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RESUMO

Selecao de primers ISSR e estrutura genética populacional de Baccharis
crispa Spreng. (Asteraceae) do sul do Brasil

Baccharis crispa Spreng., popularmente conhecida como carqueja, € uma
espécie herbacea pertencente a familia Asteraceae. A espécie € amplamente
utilizada na medicina popular e na industria cervejeira como substituto do
lupulo. Também possui importéncia ecoldgica, pois € uma planta pioneira e
atua na manutencéo de polinizadores. Considerando estes aspectos, B. crispa
foi selecionada como uma espécie prioritaria para realizacao de estudos de
conservagao de recursos genéticos e manejo, no bioma Mata Atlantica pelo
Ministério do Meio Ambiente. Apesar de tal importancia, nada € conhecido da
diversidade genética da espécie. Assim, este trabalho teve como objetivo a
selecdo de primers ISSR (Inter Simple Sequence Repeat) e andlise da
estrutura genética de populagdes da Carqueja oriundas do Sul do Brasil. Para a
selecao de primers ISSR, foram avaliados 42 primers em uma populacao de 20
individuos. Para cada primer foi calculado os indices PIC (Conteudo de
Informacdo Polimorfica), MI (indice do Marcador) e RP (Poder de Resolucg&o).
Os valores de PIC variaram de 0,27 a 0,45, de Ml de 4,87 a 12,37 e de RP de
2,2 e 11,57. Com estes dados foram selecionados os 15 primers com o0s
maiores valores para os trés indices. Estes primers foram aplicados em seis
populacdes de B. crispa oriundas dos estados do PR, SC e RS para obtencao
de dados genéticos-populacionais da espécie. A similaridade genética média
dentro de cada populagao variou de 0,27 a 0,54 com média de 0,20 para todas
as populagdes, evidenciando alta variabilidade. A analise de variancia
molecular (AMOVA) mostrou que a maior variagdo ocorre dentro das
populagdes (0,56) do que entre as populagdes (0,43), o que é esperado em
populagdes de plantas alégamas. O indice de diversidade de Shannon (0,26) e
a diversidade genética de Nei (0,41) demonstram também alta variabilidade
genética nas populagdes. O agrupamento dos individuos pelo coeficiente de
Jaccard utilizando o método UPGMA formou seis grupos, ou seja, separando
cada uma das populacdes. O teste de Mantel apresentou correlagao positiva (r

= 0,59) entre a distancia geografica e a distancia genética. O indice de fixag&o



(Fst) foi de 0,43. O dendrograma, a correlagao e o Fst observado mostram que
as populacoes estao estruturadas. O padréao da distribuicdo de locos mostrou
que a populacdes do Parana e Santa Catarina, apresentam maior variabilidade,
corroborando com os indices de diversidade calculados. A analise conjunta dos
resultados mostra que ha alta variabilidade genética em B. crispa e que as
regides do Centro-Sul do Parana (Regido de Guarapuava e General Carneiro)
e Meio-Oeste de Santa Catarina (Regidao de Joacaba e Campos Novos) sao
provaveis centros de diversidade da espécie. Os dados observados parecem
ainda indicar que a transformacéao de floresta em pastagens favorece a espécie
e quando a floresta é substituida por areas agricolas, desfavorece a espécie.
Estes dados sao inéditos para B. crispa e contribuirdo para a compreensao dos
aspectos evolutivos da espécie e para o desenvolvimento de estratégias para o

cultivo sustentavel e conservagao da mesma.

Palavras-Chave: Carqueja, Diversidade genética, Genética de Populagoes,

Marcador Molecular, Mata Atlantica.



ABSTRACT

ISSR primers screening and population genetic structure of Baccharis
crispa Spreng. (Asteraceae) from southern Brazil

Baccharis crispa Spreng., popularly known as “carqueja”, is a herbaceous
species of the Asteraceae family. The species is widely used in folk medicine is
also used in brewery as a substitute for hops. Also has ecological importance
because it is a pioneering plant and operates in the maintenance of pollinators.
Considering these aspects, B. crispa was selected as a priority species for
study management and conservation in the Atlantic Forest biome by Brazilian
Government. Despite this, little is known about genetic diversity of the species.
Thus, this study aimed to the selection of primers ISSR (inter simple sequence
repeat) and analysis of populations genetic structure of the Carqueja from the
South of Brazil. For the ISSR primers screening, 42 primers were evaluated in a
population of 20 individuals. For each primer the PIC (Polymorphic information
Content), Ml (Index Marker Index) and RP (Resolution Power) indices were
calculated. PIC values ranged from 0.27 to 0.45, from 4.87 to 12.37 Ml and RP
2.2 and 11.57. With these data we selected 15 primers with the highest values
for all three indexes. These primers were run on seven populations of B. crispa
derived from the states of Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul. With
the ISSR data several genetic index were measured for the studied populations.
The average genetic similarity within each population ranged from 0.27 to 0.54
with an average of 0.20 for all populations, showing high variability. The
analysis of molecular variance (AMOVA) showed that most variation occurs
within populations (0.56) than among populations (0.43), which is expected in
allogamic plant populations. The Shannon diversity index (0.26) and Nei's
genetic diversity (0.41) also shows high genetic variability in populations. The
grouping of individuals by Jaccard coefficient using UPGMA formed seven
groups, corroborating the number of populations. The Mantel test showed a
positive correlation (r = 0.44) between geographic distance and genetic
distance. The fixation index (Fst) was 0.43. The clustering, correlation and the
observed Fst shows that the populations are structured. The pattern distribution

of locos showed that the populations of Parana and Santa Catarina, exhibit



more variability, confirming the diversity index calculated. The joint analysis of
the results shows that there is high genetic varibility in B. crispa and that
regions of the Middle-South Parana (Guarapuava and General Carneiro
Region) and Middlewest of Santa Catarina (Joagaba and Campos Novos
Region) are centers of species diversity. The observed data still seem to
indicate that the conversion of forest to pasture favors the species and when in
agricultural areas, disadvantages the species. These data are novel to B. crispa
and will going to contribute to the understanding of the evolutionary aspects of
the species and the development of strategies for the sustainable cultivation

and conservation of this species.

Key-words: Carqueja, Genetic Diversity, Population Genetics, Molecular

Markers, Atlantic Forest.
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1. INTRODUGAO E JUSTIFICATIVA

O Bioma Mata Atlantica € um dos biomas com maior diversidade do mundo.
Apresenta elevado numero de endemismos e suas formagdes vegetais estdo
reduzidas. Por estes fatores, é considerado como um dos locais prioritarios
para a conservagao da vegetacdo mundial. Entre a sua vegetacdo estido
diversas plantas que sao utilizadas na medicina popular brasileira. Destaca-se
dentre estas plantas Baccharis crispa Spreng., planta que possui importancia
ecoldgica e econbmica.

Popularmente conhecida como carqueja, B. crispa esta entre as dez
plantas medicinais mais utilizadas e comercializadas no Brasil. Esta planta é
usada popularmente por suas atividades antiulceras, antiinflamatoria e para
emagrecimento. Além de seu uso medicinal, a carqueja € utilizada para
recuperacado de areas degradadas por ser uma espécie pioneira. B. crispa €
também uma espécie melifera, ajudando na manutengao dos polinizadores de
seu ecossistema. Por estas razdes, foi considerada como sendo prioridade
para a conservagao no bioma da Mata Atlantica por érgdos governamentais.

Estimar a estrutura e a variabilidade genética de populag¢des naturais é
importante para que sejam elaboradas estratégias de conservagao, manejo e
exploracao, além da compreensao de seus aspectos evolutivos. Como forma
de se acessar estas informagdes genéticas estdo os marcadores moleculares.

Mesmo com tal importancia, ndo existem disponiveis na literatura dados
genéticos de B. crispa. Os marcadores ISSR nao demandam conhecimentos
prévios da sequéncia de DNA da espécie em estudo, além de possuir alta
capacidade de diferenciar individuos e polimorfismo elevado. Ademais, o
desenvolvimento de marcadores especificos como  microssatélites
demandariam altos custos e elevado tempo.

Dessa forma, o uso de marcadores moleculares ISSR para estudos
genéticos em B. crispa € uma alternativa para a obtengdo de dados genéticos

populacionais pioneiros para a especie.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Mata Atlantica

O Bioma Mata Atlantica ja foi uma das maiores formagdes florestais tropicais
do mundo, atingindo uma éarea de cobertura de aproximadamente 150 milhdes
de ha, com muita heterogeneidade ambiental (RIBEIRO et al, 2009). E a
segunda maior floresta pluvial tropical do continente americano, que
originalmente distribui-se ao longo da costa brasileira até o interior do Paraguai
e Argentina (TABARELLI; MANTOVANI; PERES, 2005).

Este Bioma é considerado um dos hotspots da biodiversidade do
planeta, abrigando mais de 8000 espécies endémicas entre plantas vasculares
e animais (TABARELLI; MANTOVANI; PERES, 2005). Como outros biomas
tropicais, a Mata Atlantica esta altamente fragmentada, o que pode levou a
perda consideravel de ecossistemas e a extingdo de espécies locais (YOUNG;
BOYLE, 2000). Atualmente, restam apenas cerca de 7% da éarea original da
Mata Atlantica (BRASIL, 2012), sendo distribuida, na grande maioria, em
fragmentos menores de 50 ha.

A alta diversidade de espécies encontrada na Mata Atlantica esta
baseada na teoria dos refugios do Pleistoceno (HAFFER, 1969; AB'SABER,
1977). Esta sugere que as variagdes climaticas durante as glaciagdes geravam
processos alternantes de contragao e expansao da floresta. Nestes espacos de
remanescentes florestais ocorria a diferenciacdo das espécies. Ainda ha
evidéncias da ocorréncia destes refugios de floresta no Pleistoceno em areas
subtropicais (HUGALL et al, 2002). Associados a estas mudancgas
paleoclimaticas, a distribuicdo dos gradientes de concentragao das espécies e
a flutuacdo demografica, levaram a essa diversificagdo (CARNAVAL et al,
2009). Ademais, outros fatores diversos além destes refugios podem ter
colaborado para a distribuicdo das espécies, como regressbes marinhas, a
formagdo dos rios, mudancas climaticas globais e atividades tectdnicas
(MARTINS, 2011).

As variagdes climaticas do passado até o momento levaram a formacao
e manutencado de diversas fitofisionomias vegetais, como Floresta Ombrdfila

Densa, Mista e Aberta, Floresta Decidual e Semidecidual, Mangues, Restingas
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e Campos de Altitude. No Pleistoceno, com a predominancia de clima frio e
seco, a formacao de Campos, que se caracteriza por possuir uma vegetacao
predominantemente herbacea e arbustiva, era dominante, ficando as florestas
restritas aos vales. Com o clima tornando-se mais umido, ocorreu o avango das
florestas sobre as regides dos Campos, e gradualmente passaram a ocupar
praticamente todas as regides onde ocorriam os campos (BEHLING, 2002).

Frequentemente a ocorréncia dos Campos esta associada a outras
formagdes vegetais, tais como a Floresta Ombrofila Mista (Floresta com
Araucarias) e Floresta Ombrdfila Densa ao longo de cursos de agua, e também
com fragmentos do Cerrado (MAACK, 2002).

Os remanescentes restantes da vegetacdo dos campos estao restritos a
pequenas manchas. A¢des de conservagao devem ser empregadas para
diminuir os efeitos da degradagcdo que estes ambientes vem sofrendo
(RIBEIRO et al, 2009). Varias espécies de plantas herbaceas e gramineas séo
abundantes nos Campos, dentre elas destaca-se Baccharis crispa Spreng. A
espécie é de tamanha importancia que foi selecionada como uma das
prioritarias para realizagcdo de estudos de conservacdo e manejo, no
ecossistema da Mata Atlantica (EMBRAPA/IBAMA, 2002).

2.2 Baccharis crispa Spreng.

Baccharis crispa Spreng. popularmente conhecida como carqueja, carqueja-
amarga, tiririca de babado, bacanta, cacalia-amarga ou vassoura. Pertencente
a familia Asteraceae, a subtribo Baccharidinae e ao género Baccharis.
Também é conhecida por suas sinonimias Baccharis cylindrica (Less.) DC.;
Baccharis genistelloides subsp. crispa (Spreng.) Joch. Mdull.; Baccharis
genistelloides var. crispa (Spreng.) Baker; Baccharis genistelloides var.
cylindrica (Less.) Baker; Baccharis genistelloides var. trimera (Less.) Baker;
Baccharis myriocephala DC.; Baccharis subcrispa Malag.; Baccharis trimera
(Less.) DC.; Baccharis triptera Mart.; Cacalia sessilis Vell.; Molina cylibdrica
Less.; Molina trimera Less.; Pingaea crispa (Spreng.) F.H. Hellwig (REFLORA
2014; AULER; BATTISTIN; REIS, 2006; CASTRO e FERREIRA, 2000).

O género tem distribuicdo desde o sul do Canada até o extremo sul da

Argentina e do Chile. As regides Andina da Colédmbia, central do Chile e
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Argentina, montanhosas do sudeste e no sul brasileiro, Uruguai e leste do
Paraguai sao os principais centros de diversidade do género. A maior
concentragado de espécies do género esta desde o estado de S&o Paulo até o
Rio Grande do Sul (BARROSO; BUENO, 2002), e a distribuicdo neste ultimo
estado € ampla (HEIDEN et al, 2007).

Baccharis crispa se caracteriza por ser didica, com flores reunidas em
capitulos. E um subarbusto, com altura de até um metro. Possui caule trialado,
com folhas pequenas e onduladas (BUDEL e DUARTE, 2009). Propaga-se por
sementes, dispersadas principalmente pelo vento, e vegetativamente por
rizomas. A espécie € dipldéide, com numero de cromossomos 2n = 2x = 18
(AULER; BATTISTIN; REIS, 2006).

A carqueja € uma planta natural na Mata Atlantica, concentrada nas
regides sul e sudeste brasileiro, crescendo principalmente nas fitofisionomias
de campos de altitude, campos rupestres e nos biomas Pampa, Cerrado e
Caatinga (REFLORA, 2014; HEIDEN; MEIRELES, 2010). Pode ser encontrada
até altitudes de 2800m (AULER; BATTISTIN; REIS, 2006). E uma espécie
considerada pioneira, encontrada comumente em campos, beiras de estradas e
em diversos tipos de solos (PAVAN-FRUEHAUF, 2000). Considerada invasora
de pastagens, é adaptada a campos abertos (CASTRO et al, 2002).

Esta espécie é uma das plantas mais utilizadas na medicina popular no
Brasil, obtida principalmente através do extrativismo. Seu cultivo é restrito,
realizado em poucas propriedades nos estados de Minas Gerais, Sao Paulo,
Santa Catarina, Rio Grande do Sul e Parana, este ultimo € o maior produtor
nacional (CORREA JUNIOR et al., 2006).

O uso medicinal se da no tratamento de varias doencgas. Entre elas
destacam-se as estomacais, febrifugas, problemas hepaticos e contra
infeccbes intestinais, incluindo propriedades digestivas, antiinflamatérias,
antiulceras, antioxidantes (AGRA; FRANCA; BARBOSA-FILHO, 2007; DIAS et
al, 2009; BIONDO et al, 2011), pode reduzir o indice glicémico no sangue
(CASTRO e FERREIRA, 2000; OLIVEIRA et al. 2005) e também possui efeito
relaxante (TORRES et al, 2000).

Baccharis crispa contém diversos principios ativos, tais como
flavondides, saponinas e taninos, dentre outras substancias em sua
composicado quimica (BORELLA et al, 2006; FACHINETTO; TEDESCO, 2009).
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Oleos essenciais estdo presentes em carquejas cultivadas ou naturais.
Destacam-se a presenca de globulol, espatulenol, germacreno D e o (E)-
cariofileno, ledol e guaiol (SILVA et al, 2007). SILVA et al. (2009) identificaram
14 componentes diferentes que sdo responsaveis pelas suas propriedades
medicinais. A composi¢cao quimica do oleo essencial varia em fungao das
fontes de nitrogénio aplicadas (PALACIO et al, 2007). Seus 6leos essenciais
mostraram-se eficazes no combate ao Schistosoma mansoni (OLIVEIRA et al,
2012). E seu extrato aquoso também inibiu o desenvolvimento de ovos do
verme Rhipicephalus microplus (LAZARO et al, 2013). Além da sua aplicagdo
medicinal, também ¢é utilizada na industria de cervejaria como substituto do
lupulo e na aromatizagao de refrigerantes e licores (CASTRO; FERREIRA,
2000).

A planta é muito visitada por abelhas possuindo importancia ecolégica
na manutencdo de polinizadores para outras espécies de seu ecossistema,
podendo ser usada também na apicultura (AULER; BATTISTIN; REIS, 2006).
Baccharis crispa é utilizada na agricultura devido as suas propriedades
alelopaticas, que diminuem o crescimento de sementes, inibem o
desenvolvimento de micélios de fungos e de raizes de trigo (CASTRO;
FERREIRA, 2000; GONZALES, 1993).

Baseando-se nestes aspectos e considerando a taxa que esta espécie é
explorada comercialmente, faz-se necessario elaborar estratégias de acao para
exploragao racional, manejo e conservagao dos recursos geneticos da espécie.
A genética tem importancia fundamental nas agbes de conservagdo de
espécies. Dessa forma, a genética de populagdes pode desempenhar papel
importante de maneira a prover informagdes para elaboragao de estratégias de

conservagao e nos trabalhos de preservagao da espécie.

2.3 Genética de populagoes

A diversidade genética de populagdes de uma determinada espécie é afetada
por diversos fatores evolutivos. Entre eles destacam-se as estratégias de
reproducgao, dispersao de sementes, fluxo génico, selegao natural, diversidade
geografica e o centro de diversidade da espécie (HAMRICK; GODT, 1989).
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O conhecimento da diversidade genética das espécies que constituem o
bioma Mata Atlantica € imprescindivel para a determinacdo de metodologias
que visem a sua conservagdo. A avaliacdo da diversidade genética de
populacdes naturais também se torna um instrumento importante, pois ela
permite identificar o fluxo génico entre as populag¢des, consequéncia direta dos
processos de polinizacdo e dispersdao de sementes. A partir deste
conhecimento, € possivel inferir praticas de manejo que visem a conservacao
nao apenas do individuo, mas da diversidade genética da espécie como um
todo (AULER; BATTISTIN; REIS, 2006).

Além destes fatores evolutivos, a conservacao da biodiversidade dos
habitats depende particularmente da capacidade da espécie em sobreviver a
gargalos de garrafa e eventos aleatérios (MELO et al, 2012). Ambientes
fragmentados podem resultar em isolamento, levando a reducédo do fluxo
génico, aumento de cruzamentos endogamicos, havendo alteragdes nas
frequéncias alélicas das populagdes (AULER; BATTISTIN; REIS, 2006), o que
poderia causar perda da variabilidade genética e, consequentemente,
diminuicdo da habilidade das popula¢des naturais em adaptar-se as variacdes
ambientais (YOUNG; BOYLE, 2000; ALMEIDA; FARIA; DA SILVA, 2012).
Assim, estudos genéticos tem um papel importante para entender os
mecanismos de sobrevivéncia das espécies que sofreram implicagbes a partir
da fragmentacao de habitat (TEMPLETON et al, 1990).

Neste sentido, € necessario conhecer a diversidade e estrutura genética
das populagdes naturais e suas relagdes histéricas e atuais com o ambiente
em que ocorre (MELO et al, 2012). Para atingir estes objetivos diversas
ferramentas estdo disponiveis, dentre estas, os marcadores moleculares sao
os mais indicados por acessar a informagao direta no DNA dos individuos de

uma populagao.

2.4 Marcadores moleculares
Superando as limitagbes que existiam com os marcadores morfologicos, os

marcadores moleculares abriram novas perspectivas para pesquisas em

conservagao de espécies. Os marcadores moleculares baseados em DNA séo
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caracteristicas do DNA que podem distinguir individuos ou populagdes, sendo
herdados geneticamente (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998). Atualmente
existem diversos marcadores moleculares para a analise do DNA. Os primeiros
a serem utilizados foi o RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism),
que por varios anos permaneceu como unica alternativa de marcador baseado
em DNA.

Com o advento da PCR (Polymerase Chain Reaction), surgiram outras
técnicas como o RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), o AFLP
(Amplified Fragment Length Polymorphism) e o SSR (Simple Sequence
Repeat). O RAPD ¢é baseado na amplificacdo do DNA utilizando primers
aleatodrios, apresenta alto polimorfismo e é disperso por todo o genoma, porém
com pouca reprodutibilidade (WILLIAMS et al, 1990). O AFLP é uma técnica
que mescla as vantagens do RFLP e RAPD, o qual utiliza enzimas de restricao
para clivar o DNA gendmico, ligacdo de adaptadores especificos nas regides
terminais dos fragmentos clivados seguido da amplificagdo com primers que
anelam com os adaptadores (VOS et al, 1995). Os SSRs consistem em
pequenas sequéncias, de uma a cinco pares de base, que se repetem em
tandem em numero variavel no genoma (LITT; LUTY, 1989).

Dentre os marcadores citados, os SSRs sdo os mais indicados para
estudos de genética de populagdes, pois sdo especificos, apresentam
neutralidade fenotipica, sdo codominantes, e uma vez desenvolvidos, de facil
uso. Embora existam estas vantagens, para seu desenvolvimento é necessario
um alto investimento, pois € requerido o conhecimento prévio do genoma, ou
seja, € necessario sequenciar o genoma ou parte deste da espécie de
interesse. Com isso, é dificil a obtencao deste tipo de marcador para espécies
que nao tem elevada importancia econémica. Para solucionar a dificuldade em
se gerar primers especificos obtidos com o sequenciamento do genoma, caso
dos microssatélites, e as demais limitacbes das outras técnicas, foram
desenvolvidos os marcadores ISSR. Este marcador caracteriza-se pela
amplificagdo de regides que estao entre as regides SSR utilizando primers que
sao parte das proprias repeticbes SSR (ZIETKIEWICZ; RAFALSKI; LABUDA,
1994).

Os marcadores ISSR permitem o acesso a variabilidade genética de

individuos ou da populagdo sem a necessidade do conhecimento prévio da
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sequéncia de DNA da espécie alvo do estudo. Tornando-o eficaz para estudos
de espécies como Baccharis crispa em que ndao ha nenhuma sequéncia de
DNA disponivel.

A diversidade genética em plantas pode ser estimada de diversas
maneiras. Com as técnicas atuais da biologia molecular, é permitida a
observagdo de polimorfismos da sequéncia de DNA dos organismos. O
trabalho de programas de melhoramento, manejo ou conservagao de uma
espécie esta ligado ao conhecimento do nivel de variagado genética existente.

Os marcadores moleculares sado importantes para a genética de
populacdes, tanto para estudo basicos, quanto para analises de diversidade
(TACUATIA et al, 2012). O uso de marcadores moleculares tem-se mostrado
importantes para quantificar a variabilidade genética em populagdes naturais,
permitindo avaliar o fluxo génico, efeitos de deriva genética, sistema
reprodutivo e niveis de endogamia. Assim, os marcadores moleculares sao
indicados para os estudos ao nivel especifico e populacional, inclusive para B.
crispa (AULER; BATTISTIN; REIS, 2006; SCHNEIDER, 2009).

2.4.1 ISSR (Inter Simple Sequence Repeat)

O marcador ISSR foi desenvolvido com base nas sequéncias SSR, porém sem
a necessidade de ter o genoma do organismo sequenciado (ZIETKIEWICZ;
RAFALSKI; LABUDA, 1994). Além de apresentar uma alta reprodutibilidade, o
ISSR apresenta baixo custo de analise.

Os ISSR séo fragmentos de DNA de 100 a 3000 pares de base,
podendo ser amplificados via PCR, com um unico primer (FALEIRO, 2007).
Este primer, usualmente com 16 a 25 bases, pode ser ou n&do ancorado,
consiste em sequéncias repetidas que sdo abundantes e dispersas em todo
genoma. O primer se adapta a regides especificas, amplificando sequéncias
entre dois /oci microssatélites, (ZIETKIEWICZ; RAFALSKI; LABUDA, 1994).

O ISSR é um marcador molecular de heranga dominante, ou seja,
baseado na presenga ou auséncia da banda (ESCUDERO; IRIONDO;
TORRES, 2003). S&o largamente utilizados em estudos de genética de
populacdes, podendo detectar a variagdo em individuos e populagdes de
diferentes espécies de plantas. Esta robustez se deve aos primers ISSR serem
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universais. Como é uma derivacao da técnica de SSR, seu polimorfismo esta
baseado na existéncia de diferenca na quantidade de pares de bases entre
regides microssatélites (REEDY et al, 2002).

Marcadores ISSR vem sendo utilizados para diversos fins, tais como:
acessar a diversidade genética em diferentes grupos de plantas (CORTESI et
al, 2005; HASSEL et al, 2005; PHARMAWATI; YAN; FINNEGAN, 2005;
ISSSHIKI et al, 2008; GEORGE; SHARMA; YADON, 2009; LUDTKE et al,
2010; MANICA-CATANI et al, 2009; TANYA et al, 2011; POCZAI et al 2011),
construgdo de mapas genéticos (SANKAR; MOORE, 2001), e para
identificacdo de germoplasma (MORALES et al, 2011; CAMARGO et al, 2013)

Ademais, estes marcadores sdo comumente utilizados para investigar
relacdes intraespecificas envolvendo a familia Asteraceae. Como exemplo
existem estudos para as espécies Nouelia insignis Franch. (LUAN; CHIANG.
GONG, 2006), Flaveria bidentis (L.) Kuntze (MA et al, 2010), Aster
spathulifolius Maxim (NGUYEN; CHOI; PARK, 2013), Artemisia halodendron L.
(HUANG et al, 2014), Carthamus tinctorius L. (YAMAN et al, 2014),
Chromolaena odorata (L.) R. M. King & H. Rob. (PATERSON; ZACHARIADES,
2013) e Viburnum treleasei Gand. (MOURA et al, 2014). Também tem sido
utiizado para detectar diversidade genética entre espécies, como em
Carthamus sp. L. (MOKHTARI et al, 2013), e relagdes filogenéticas da familia
Asteraceae (ARCHIBALD et al, 2006)

Baccharis crispa € uma importante espécie tanto quando observado os
aspectos ecoldgicos como econOmicos e nada se conhece dos aspectos
genético-populacionais da espécie, assim o uso de marcadores moleculares
ISSR podem gerar dados importantes a respeito do status genéticos de suas
populagdes. Estes dados populacionais poderdo também contribuir para
aspectos da dindmica desta espécie no sul do Brasil além de fornecer dados
importantes que podem ser utilizados na elaboragdo de estratégias de

conservacgao da espécie.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral:

Selecdo de primers ISSR e anadlise da estrutura genética-populacional de

Bacchatris crispa Spreng. (Asteraceae) do sul do Brasil.

3.2 Objetivos especificos:

1) Selecionar os primers ISSR mais informativos para estudos genéticos

em Bacchatris crispa;

2) Estimar a similaridade genética entre os individuos das populacdes e a

similaridade média entre as populagdes;

3) Estimar a variabilidade genética de populagdes de B. crispa do sul do

Brasil utilizando marcadores ISSR;

4) Discutir a estruturagao genética das populagdes de B. crispa.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Selegao de primes ISSR para estudos genéticos em Baccharis crispa

4.1.1 Material Vegetal

Para selecdo de primers foram coletadas folhas jovens de 20 individuos de
uma populacdo de Baccharis crispa no municipio de Guarapuava, Parana.
Foram coletadas amostras de plantas a pelo menos 10 metros de distancia
uma da outra, a fim de evitar que se coletasse a mesma planta devido a
propagacao ser também por rizoma. As folhas coletadas foram embaladas em
papel aluminio, armazenadas primeiramente em nitrogénio liquido e depois a -

20°C, até o momento da extragao do DNA.

4.1.2 Extragdo do DNA

Para a extragcdo do DNA, as folhas foram maceradas em nitrogénio liquido até
a obtencao de um po fino. A extragao foi realizada segundo a metodologia de
DOYLE e DOYLE (1987). Nos tubos contendo 200 mg de material vegetal
foram adicionados 700 pl de tampdo composto por: 20mM de EDTA
(Ethylenediamine tetraacetic acid); 01 M de Tris-HCI pH 8,0
(tris(hydroxymethyl)aminomethane); 1,4 M NaCl (Sodium chloride); 2% de
CTAB (Cetyl trimethylammonium bromide); 0,4,% de B-mercaptoetanol. Os
tubos foram incubados por 45 minutos a 65°C em banho-maria, as amostras
foram lavadas com cloroférmio-alcoolisoamilico (24:1) em seguida
centrifugadas por 10 minutos a 12.000 rpm por duas vezes. O DNA foi
precipitado com isopropanol e seguido de diversas lavagens com etanol, para a
obtencao de amostras livres de contaminantes.

Depois de seco o DNA foi ressuspenso em 100 pl de tampao TE, tratado
com RNAse a 10 mg/mL-1 por incubagao a 37°C por 1 hora. Apos o DNA foi
precipitado com 10 yl de acetato de sédio 3M e 200 pl de etanol gelado e
depois de sucessivas lavagens com etanol as amostras foram ressuspensas
em tampao TE e armazenadas a -20°C até o momento da utilizagdo. As
amostras foram quantificadas por eletroforese em gel de agarose 0,9% coradas
com brometo de etidio, utilizando como padrao quantidades conhecidas do
DNA do Fago A (50; 100; 200 e 400ng).
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4.1.3 Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR) e Eletroforese

Para amplificacdo do DNA foram utilizados 42 primers ISSR desenvolvidos pela
University of British Columbia (UBC), Vancouver, Canada (Tabela 1). As
reacoes de PCR foram conduzidas em volume final de 12,5 pL, contendo, para
cada amostra: 20 ng de DNA, 0,2 uM de primer, 200 yM de cada dNTP, 1,5
mM de MgCl, e 1 U de Taqg DNA polimerase. A reagdo de PCR foi conduzida
com um passo inicial de desnaturagdo a 94°C por 5min, seguido de 30 a 35
ciclos a 90°C por 45seg, 50 a 55°C por 30seg e 72°C por 60seg. Foi adicionado
um passo adicional de 72°C por 10 min para extensdo dos fragmentos. A
temperatura de anelamento e o numero de ciclos variaram de acordo com o

especificado para cada primer (Tabela 1).

Tabela 1 - Relagdo dos 42 primers ISSR utilizados avaliados em Baccharis crispa Spreng. com
suas respectivas sequéncias e temperatura de anelamento (TA).

Primer Sequéncia* TA°C Primer Sequéncia* TA °C
UBC 807 (AG)sT 55 UBC 848 (CA)RG 55
UBC 808 (AG)sC 50 UBC 852 (CT)sRA 52
UBC 809 (AT)sT 55 UBC 855 (AC)sYT 50
UBC 810 (GA)T 52 UBC 856 (AC)sYA 55
UBC 811 (GA)sC 52 UBC 857 (AC)sYG 54
UBC 813 (CT)sT 50 UBC 858 (TG)sRT 50
UBC 814 (CT)A 50 UBC 859 (TG)sRC 55
UBC 815 (CT)sG 52 UBC 860 (TG)sRA 52
UBC 817 (CA)A 52 UBC 861 (ACC)e 52
UBC 820 (GT)sT 52 UBC 864 (ATG)s 55
UBC 822 (TC)sA 53 UBC 866 C(TCC)sTC 55
UBC 823 (TC)sC 52 UBC 868 (GGA)s 53
UBC 824 (TC)sG 50 UBC 873 (GACA), 50
UBC 826 (AC)sC 52 UBC 878 GGA(TGGA),T 52
UBC 827 (AC)sG 50 UBC 881 (GGGGT); 53
UBC 828 (TG)6A 50 UBC 886 VDV(CT), 55
UBC 834 (AG)sYT 52 UBC 889 DBD(AC); 54
UBC 835 (AG)sYC 54 UBC 890 VHV(GT), 54
UBC 836 (AG)sYA 53 UBC 891 HVH(TG), 54
CATGGTGTTGGTC
UBC 840 (GAXYT 54 UBC 899 ATTGTTCCA 55
ACTTCCCCACAGG
UBC 843 (CT)sRA 54 UBC 900 TTAACACA 55

*Y=(CT);R=(AG);H=ACT);B=(C,GT);V=(AC,G);D=(AG,T)

Os produtos de amplificagao foram resolvidos por eletroforese em gel de
agarose 1,8% corado com brometo de etidio (0,5 ug mL™") e submetidos a uma

21



voltagem de 110V por aproximadamente 4 horas. Para determinagdo do
tamanho dos fragmentos amplificados foi utilizado como parametro o marcador
de peso molecular DNA Ladder 100 pb. O resultado da eletroforese foi

visualizado em luz UV e fotodocumentado com sistema digital.

4 1.4 Analises Estatisticas

Dos 42 primers ISSR utilizados para amplificacdo, somente o0s que
apresentaram produtos de amplificagdo com bom padréo de resolugao foram
considerados. Os géis oriundos destes primers foram avaliados genotipando os
individuos de acordo com a presencga (1) e auséncia (0) de bandas gerando
uma matriz binaria. A porcentagem de polimorfismo de cada primer ISSR foi
calculada dividindo o numero de bandas polimoérficas pelo numero total de
bandas amplificadas pelo referido primer. Foram considerados polimérficos os
locos com frequéncia entre 5 e 95%. Os dados obtidos de cada primer ISSR
foram avaliados conforme trés parametros: conteudo de informacao polimérfica
(PIC), indice do marcador (MI) e poder de resolugao (RP).

O PIC foi calculado conforme o proposto por Roldan-Ruiz et al (2000):

P|Ci =2 fi (1 - fi),

em que PIC; é o conteudo de informagédo polimorfica do marcador i, f; € a
frequéncia dos fragmentos presentes na amostra, 1 - fi a frequéncia dos
fragmentos ausentes.

O Ml foi calculado conforme VARSHNEY et al (2007):

Ml = PIC XEMR

em que o EMR é n X 3, n sendo definido como o produto total de fragmentos
por primer e B a fragcdo dos fragmentos polimérficos pelo numero total de
fragmentos do primer.

O calculo do RP foi realizado conforme PREVOST e WILKINSON
(1999):
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RP =21,

em que |, representa o numero de fragmentos informativos, podendo ser

expresso em valores em uma escala de 0 - 1 pela seguinte férmula:

lb=1-[2x10,5-pl],

onde p é a proporgao dentre os individuos que possuem o fragmento entre os
20 envolvidos no estudo.

Os trés indices foram comparados pela eficiéncia de projecao segundo o
parametro de correlagdo entre as distancias originais e as estimadas, obtidas
pela representacao grafica da dispersao bidimensional (r).

Para selecao dos 15 melhores primers ISSR para estudos genéticos em
carqueja, primeiramente foram identificados os 10 primers que apresentaram
valores mais altos para cada um dos indices calculados. Apos esta
identificacdo foram selecionados os primers utilizando os seguintes critérios: 1 -
primers que coincidiram estarem entre os 10 melhores para os trés indices; 2 -
primers que coincidiram estarem entre os 10 melhores para dois indices; 3 -
primers que apresentaram maiores valores para RP; 4 - primers que

apresentaram os maiores valores para MI.

4.2 Anadlise da estrutura genética de populagdes de Baccharis crispa da

Regiao Sul do Brasil

4.2.1 Material Vegetal

Para a avaliagcédo do status genético de Baccharis crispa foram coletadas folhas
de individuos de seis populacbes da espécie. Estas populagbes foram
coletadas nos estados do Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul (Figura
1). De cada populacgéo, foram coletados folhas de 16 a 21 individuos (Tabela
2). As plantas amostradas estavam a pelo menos 10 metros de distancia, a fim
de evitar que se coletasse o mesmo individuo, devido a sua propagacgao ser
também por rizoma. As folhas coletadas foram acondicionadas em embalagens

contendo silica gel.
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Figura 1 - Localizagdo geografica das populagdes de Baccharis crispa Spreng. avaliadas neste
trabalho.

Tabela 2- Dados das populagdes de Baccharis crispa Spreng. coletadas no Sul do Brasil e
utilizadas neste trabalho. UF indica a Unidade da Federagdo e N numero de individuos
amostrados.

Local de coleta UF Cédigo da Formacgao Vegetal vesg’;;ltj:gizcr)lal
Municipio populagado Original atual
Guarapuava PR 16 A Mosaico’ Pastagens
General Carneiro PR 16 B Mosaico’ Pastagens
Joacaba SC 19 C Transicao® Pastagens
Xanxeré SC 20 D Transicao? Pastagens
Coxilha RS 21 E Mosaico’ Agricultura
Panambi RS 20 F Mosaico’ Agricultura

" Floresta Ombrdfila Mista e Campos.
2 Floresta Estacional Semidecidual e Ombroéfila Mista.
3 Floresta Estacional Semidecidual com encraves de Floresta Ombrofila Mista.

O material coletado foi encaminhado ao Laboratério de Genética e
Biologia Molecular Vegetal, vinculado ao Departamento de Ciéncias Biologicas,
no campus do CEDETEG, da Universidade Estadual do Centro-Oeste,

Guarapuava, Parana, onde o projeto foi desenvolvido. No laboratério, o
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material foi macerado e armazenado a -20°C, até o momento da extragdo do
DNA.

4.2.2 Extragdo de DNA, Amplificagédo via PCR e Eletroforese

Para as seis populacdes, a extracdo do DNA, a amplificagcdo via PCR e a
visualizagdo dos resultados via eletroforese foi feita conforme os itens 4.1.2, e
4.1.3.

4.2.3 Analises estatisticas

Os individuos de todas as populagdes foram genotipados de acordo com a
presenca e auséncia de bandas, a partir desses dados foi construida uma
matriz binaria. A porcentagem de polimorfismo de cada primer ISSR foi
calculada dividindo o numero de bandas polimorficas pelo numero total de
bandas amplificadas pelo referido primer. A similaridade genética entre os
individuos, sem considerar populagdes, foi mensurada pelo software NTSYS
2.2 (ROHLF, 2000), utilizando o coeficiente de Jaccard. O agrupamento dos
individuos e a construgao do dendrograma foram feita pelo método UPGMA
(Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean).

Para a avaliacdo do padrao de locos nas populagdes, primeiramente foi
determinada a presenca exclusiva e auséncia exclusiva de locos em cada
populagcdo. Em segundo momento foi feito o agrupamento dos locos para a
construcao da distribuicao grafica da variabilidade genética de acordo com as
populagdes e locais de coleta. Nesta etapa, os locos foram agrupados de
acordo com o padrédo de presenca e auséncia nhas populacdes. Apds obtencao
dos grupos de locos, para cada populagao foi computado o total possivel de
ocorréncias (banda possiveis) para todos os grupos de locos e em seguida o
numero de ocorréncias observada para cada grupo. A divisdo do numero de
ocorréncias observado para um grupo de locos pelo total de ocorréncias
possiveis de todos os grupos de locos em uma populagao gerou a frequéncia
daquele grupo de locos dentro da populagéo. Os valores das frequéncias

obtidos foram utilizados para desenho dos graficos.
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Para a analise da diversidade genética foram calculados o indice de
diversidade de Shannon (I), a diversidade genética de Nei (He) (NEI, 1978),
porcentagem de locos polimérficos e fluxo génico. O dendrograma de distancia
das populagdes foi desenhado baseado na distancia genética de Nei (NEI,
1978). Para estes calculos, foi assumido que as populagdes estdo em
Equilibrio de Hardy-Weiberg (EHW). Todos estes indices foram mensurados
pelo software POPGENE versao 1.32 (YEH et al, 1999).

Para testar a correlagdo entre a distdncia geografica e a distancia
genética entre as populagdes foi feito o teste de Mantel com 1000 permutagdes
utilizando o software NTSYS 2.2. Para determinagcdo dos indices de
diferenciacao genética de ®ST (FST) e a variancia entre os componentes e
seus niveis de significancia foi feita a analise de variancia molecular (AMOVA)
utilizando o software ARLEQUIN verséo 3.11 (EXCOFFIER et al, 2005).

A analise dos Coordenadas Principais (PCoA) foi conduzida utilizando o
software NTSYS 2.2. A analise Bayesiana, para obtencao dos clusters (grupos
genéticos), foi feita utilizando o programa STRUCTURE (PRITCHARD; WEN;
FALUSH., 2010). Para determinar o numero ideal de clusters (K), foram feitas
simulagdes partindo do principio que era possivel a obtencdo de qualquer
numero de clusters entre 1 e 10, sendo que para cada simulagao foram feitas
10 repeticdes. Para esta analise foi utilizado o modelo de ascendéncia sem
mistura, e as frequéncias alélicas foram correlacionados por 10000 burn-in e
100000 MCMC (Cadeia de Monte Carlo Markov) repetigbes apds burn-in. Para
definigdo do K (numero de clusters - grupos genéticos) mais provavel em
relacdo aos propostos pela analise, foram utilizados os critérios sugeridos por
EVANO; REGNAUT; GOUDET (2005), com o auxilio do programa
STRUCTURE HARVESTER (EARL; VONHOLD, 2012).
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5. RESULTADOS

5.1 Selecao de primers ISSR para estudos genéticos em Baccharis crispa

Dos 42 primers ISSR que foram avaliados, 34 (80,95%) apresentaram produtos
de amplificagdo e oito (19,05%) ndo apresentaram produtos de amplificagéo
(Tabela 3). Todos os primers que apresentaram produtos de amplificagao
foram polimérficos. Os 34 primers amplificaram 396 fragmentos, o que resultou
em média de 11 fragmentos por primer. Dos 396 fragmentos, 90,9% (360)
foram polimdrficos, enquanto 36 fragmentos foram monomorficos. O primer
UBC 823 apresentou o maior numero de bandas (20) e o UBC 890 o menor (4).
Dentre os que apresentaram maior porcentagem de polimorfismo (100%) estéo
UBC 820, UBC 824, UBC 827, UBC 855, UBC 856, UBC 890, UBC 891 e UBC
899. Ja& o menor polimorfismo (70%) foi apresentado pelo primer UBC 858
(Tabela 3). Na figura 2 é possivel observar o padrao de amplificagdo do primer

ISSR UBC 855 na populagao de carqueja utilizada neste trabalho.
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Figura 2 - Gel de agarose com o padréo de amplificagdo do primer ISSR UBC 855 nos 20
individuos da populagao de Baccharis crispa Spreng. coletada no Sul do Brasil. M indica o
marcador de peso molecular DNA Ladder 100pb. A seta indica o fragmento de 600 pb.

O intervalo dos fragmentos amplificados variou de 100 a 1600 pares de
base. A menor amplitude de fragmentos foi no primer UBC 890 (490 a 720pb),
e a maior no primer UBC 899 (210 a 1600pb).

O valor mais alto para o PIC foi do primer UBC 899 (0,45) e o mais baixo
para o UBC 813 (0,27) (Tabela 3). A média de PIC para todos os primers foi de
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0,38. O MI apresentou valores que variaram de 12,37 (UBC 860) a 4,87 (UBC
813) (Tabela 3), com média de 7,73. Os valores de PIC e MI apresentaram
correlacéo positiva (? = 0,73, p < 0,05).

Os valores de RP variaram de 11,57 (UBC 899) a 2,2 (UBC 809) (Tabela
3), com média de 5,87. A correlagdo de RP com PIC (r*=0,23, p < 0,05) e MI
(r2=0,17, p < 0,05) foi positiva, porém menores se comparadas a correlagéo
entre PIC e MI. Os resultados dos indices estatisticos sao apresentados na
Tabela 03.

Para selecdo dos melhores primers foram identificados os 10 primers
com maiores valores para PIC, para Ml e para RP. Com isso foi possivel
identificar cinco primers que coincidiram estarem entre os 10 melhores valores
para os trés indices (UBC 827, UBC 834, UBC 856, UBC 866 e UBC 899). Em
seguida, foram identificados e selecionados quatro primers que coincidiram
estar entre os 10 melhores valores para dois indices (UBC 807, UBC 808, UBC
843 e UBC 848). Para completar os 15 primers, foram selecionados entre os
restantes, quatro que apresentaram maiores valores para RP (UBC 823, UBC
859, UBC 868 e UBC 873) e dois que apresentaram os maiores valores para
MI (UBC 824 e UBC 855) (Tabela 3).
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Tabela 3 - Relagdo dos 42 primers ISSR utilizados neste estudo com seus respectivos
paradmetros em Baccharis crispa Spreng. coletadas no Sul do Brasil. PA - produto de
amplificagdo; NF - numero de fragmentos amplificados, % P - porcentagem de polimorfismo,

PIC - contelido de informacgao polimarfica, MI- indice do marcador, RP - poder de resolugao.

Primer* PA NF % P PIC mI RP
UBC 807 v 8 87,5 0,41 7,87 4,88
UBC 808 v 7 85,7 0,42 7,87 3,80
UBC 809 v 5 80,0 0,38 6,68 2,20
UBC 810 v 8 87,5 0,39 7,65 4,32
UBC 811 - - - - - -
UBC 813 v 11 81,8 0,27 4,87 2,98
UBC 814 v 8 87,5 0,32 7,10 3,33
UBC 815 - - - - - -
UBC 817 v 15 93,3 0,32 6,58 6,27
UBC 820 v 14 100 0,32 6,75 6,39
UBC 822 v 17 76,4 0,36 5,77 6,81
UBC 823 v 20 90,0 0,36 6,76 7,73
UBC 824 v 10 100 0,38 8,01 4,65
UBC 826 v 16 87,5 0,34 6,04 5,16
UBC 827 v 10 100 0,39 7,63 6,60
UBC 828 - - - - - -
UBC 834 v 17 94,1 0,40 11,93 11,5
UBC 835 - - - - - -
UBC 836 v 10 90,0 0,39 7,63 5,84
UBC 840 - - - - - -
UBC 843 v 12 91,6 0,30 5,04 4,53
UBC 848 v 15 93,3 0,38 7,96 8,42
UBC 852 - - - - - -
UBC 855 v 7 100 0,38 8,08 4,10
UBC 856 v 15 100 0,42 8,85 10,18
UBC 857 v 13 92,3 0,36 7,08 5,94
UBC 858 v 10 70,0 0,37 5,40 3,98
UBC 859 v 14 92,8 0,37 7,56 7,26
UBC 860 v 10 90,0 0,41 12,37 3,92
UBC 861 - - - - - -
UBC 864 v 11 90,0 0,39 6,88 5,72
UBC 866 v 14 92,8 0,38 7,87 9,34
UBC 868 v 14 92,8 0,38 7,02 7,47
UBC 873 v 13 92,3 0,35 6,93 6,92
UBC 878 v 9 88,0 0,37 7,30 4,16
UBC 881 v 10 80,0 0,41 8,12 5,33
UBC 886 v 17 86,6 0,35 6,91 7,94
UBC 889 v 8 87,5 0,41 7,62 4,18
UBC 890 v 4 100 0,43 10,23 3,00
UBC 891 v 7 100 0,39 9,88 3,64
UBC 899 v 16 100 0,45 11,93 11,57
UBC 900 - - - - - -

* primers em negrito foram considerados os melhores para estudos genéticos em B. crispa de
acordo com os critérios utilizados neste trabalho.
v com amplificagao

- sem amplificagdo
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5.2 Analise da estrutura genética de populagées de Baccharis crispa da

Regiao Sul do Brasil

Os 15 primers ISSR (Tabela 4) utilizados nas seis populagdes de B. crispa

amplificaram 195 locos, com média de 13 locos por primer. Dentre os 195 locos

amplificados, 189 foram polimorficos, resultando em 96,9% de polimorfismo. A

similaridade média entre as populagdes foi de 20%, e dentro das populagées
apresentou valores de 27% (A), 33% (B), 26% (C), 32% (D), 54% (E) e 53%

(F). O dendrograma construido baseado na similaridade de Jaccard (Figura 3),

sem considerar populagdes agrupou os 112 individuos em seis grupos. Cada

grupo foi formado exclusivamente pelos individuos de sua prépria populagao.

Tabela 4 - Relagao dos 15 primers ISSR utilizados para a analise da estrutura genética de seis
populagcdes de Baccharis crispa Spreng. coletadas no Sul do Brasil. TA - temperatura de
anelamento; NF - numero de fragmentos amplificados, %P - porcentagem de polimorfismo.

Primer Sequéncia TA NF %P
UBC 807 (AG)sT 52 11 100
UBC 808 (AG)sC 50 7 100
UBC 823 (TC)sC 52 20 95,0
UBC 824 (TC)G 50 10 100
UBC 827 (AC)sG 53 11 100
UBC 834 (AG)sCTT 52 17 94,1
UBC 843 (CT)sAGA 54 12 100
UBC 848 (CA)AGG 55 15 93,3
UBC 855 (AC)CTT 55 7 100
UBC 856 (AC)sCTA 55 15 100
UBC 859 (TG)sAGC 55 14 100
UBC 866 C(TCC)sTC 55 14 92,8
UBC 868 (GGA) 50 14 92,8
UBC 873 (GACA), 50 13 92,3
UBC 899 CATGGTGTTGGTCATTGTTCCA 50 16 93,7
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Figura 3 - Dendrograma dos 112 individuos de Baccharis crispa Spreg. coletados no Sul do
Brasil, baseado na similaridade de Jaccard e agrupados pelo método UPGMA. Populagédo A
(Guarapuava, PR), B (General Carneiro, PR), C (Joagaba, SC), D (Xanxeré, SC),E ( Coxilha,
RS) e F (Panambi, RS)

Na avaliacdo de presenca e auséncia exclusiva de locos em cada
populagao foi observado que somente a populacédo A (Guarapuava) apresentou
de trés locos exclusivos. Com relacdo a auséncia exclusiva de locos, a
populacdo F (Panambi) (12), seguida de E (Coxilha) (5), D (Xanxeré) (4), C
(Joagaba) (3), B (General Carneiro) (1) e A (Guarapuava) (1) (Figura 4).
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Figura 4 - Numero de presencas e auséncias exclusivas de locos nas seis populacdes de
Baccharis crispa Spreng. coletadas no Sul do Brasil.

A avaliagao do padrao dos locos nas populagdes permitiu a identificacéao
de 11 grupos no qual formaram 134 locos. O maior grupo foi formado por 27
locos e o menor com cinco locos (Tabela 5). Cinquenta e cinco locos
apresentaram padréo unico e nao formaram grupo e foram identificados como
outros. O padrdao de distribuicdo dos 11 grupos de locos mais os locos

considerados como outros sao apresentados na figura 5.
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Tabela 5 - Padrao de presenca e auséncia de 11 grupos de locos nas seis populagdes de
Baccharis crispa Spreng. coletadas no Sul do Brasil.

Populagdes
Grupos N° de
P A B c D E F
de locos locos
1 44 + + + + + +
2 20 + + + + + -
3 12 + + + + - _
4 5 + + + - - -
5 5 + + - - - _
6 10 + + + + - _
7 8 + + + - + +
8 6 + - + + + -
9 5 + + + + - _
10 5 + + + + - +
11 5 + + + - + -
_ Brasil Regiao Sul
P
2 Parana
{
Santa Catarina
s 3
<
)
Rio Grande do Sul
7
N
D - Xanxeré
) E £
W
. m3 o4
s E- Coxilha m5 m6
o7 m3
m9 m10
F - Panambi 11 [Joutros

Figura 5 - Distribuigdo dos grupos de locos ISSR nas seis populagdes de Baccharis crispa
Spreng. coletadas no Sul do Brasil.

O indice da diversidade de Shannon () apresentou variagdo de 0,10
(populagao F) a 0,29 (populagédo A), com valor de 0,26 entre as populagbes
(Tabela 6). A diversidade genética de Nei (He) entre as populagdes foi de 0,41,
variando de 0,16 (populacéo F) a 0,29 (populagao A) (Tabela 6).
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Tabela 6 - Estimativas genéticas das seis populagdes naturais de Baccharis crispa Spreng.
coletadas no Sul do Brasil: I: indice de Shannon; He: diversidade genética de Nei; P:
porcentagem de locos polimorficos.

Populagao | He P(%)
A 0,29 0,29 97,35
B 0,19 0,29 69,84
C 0,17 0,28 76,19
D 0,16 0,26 67,72
E 0,14 0,23 57,14
F 0,10 0,16 44,44
Todas 0,26 0,41

Os resultados da Analise de Varidncia Molecular (AMOVA)
demonstraram que a maior variagao ocorre dentro das populagdes (56,58%) do

que entre as populagdes 43,42% (Tabela 7).

Tabela 7 - Analise de Variancia Molecular (AMOVA) para as seis populagbes de Baccharis
crispa Spreng. coletadas no Sul do Brasil avaliadas neste trabalho.

Fonte de Grau de Soma Componentes  Porcentagem da
variagao liberdade quadrados da variancia variancia
Entre
6 436,5 3,42 43,42
populagdes
Dentro
133 592,92 4,45 56,58
populagdes
Total 139 1029, 42 7,87

indice de Fixacéo Fst: 0,43 (P < 0,001)

O numero de migrantes (Nn,) encontrado para as seis populag¢des de B.
crispa foi de 0,89. Ja, quando comparados as populacbes aos pares, este
resultado foi variavel (Tabela 8). Os valores mais altos de N, foram muito
proximos para trés pares de populagdes, A (Guarapuava) e D (Xanxeré) (3,72);
A (Guarapuava) e C (Joagaba) (3,62) e A (Guarapuava) e B (General Carneiro)
(3,54) (Tabela 8).
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Tabela 8 - Fluxo génico (abaixo da diagonal), distancias geograficas em linha reta (em Km)
(acima da diagonal) entre pares de populacdes de Baccharis crispa Spreng. do Sul Brasil.

A B (9 D E F
A 116,1 200 190 316 381
B 3,54 85 119 213 300
Cc 3,62 23 95 132 232
D 3,72 2,2 2,02 140 191
E 2,41 1,33 1,16 1,32 119
F 2,46 1,48 1,32 1,41 1,23

A distancia genética média, baseada em Nei (1978) entre as populag¢des
foi de 0,12. A distancia genética foi encontrada em menor valor (0,10), em
geral, nas populagcbdes do Parana e de Santa Catarina (A, B, C e D). Enquanto
que as populagdes de C (Joagaba) e E (Coxilha) apresentaram a maior

distancia genética (0,18) (Tabela 9).

Tabela 9 - Estimativas de identidade (acima da diagonal) e distancia genética (abaixo da
diagonal) de Nei (1978) entre as populagdes de Baccharis crispa Spreng. do Sul do Brasil.

A B c D E F
A 0,89 0,90 0,90 0,86 0,88
B 0.11 0,90 0,90 0,84 0,88
c 0,10 0,10 0,90 0,82 0,87
D 0,10 0,10 0,10 0,85 0,89
E 0,14 0,16 0,18 0,15 0,88
F 0,12 0,12 0,13 0,11 0,12

A partir da matriz da distancia genética de Nei (1978), foi construido um
dendrograma das populacdes de B. crispa pelo método UPGMA (Figura 6).
Neste dendrograma houve a formacgao de trés grupos de populacdes (A e D, B
e C, E e F). Ainda, as duas populagdes do Rio Grande do Sul mostrou-se mais
distante das demais (Figura 6). O teste de Mantel evidenciou correlagéao

positiva entre a distancia geografica e a distancia genética (r = 0,59; P = 0,01).
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Figura 6 - Dendrograma das populagdes de Bacharis crispa Spreng. coletadas no Sul do Brasil
construido com base na distancia genética de Nei (1978).

A analise de coordenadas principais (PCoA) reduziu a dimensionalidade
dos dados e permitiu a observacdo da estrutura espacial das populacdes
quanto a sua distribuicdo. Desse modo, as populacdes E e F apresentaram-se
isoladas nos quadrantes 2 e 3. Ja, as populagdes A, B, C e D apresentaram
agrupadas nos quadrantes 1 e 4 (Figura 7).

Nas simulagdes feitas pelo programa STRUCTURE com abordagem
Bayesiana, o numero de K (Clusters, grupos genéticos) foi definido como dois
(Figura 8). A distribuicdo das seis populagdes nos grupos genéticos obtidos
(Figura 8) demonstra que as populagdes A, B, C e D pertencem a um grupo

genético e as populagdes E e F a outro grupo (Figura 9).
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Figura 7 - Analise de Coordenadas Principais (PCoA) em populagdes de Baccharis crispa
Spreng. da regiao Sul do Brasil.
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Figura 8 - Determinagcdo do numero 6timo de K (grupos genéticos) em Baccharis crispa
Spreng. pelo método Bayesiano. O ponto de intersecg¢do entre o maior valor no eixo Y com o
eixo X indica o numero 6timo de K (grupos genéticos).
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Figura 9 - Estrutura genética das seis populagbes de Baccharis crispa Spreng. coletadas no sul
do brasil de acordo com a divisdo em dois grupos genéticos (K) obtidos pela anélise Bayesiana.
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6. DISCUSSAO

6.1 Selegao de primers ISSR para estudos genéticos em Baccharis crispa

Dentre os 42 primers ISSR utilizados, 34 (80,9%) geraram fragmentos de
qualidade. Em outros estudos com primers ISSR UBC em plantas da familia
Asteraceae, as porcentagens de amplificagdo foram variaveis, e relativamente
baixos quando comparado aos resultados aqui obtidos. Em Nouelia insignis,
11% dos primers apresentaram amplificacdo (LUAN; CHIANG. GONG, 2006),
em Eremanthus erythropappus 56,2% (PADUA, 2011), em Flaveria bidentis
21,7%, (MA et al, 2011), em Aster spathulifolius 7,3% (NGUYEN; CHOI; PARK,
2013) e em Artemisia halodendron 14% (HUANG et al, 2014). Estes dados
demonstram que os resultados obtidos para B. crispa diverge com os de outras
especies disponiveis na literatura. Vale ressaltar que em nosso grupo, estamos
trabalhando com ISSR em outras espécies e para a maioria delas a
porcentagem de amplificagdo tem sido alta como, por exemplo, em
Campomanesia xanthocarpa 50% (SILVA, 2012), Ipomoea batatas 83,3%
(CAMARGO, 2013), Eugenia uniflora 58,3% (FAGUNDES, 2013), Lolium
multiflorum 56% (BALDISSERA, 2014), Achyrocline flaccida 83,3% (ROSA,
2015). O que pode explicar estes nossos resultados discrepantes com os
disponiveis na literatura € que para todos os primers/espécies sao feitas
padronizac¢des da temperatura de anelamento, pois a temperatura descrita para
um primer nem sempre € funcional para todas as espécies. Nos trabalhos
citados ndo ha mencao desta padronizagao. Esta variagdo na porcentagem de
amplificagdo indica que para cada espécie é necessario a padronizagao da
temperatura de anelamento e uma selegao prévia dos primers para obtengao
de melhores resultados e economia de recursos.

Conforme REDDY et al (2002), primers ISSR ndo ancorados se anelam
em qualquer regidao do DNA, enquanto os ancorados se anelam em regides
especificas do DNA, produzindo bandas com boa resolugdo. Estes mesmos
autores descrevem que primers nao ancorados tendem a gerar géis sem boa

resolucdo. Nossos dados vao de acordo com este autor uma vez que 50% dos
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primers ndo ancorados nao apresentaram produtos de amplificacdo em
contrapartida de apenas 4% dos ancorados (Tabela 3).

A amplificagcdo também depende da sequéncia que esta sendo anelada.
REDDY et al (2002) descrevem que primers ISSR com repeticoes (AG),, (GA),,
(CT)n, (TC)n, (AC), e (CA), sdo altamente polimorficos. Esta situagao foi
observada em nosso trabalho, pois 70% dos primers com estes tipos de
repeticdes apresentaram elevado polimorfismo (Tabelas 3 e 4).

O indice de polimorfismo encontrado para a populacao de B. crispa aqui
estudado foi de 90,9%. Os valores para o polimorfismo com marcadores ISSR
variam dependendo da espécie, conforme observado em outros trabalhos
disponiveis na literatura. Apesar de variavel, estes valores tem sido alto, 80,8%
em Ipomoea batatas (CAMARGO et al, 2013), 78,2% em Flaveria bidentis (MA
et al, 2011), 81,2% no género Carthamus (MOKHTARI et al., 2013), 48,25% em
Viburnum treleasei (MOURA et al, 2013), 65,61% em Artemisia halodendron
(HUANG et al, 2014) e 75,7% em Achyrocline flaccida (ROSA, 2015). O grau
de polimorfismo do marcador pode determinar a eficiéncia deste em identificar
a variagao geneética dentro da espécie (GRATIVOL et al, 2011). Alguns autores
tem utilizado a porcentagem de polimorfismo para estimar a variabilidade
genética (JESUS et al 2001; NGUYEN; CHOI; PARK, 2013). Neste sentido é
possivel concluir que ha alta variabilidade genética na populacédo de B. crispa
aqui avaliada.

Todos os primers ISSR identificados como melhores (Tabela 3)
apresentaram valor de PIC acima de 0,30. O primer UBC 899 apresentou o
maior valor de PIC (0,45). Visto que este indice, segundo Roldan-Ruiz et al
(2000) representa a probabilidade de se encontrar o marcador em seus dois
estados, de auséncia e de presenca. Para marcadores dominantes os valores
de PIC variam de zero, para marcadores monomorficos, até 0,5 para aqueles
que estiverem ausentes em metade da amostra e presentes na outra metade.
Portanto, quanto mais préximo de 0,5, maior a eficiéncia do marcador, sendo
ampla a sua possibilidade de uso para determinar a variabilidade genética.

Os valores de MI dos primers utilizados neste trabalho variaram de 4,87
(UBC 813) a 12,37 (UBC 860). Embora o primer UBC 860 tenha obtido o maior
valor de MI, nao foi selecionado neste trabalho pela quantidade reduzida de

bandas produzidas, o que leva a um baixo RP. Nao existe um valor maximo
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estabelecido para Ml (TATIKONDA et al, 2009), entao os resultados devem ser
comparados utilizando os dados gerados no trabalho em questdo. A decisao
em usar o MI foi por este levar em consideragdo um fator de correcéo de
polimorfismo em seu calculo (VARSHNEY et al, 2007), além de que este
atributo apresentou uma alta correlagdo com PIC (r2=0,73, p < 0,005). Altas
correlacdes entre estes indices também foram observadas em Jatropha curcas
(r*=0,66) (TATIKONDA et al., 2009), lpomoea batatas (r°=0,81) e Achyrocline
flaccida (r*=0,76) (ROSA, 2015).

Poder de resolugdgo (RP) é uma medida que indica o poder
discriminatério do marcador (TATIKONDA et al, 2009). Os valores de RP
variaram de 2,2 (UBC 809) a 11,57 (UBC 899). Assim como o MI, ndo existe
valor maximo para RP, visto que se trata de uma somatéria de valores. Nota-se
que o primer UBC 899 também apresentou valores altos em PIC e Ml indicando
que este marcador € muito informativo para B. crispa. As correlagdes entre os
indices de PIC e RP e Ml e RP foram de r?=0,23 e r’*=0,17, respectivamente.
Estas correlagdes foram positivas, porém nao significativas, devido ao fato de
que ndo houve uniformidade no numero de fragmentos amplificados e nem no
polimorfismo apresentado pelos primers.

Foi observado que os primers que apresentam os melhores valores de
RP apresentam também maior nimero de fragmentos. Isso acontece porque a
férmula utilizada para calcular estes indices leva em consideragao a somatéria
dos valores de lp. Assim, um primer que amplifique grande numero de bandas
tendera a possuir maior RP do que outro que amplifique um menor numero de
bandas.

A avaliagdo dos dados de PIC, Ml e RP permitiram selecionar os 15
primers mais informativos para estudos de diversidade genética em B. crispa
(Tabela 3). Este numero € considerado adequado, pois de sete a 30 primers
que amplifiquem entre 50 e 200 fragmentos polimorficos sao suficientes para
estudos de diversidade genética dentro de espécies (COLOMBO et al, 1998).

A selegcdo dos primers mais adequados para estudos de genética de
populagdes dependera do objetivo do trabalho. RP é mais adequado para
separar individuos geneticamente distintos dos demais, enquanto PIC é mais
adequado para estimar a diversidade ampla em uma populagdo. Neste sentido,
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para selecao de primers, € recomendado a utlizagdo destes dois indices em

conjunto, respeitando os objetivos do trabalho.

6.2 Anadlise da Estrutura Genética em Baccharis crispa Spreng. da Regiao
Sul do Brasil

Estimar a variabilidade genética em populagdes naturais € um importante
passo para o conhecimento de uma espécie. Informagdes do status genético
podem ser utilizadas para varios fins, dentre eles podemos destacar predicao
de nivel de conservagao da espécie, auxilio na elaboragcdo de estratégias de
conservagdo e uso sustentavel dos recursos genéticos disponiveis. A
variabilidade genética é a matéria prima para a adaptagcdo e, consequente
evolucdo de uma espécie. Os dados aqui obtidos quando considerado
individuos, mostra que ha alta variabilidade genética em B. crispa e que suas
populagdes estdo estruturadas. Isto fica claro quando observamos os valores
de similaridade genética entre individuos e entre as populagdes e 0s grupos no
dendograma, que mesmo sem informar ao programa quais individuos era de
cada populagéo, os grupos foram formados por somente individuos da mesma
populacao (Figura 3).

Esta alta variabilidade parece estar relacionada a biologia da espécie.
Por B. crispa ser uma espécie pioneira e com propagag¢ao de sementes pelo
vento e ocorréncia em area abertas, esta parece se beneficiar de certos tipos
de acdo antropica. Por exemplo, o desmatamento para implantagcao de
pastagens abre novos espagos para a propagacao da espécie que antes era
restrito pela vegetacéao florestal existente. Isto leva a um aumento na area de
ocorréncia da espécie. Ainda, a carqueja € uma espécie com ampla distribuicao
e que se adapta a diversos ambientes. Espécies com este comportamento
tendem a ter alta variabilidade genética (HAMRICK e GODT, 1996; RIVERS et
al, 2011). A fragmentacdo florestal leva a geracdo de areas abertas
(principalmente pastagens), com diversas alteracbes no microclima, o que
modifica a composicdo das espécies da area. Conforme TABARELLI,
MANTOVANI; PERES (1999), plantas que tem o comportamento semelhante
ao da carqueja, sao favorecidas com as alteragdes do microclima gerado pela

criagdo destes microhabitats. Estas condigbes estdo presentes nas regides
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onde foram coletadas as populagbes de carqueja nos estados do Parana e
Santa Catarina. A capacidade de colonizagdo de novas areas fica mais clara
ainda, quando observamos que os pecuaristas a consideram uma espécie
invasora de pastagens. Estas observagdes fortalece a teoria que esta espécie
se beneficia da transformacao de florestas em areas abertas expandindo sua
area de ocorréncia, aumentando suas populacdées o que pode levar a variagao
positiva da variabilidade genética destas populagdes. O que foi observado
neste trabalho.

A avaliagdo da presenga e auséncia exclusiva de locos permitiu avaliar
que estes variaram desde a presenca exclusiva de trés locos na populagao A
até a auséncia exclusiva de 19 locos na populacédo F. Com base nestes dados,
foi constatado que a presenca exclusiva de locos e baixa auséncia exclusiva
parecem contribuir para maior variabilidade nas populagdes A, B e C (Tabela 5
e Figura 5). O que leva a sugerir que estas sdo populagdes mais antigas, pois
carqueja € uma planta adaptada a areas abertas e MAACK (2002) afirma que a
regido central do Parana, tem como composi¢ao mais antiga a formacgao de
campos. Neste sentido é possivel que estas populagdes (do Parana e Santa
Catarina) poderem ter sido continuas a milhdes de anos atras e isto reflete na
diversidade e similaridade destas populacées na atualidade. Vale ressaltar que,
com os marcadores utilizados neste trabalho, ndo é possivel comprovar estas
hipoteses, assim o uso de marcadores codominantes se faz necessario em
estudos futuros com a espécie.

A auséncia exclusiva de locos (Tabela 5 e Figura 5) demonstra que as
populagdes E e F apresentam menor variabilidade genética. Estes dados
destacam as diferencas entre as populagdes e a quantidade e a distribuicdo
dos grupos de locos sugere um provavel centro de diversidade para B. crispa
no Parana e Santa Cataria (Figura 5). E provavel que nestas regides haja
populagdes antigas (presentes desde o ultimo maximo glacial) e que estas
tenham sofrido retragdo (durante o aquecimento e aumento de umidade apds o
ultimo maximo glacial). Estes eventos levaram a diferenciagdo das populagdes
e expansoes (facilitado pelo desmatamento das florestas nos ultimos 500 anos)
que pode estar facilitando o fluxo génico pelo sucessivo aumento das areas de
ocorréncia da espécie nestas regides. Ainda vale ressaltar que nas regides

onde foram coletadas as populacdes E F no Rio Grande do Sul, também houve
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acao antropica (desmatamento), no entanto, nestas regides foram implantadas
areas agricolas, o que impede o desenvolvimento e expansao da espécie como
aconteceu no Parana e Santa Catarina, onde apds o desmatamento foram
implantados na sua maioria, pastagens.

Apesar da evidéncia observada de um provavel centro de diversidade da
espécie, com o tipo de marcador aqui utilizado (dominante) ndo podemos
comprovar esta hipotese, assim trabalhos futuros utilizando marcadores
codominantes poderdo fornecer dados mais robustos capazes de confirmar a
hipétese aqui proposta.

O indice de Shannon e a diversidade genética de Nei indicam alta
variagdo genética entre as populacbes (Tabela 6). Outras Asteraceae
arbustivas apresentaram resultados diferentes: Proteopsis argentea, planta
endémica da regido de campos rupestres, apresentou o indice de Shannon
maior, porém uma menor diversidade genética. Os autores concluiram que a
espécie estava perdendo sua variabilidade genética (JESUS et al, 2001).
Flaveria bidens também apresentou resultados semelhantes (MA et al, 2010).
Ja, a espécie Aster spathulifolius apresentou somente o indice de Shannon
mais elevado (NGUYEN; CHOI; PARK, 2013). Por B. crispa ser uma espécie
pioneira e com propagacao de sementes pelo vento e ocorréncia em area
abertas, esta parece se beneficiar da agcao antropica, quando o efeito desta é a
transformacao de florestas em pastagens, ao contrario das espécies citadas
acima. Estes resultados demonstram que a diversidade genética em plantas
pode ser influenciada por diversas caracteristicas de sua forma de vida
(HAMRICK; GODT, 1989) e que os dados genéticos de uma espécie nem
sempre podem ser extrapolados para outras espécies. Rosa (2015),
trabalhando com Achyrocline flaccida oriundas das mesmas regides onde
foram coletadas as populagdes de B. crispa aqui estudadas, observou que
diferente de Carqueja, na espécie por ela estudade ha uma uniformidade da
distribuicdo da diversidade genética entre as populagdes. A autora atribui isso a
alto fluxo génico observado que pode ser efeito da conectividade das
populagdes no passado (quando os campos eram vastos pelo sul do Brasil) e
também pela agdo antropica (as inflorescéncias da espécia sao utilizadas como
medicinal pela populagdo, ampalmente comercializadas no Sul do Brasil, e

ainda com sementes viaveis). Interessante que esta autora também observou
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que as populagdes potencialmente mais recentes e isoladas por areas
agricolas também apresentaram baixa diversidade.

A distancia genética de Nei (Tabela 9) apresentou grande amplitude de
variagéo, 0,07 a 0,21. Demonstrando diferenciagao entre as populagdes. Esta
diferenciacdo esta diretamente relacionada a distancia geografica das
populacdes, pois a correlacdo obtida pelo teste de Mantel entre a matriz de
distdncia genética e a matriz de distancia geografica foram positivas e
significativas. Assim, as populagdes estdo estruturadas no espago geografico,
havendo fluxo génico restrito pela distancia geografica.

Segundo Loveless e Hamrick (1984) se o fluxo génico for restrito, as
populagdes apresentam alta divergéncia. O valor observado neste trabalho
(0,89) demonstrou que entre as seis populagdes estudadas o fluxo génico é
restrito. Este valor ndo é suficiente para contrapor os efeitos da deriva genética.
Pois, conforme Hart e Clark (1997) e Slatkin (1987), para que o efeito
homegeinizador do fluxo génico se sobreponha a deriva génica, este valor
deveria ser maior do que quatro migrantes por geragao.

Contudo, analisando as populagdes com seu par mais proximo, verifica-
se que o fluxo génico aumenta. As populagbées A e D obtiveram o maior valor
de Nn, seguidas das populagdes B e C, e também a menor distancia genética.
Em geral, o menor valor de N, e a maior disténcia genética foram observados
entre as populacbes mais distantes (Tabela 8 e Tabela 9). O dendrograma
construido com base na distadncia genética de Nei (Figura 6) fortalece a
observagcdo de relacao direta entre fluxo génico, distédncia geografica e
distancia genética.

O alto valor encontrado de Fst corrobora com a grande divergéncia entre
as populagdes sugerindo que as populagdes estao sofrendo acdo da deriva
genética pelo restrito fluxo génico, devido ao isolamento por distancia.

A maior variagado encontrada dentro das popula¢des deve-se ao fato da
carqueja ser uma planta alégama (AULER; BATTISTIN; REIS, 2006). Esta
variabilidade encontrada também pode ser explicada pela forma de reproducao
da planta, a polinizagdo ocorrer principalmente por abelhas, a dispersao de
sementes ser pelo vento e se tratar de uma espécie ruderal e pioneira (AULER;
BATTISTIN; REIS, 2006).
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A maior variagao dentro das populagdes também pode estar associada a
espécies que, como a carqueja, possuem heterogeneidade ambiental (ZHANG
et al, 2015). O fluxo génico envolvendo sementes e podlen também pode
colaborar para a maior variacdo dentro das populagdes. Outras Asteraceae
descritas como alégamas como Proteopsis argentea (JESUS et al, 2000),
Nassauvia argentea (GREEN et al, 2012), Viburnum treleasei (MOURA et al,
2013) e Artemisia halodendron (HUANG et al, 2014) também apresentaram
variagao maior dentro do que entre as populagoes.

Os individuos de B. crispa neste estudo foram claramente divididos em
dois grupos genéticos pelas anadlises geradas pelo PCoA e STRUCTURE
(Figura 8 e 9). As populacdes pertencentes aos estados do Parana e Santa
Catarina apresentam maior variabilidade e diversidade genética, além de
compartilharem mais caracteristicas genéticas quando comparadas as
populagdes do Rio Grande do Sul. O fluxo génico observado e as condi¢bes de
conservagao das regides onde foram coletadas as populagdes podem auxiliar
no entendimento deste agrupamento, existindo duas possibilidades para
explicar a formagéo destes dois grupos.

Primeiramente, as populagcbes do Parana e Santa Catarina
provavelmente ndo sao populacdes isoladas, pois experimentaram e ainda
mantém certo grau de fluxo génico, fazendo que estas sejam mais
homogéneas formando um unico grupo genético. Isso é devido pelo fato da
espécie apresentar caracteristicas que facilitam sua dispersao: o pequeno
tamanho das sementes e a presencga papus, estrutura que facilita a dispersao
pelo vento. Além disso, por se tratar de uma espécie pioneira, ruderal e que se
favorece na ocupagédo de areas abertas, principalmente em pastagens, séo
fatores que levam B. crispa a apresentar uma ocorréncia continua em uma
grande area e, historicamente, havia uma grande faixa de campo que se
estendiam por estes dois estados. Ja as populagdes do Rio Grande do Sul
apresentam esta divergéncia na composigao genética possivelmente devido ao
vale do Rio Uruguai. Este compde uma barreira a continuidade genética destas
populagdes, pois no periodo em que o clima era as faixas de campos. Entdo o
rio se caracteriza como um delimitador, impedindo o fluxo génico entre estas

populacdes.
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Existe também a possibilidade da recente acdo antrépica estar
interferindo neste agrupamento. Como as populagdes do Parana e Santa
Catarina estdo em regides de pastagens, e como ja foi descrito a espécie se
adapta a estas condigdes, sendo até considerada invasora destes ambientes,
formando um ambiente continuo de pastagens. Favorecendo a disperséo de
sementes e de polen, aumentando o fluxo génico entre estas populagdes. Ao
contrario, as populag¢des do Rio Grande do Sul, devido ao isolamento por areas
agricolas, tem sofrido drastica redu¢do do tamanho populacional, baixo fluxo
génico e consequente perda de variabilidade genética. Sofrendo os efeitos da
endogamia.

A analise conjunta dos resultados obtidos neste estudo mostra que ha
alta variabilidade genética em B. crispa e que as regides do Centro-Sul do
Parana (Regido de Guarapuava General Carneiro) e Meio-Oeste de Santa
Catarina (Regido de Joagaba e Campos Novos). Estes resultados corroboram
com Muller (2006), que aponta as regides montanhosas do sul e sudeste do
Brasil como uma das areas de diversidade do género. Porém, como ISSR é um
marcador dominante, ndo fornece dados filogeograficos, ndo se pode inferir a
respeito de centro de diversidade da espécie.

Os dados obtidos neste trabalho s&o inéditos para B. crispa e
contribuirdo para a compreensao dos aspectos historicos evolutivos da espécie
e para auxiliar no desenvolvimento de estratégias para o cultivo sustentavel

e/ou conservagao da espécie se necessario.
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7. CONCLUSOES

- A selegao e consequentemente uso de um menor numero de primers ISSR é
vantajosa por reduzir o tempo e o custo das analises, mantendo a eficiéncia
dos testes;

- Marcadores moleculares ISSR sao eficientes para estudo de genética de
populacdes em Baccharis crispa,;

- A espécie apresenta alta diversidade genética e estruturagéo populacional;

- As populagdes das regides do Centro-Sul do Parana (Regido de Guarapuava
General Carneiro) e Meio-Oeste de Santa Catarina (Regido de Joacaba e
Campos Novos) apresentaram maior diversidade que as populagdes do Rio
Grande do Sul (Coxilha e Panambi);

- O isolamento de populagdes de B. crispa por areas agricolas parece interferir

negativamente na variabilidade.
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