. Foi obtida uma matriz de similaridade e, a partir

desta, a andlise de agrupamento UPGMA dos 335 individuos estudados.

Um teste de comparagio de matrizes (Teste de Mantel) foi ainda realizado para

verificar a relagio entre a matriz de similaridade genética das populagies estudadas e a

matriz de distincia geogrifica entre elas (Mantel 1967).

As distincias entre as seis

populagoes de B. concinna foram obtidas a partir das coordenadas geogrilicas medidas

com o auxilio de um GPS (Garmim) (Tab. 2).

Tabela 2 — Matriz de distancia geogrifica (em quilémetros) entre as populagbes de B.

concinna na Serra do Cip6, Brasil.

950  1100a  1100b 1200 13002 1300b
950 0
1100a 1,22 0
1100b 2,68 1.45 0
1200 258 1,51 0.87 0
1300a 4,70 4,46 441 3,54 0
1300b 1198 11,30 1048 9,88 71,58 0




RESULTADOS

Polimorfismo de marcadores RAPD

Foram obtidos de 25 a 100ng de DNA gendmico por individuo de Baccharis

concinna (n = 335). Muitos oligonucleotideos apresentaram polimorlismo em todas as

populagdes, mas entre os 120 oligonucleotideos triados, seis apresentaram amplificagio

mais robusta ¢ de melhor resolugdo (Fig. 3), tendo sido encontrado um total de 130

marcadores. Destes, 113 apresentaram bandas mais definidas e de mais Ficil interpretagao,

tendo sido utilizados neste estudo (Tab. 3).

Tabela 3 — Relagao dos oligonucleotideos selecionados, suas seqiiéncias de bases e nimero

absoluto de marcadores polimérficos obtidos em Baccharis concinna.

Primer Sequéncia Marcadores
OPL13 S'ACCGCCTGCT 3 14
OPN19 5'"GTCCGTACTG ¥’ 21
OPWO3 5"GTCCGGAGTG ¥ 22
OPWI11 5"CTGATGCGTG ¥’ 17
OPY04 5'GGCTGCAATG ¥ 21
OPY20 5'AGCCGTGGAA Y 18
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Figura 5 — Polimorfismo de marcadores RAPD exibido pelo oligonucleotiden OPY20,

populagio 1100a. As canaletas das extremidades e a canaleta do meio sio o ladder padrio
utilizado para a comparagio visual entre o5 individuos.  Este oligonucleotideo apresentou
|8 bandas polimdrficas (marcadores). Nio hd um padrio de bandeamento entre individuos
masculinos e femininos. Note a clareza das bandas proporcionada pela BSA, reagente
incluido na reagio de PCR. F = individuos do sexo feminine e M = individuos do sexo

masculing.

Dentre os 113 marcadores utilizados, 36 apresentaram padrao dilerenciado, sendo
polimdrficos em algumas populagtes e monomorficos em outras. A Tabela 4 apresenta as
freqii€ncias de presenca de bandas dos marcadores RAPD que exibiram esse padrao
diferenciado  entre  populacdes. Muwrcadores que foram tolalmente auvsenles em

determinadas populagdes tenderam a apresentar freqiiéncias baixas nas populagoes em que



eram polimorficos. O oposto foi observado em relagio aos marcadores presentes em todos
os individuos de algumas populagoes: as populacoes polimorficas apresentaram fregiiéncia
alta desse marcador. A Figura 6 ilustra a distribuicio de polimorfismos ao longo das seis
populaghes estudadas. A maior parte dos 113 marcadores (aproximadamente 9059)
apresentou polimorfismo para presenga / auséncia de bandas em todas as populagdes. Os
109 restanles apresentaram padrio monomortfico em algumas populagoes e polimérfico em

oulras.

-
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0,4 |

Freqiiéncias

0,3
0.2

0,1

850 1100a 1100b 1200 1300a 13000

Populacées

Figura 6 - Distribuigio de freqgiiéncia dos polimorfismos de marcadores RAPD entre as seis
populacoes de Baccharis concinna. M Marcadores presentes em todos os individuos da
populagiio; Marcadores ausentes em todos os individuos da populacio; [ Marcadores

polimarficos.
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Variabilidade genética intra ¢ interpopulacional em populagoes de B. concinna

Conforme explicitado na segio “Material ¢ Métodos™, a varagio  entre  as
populagdes, distribuidas em diferentes altitudes, corresponderia i variagdo entre altitudes.

A Andlise Molecular de Varidncia (AMOVA) foi feita segundo o esquema de
agrupamento ilustrado na figura 4. A maior parte da variabilidade genética de B. concinna
estid distribuida entre individuos de uma mesma populagio (82.58%), enquanto gue 16,95%
corresponde & variabilidade entre as diferentes populagdes. O sexo influencia na
varigbilidade genética intrapopulacional, mas explica apenas 0,47% desta variabilidade

(AMOVA; Tab. 5).

Tabela 5 = Resullados da Anilise de Variinein Molecular (AMOVA) com dados RAPD de

335 individuos de Baccharis concinna distribuidos em seis populagoes.

Agrupamento Variacio gl.  5.Q. Comp.Var. % total
Sexo Entee populacoes 5 91741 2,98 16,95
Entre sexos da mesma populagio 6 101,17 0,08 047
Entre individuos do mesmo sexo 323 470041 14.55 82,58
(mesma populagio)
Total 334 571899 17.61

Tp<0,001: "p=005; gl = graus de liberdade; $.Q. = Soma dos Quadrados

Similaridade genética entre populacoes de B. concinna
A similaridade genética entre populagties de B. concinna variou de 65 a 74% (Fig.

7). As populagoes 950, 1100a e 1100b formaram o primeiro agrupamento. As populagdes



1300a e 1300b unem-se independentemente a este grupo. A populagio 1200 encontra-se
fora do agrupamento mas. apesar disto, € bastante similar as demais populagoes (Fig. 7).

0 teste de comparagiio entre matrizes (teste Mantel) mostrou gque ndo houve relaciio
entre a similaridade genética das populagbes de B. concinna estudadas e a distincia
geogrifica entre elas. A relagio ol extremamente fraca (r = 0,14) e nio significativa (p >

0,05).

950

1100z

100D

1300b

1300a

1200

T |
(1,74 0,72 0.70 0.67 0.65

Coeficiente de similaridade

Figura 7 — Anilise de Agrupamento UPGMA de similaridade genética para 6 populacées

de Baccharis concinna utilizando-se marcadores RAPD.

A similaridade genélica entre todos os individuos foi feita wtilizando-se o indice de

similaridade de Dice (Anexo). Observa-se que os individuos de uma mesma populagio



tendem a agruparem-se, sendo o coeficiente de similaridade alto, variando
aproximadamente de 50 a 95%. Nio hd um padrio de agrupamento entre individuos do

mesmo sexo. Por outro lado, € possivel notar a similaridade entre populagoes.
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DISCUSSAQ

A varigbilidade genética de populacdes de espécies vegetais vem sendo bastanle
estudada com o uso de marcadores RAPD (Bartish et al. 1999, Heaton et al. 1999,
Prathepha & Baimai 1999, Reis 1999), embora sua natureza dominante limite a informagao
genética por loco, pois apenas um alelo é detectado, dificultando a discriminagio de
genolipos helerozigotos (Ferreira & Grattapaglia 1998).  Apesar disso. a simplicidade e
rapidez da téenica e seu baixo custo ¢ a grande guantidade de polimorfismo gerado faz dela
uma das mais usadas em estudos de genélica de populactes.  Neste estudo, o uso de
marcadores RAPD mostrou-se eficiente para responder as perguntas propostas, tendo sido
utilizados mais de 100 marcadores.

O padrio de distribuigio de variabilidade genética encontrado em B. concinna
corrobora os padroes descritos para espécies raras e endémicas, A maioria dos estudos
enfocando a variabilidade genética de espécies vegetais raras e ameagadas de extingio
utilizando marcadores RAPD mostraram que a maior parte da variabilidade genética destas
espécies estd retida dentro das populagtes. Grevillea scapigera, por exemplo, uma espécie
tropical rara, apresenta a maior parte de sua variabilidade genética (86,95%) retida dentro
de suas populages, e somente 13,05% da variabilidade total estd distribuida entre as
populagoes (Rosseto et al. 1995).  Hippophae rhaminoides L. (Elacagnaceae), espécie
didica e pioneira de regides frias do hemisfério norte, possui 15,1% da variabilidade
genética tolal distribuida entre populagtes. estando 84,9% da variabilidade retida dentro de
populactes (Bartish et al. 1999).

A distribuigdo da variabilidade genética em B. concinna pode ser explicada pelo

sistema de reproduciio da espécie. O futo de B. concinna ser didica contribui decisivamente



para a distribuicio da variabilidade genética entre e dentro das populacdes, pois em plantas
didicas, o sistema de acasalomento € obrigatoriamente heterogdmico.  Além disso, esta
espécie nao apresenta qualquer tipo de reprodugao clonal (V. Gomes, observacio pessoal),
o que faz com que todos os individuos sejam originados de sementes provenientes de
reprodugio sexuada. A fecundagdo cruzada mantém os niveis de variabilidade genética
altos (Hamrick et al. [979) e, juntamente com o movimento de polen, reduz a diferenciagiio
entre populagdes (Loveless & Hamrick 1984). Assim. a alta variabilidade genética dentro
de populagbes de B. concinna pode ser explicada pela dioicia e, consequentemente, pela
lecundagio cruzada.

Outros importantes fatores que influenciam a distribuigio da variabilidade genétics
em B. concinna a0 a polinizagio e a dispersido de sementes, Embora ainda nio tenham
sido realizados estudos sobre estes falores em B. concinna, observagdes casuais no campo
indicam que ambos sio leitos pelo vento. As flores desta espécie nio apresentam nectdrios
florais, ndo exalam odor e sio pequenas e brancas. O pélen aparenta ser seco, o que
facilitaria a polinizacio anemofila (Fig. 8a). Além disso, nio foram observados insetos
visitando Mores de B. concinna durante o periodo deste estudo. Seus aquénios sio dotados
de “pappus™ piloso (Fig. 8b), facilitando sua dispersiio anemocdrica (Barroso 1976). O
vento, agindo como agente polinizador e dispersor, promove pouca dispersio & longa
distineia, mas suficiente para impedir divergéneia entre populagoes (Loveless & Hamrick
1984).  Assim, a baixa variabilidade genética entre populactes de B. concinna pode ser

explicada por estes fatores.
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(b)

Frgura 5: Fatores gue podem estar inflTucaciando g variabilidade genclica de B concinia.
{u) Inflorescéncias femininas e masculinas — notar a auséncia de nectanos [lorais e outros
atrativos para polinizadores como o coloragio das [Tores, sugerindo gque a polinizacio nesta
especie ¢ anemaolila. (b Aquénio de B. concinng — frino seco, dotado de “pappus™ piloso,

tacihitando a dispersao anemocorica,

Os resultados da anilise de agrupamento UPGMA mostram que as populacGes de B.
concinma estudadas sio bastante similares, como ji sugerido pela AMOVA (veja Tab. 5),
nao havendo diferengas considerdveis entre altitudes.  Alguns fatores poderiam estar
relacionados @ esse padriio. Um gradiente de 400m pode niio ser suficiente para produzir
diferengas genélicas, corroborando os dados encontrados para insetos galhadores (Camneiro
et al. 2001,

A distinuin geogrilica entre as populagoes de B concinna estudadias niin teve
relugio com a similaridade gendtica entre elas.  As distincias geogrificas entre as seis
populagoes estudadas ndo sdo maiores do que 12 quildmetros (veja Tab. 2), distdncias que,

provavelmente, ndo interferivam no fuxo génico entre as populacaes. Embors ndo tenham



sido realizados estudos sobre fTuxo génico, a baixa diferenga entre populagoes (AMOVA
16,95%) e a altissima similaridade entre elas (veja Fig. 7) sugerem que hid um intenso fluxo
sénico entre as seis populagoes de B, concimna agui analisadas.

Os dados de variabilidade genética em B, concinng encontrados neste estudo, os
aspectos de historia de vida observados nesta espéceie e a pequena distancia geogrilica entre
as seis populagoes estudadas, sugerem a possibilidade de estarmos lidando com uma
metapopulagiio e suas subpopulagies. No entanto, sio necessirios estudos mais detalhados
sobre a biologia desta espécie, bem como da dindmica de suas populagdes (ou
subpopulagtes).

A variabilidade genética em populagoes € fundamental para que ocorram mudangas
evolutivas a curto prazo, uma vez que, frente a mudangas ambientais € a condigio pré-
existente necessaria para possibilitar a adaptagiio da espécie (Kang et al. 2000). Portanto, a
existéncia de niveis elevados de variabilidade genélica dentro das populagdes de B.
copcinna € um fator de encorajamento em relagio & sua conservagio. A idéia de que
espécies vegelais geograficamente restritas sfio geneticamente depauperadas é amplamente
divulgada, mas vinos trabalhos (veja Gitzendanner & Soltis 2000), incluindo o presente
estudo, refutam esta afirmagao (Tab. 6) .

Por outro lado, a fragmentagio de habitats pode levar & perda de variagio genética,
por criar “gargalos™ genéticos que reduzem o pool génico das populagtes remanescentes e
pela perda de alelos por deriva genética (Young el al. 1996). Todas as populagdes
analisadas neste estudo localizam-se em uma drea onde atividades antrdpicas como o
turismo tém sido estimuladas, levando & fragmentagio de vastas dreas ao longo da rodovia
MG-010. Este fator torna a situagiio de B. concinna preocupante, ji que a rdpida destruicio

de habitals na Serra do Cipd “exige” que a espécic seja “capaz™ de se adaptar a curto prazo
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frente aos impactos provenientes da acio humana. Considerando-se os resultados obtidos
no presente estudo, espera-se que populages de B, concinna estejam aptas a responder as
mudangas ambientais geradas pela agdo antrépica.  Entretanto, o declinio de populacdes
especies silvestres devido a causas antropogénicas produz efeilos genélicos e ecolégicos
que agem diretamente na dindmica das populagoes, colocando-as em risco de extingio.
Diante da forte e agressiva intervencio antrdpica nos habitats naturais, a persisténcia de
muitas espécies no futuro préximo dependerd da manutengio de ampla variagio genética
em suas populagoes (Lande 1998). Assim, faz-se urgente ¢ necessiria a aplicagio de um
plano de conservaciio gque garanty a permanéncia de B concinma em seu habital, bem como
estudos adicionais sobre sua ecofisiologia e biologia reprodutiva, dada sua importineia

ccologica e aplicada,
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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