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RESUMO

TRANSFERIBILIDADE DE MARCADORES SSR DE TOMATE PARA
SOLANACEAS NATIVAS DA MATA ATLANTICA E VARIABILIDADE
GENETICA EM Solanum mauritianum Scop. UTILIZANDO MARCADORES ISSR

A diversidade bioldgica da Mata Atlantica estd sob constante pressdo, sendo afetada
principalmente por agdes antropicas. Essas agdes tem como consequéncia a fragmentagao
deste bioma. Em 4reas abertas e perturbadas as plantas colonizadoras desempenham um
importante papel para sua recuperacdo. A familia Solanaceae possui diversas espécies
pioneiras. Neste estudo, com o objetivo de investigar a diversidade genética de populagdes
naturais, 72 pares de primers EST-SSR (expresed sequence tag - simple sequence repeat),
desenvolvidos em tomate, foram avaliados em sete espécies de solandceas nativas da Mata
Atlantica e 10 primers ISSR (inter-simple sequence repeat) foram utilizados em duas
populagdes de Solanum mauritianum Scop. Para o teste de transferibilidade dos primers EST-
SSR foram utilizados o0 DNA de cinco acessos de cada espécie. Para avaliar o potencial dos
marcadores ISSR nos estudo genético em S. mauritianum 10 primers ISSR foram avaliados
em duas populagdes da espécie. A populagdo "A" foi coletada em Guarapuava, PR, proximo a
uma area conservada e a populacao "B" em Pitanga, PR, em area agricola. Dentre os 72 pares
de primers SSR testados nas sete espécies, 55 apresentaram produtos de amplificagdo com
diferentes porcentagens de amplificagdo nas diferentes espécies: 48,6% em Solanum
mauritianum Scop., 33,3% em Solanum americanum Mill., 36,5% em Solanum guaraniticum
A. St.-Hil., 33,3% em Solanum hasslerianum Chodat, 29,2% em Solanum viarum Dunal,
18,1% em Solanum sisymbriifolium Lam. e 22,2% em Brugmansia suaveolens (Humb. &
Bonpl. ex Willd.) Bercht. & J.Presl. Os dados obtidos mostram que hd moderada taxa de
transferibilidade de primers de regides codificadoras de tomate para as espécies avaliadas. O
maior polimorfismo foi observado nos primers que amplificaram fragmentos em S.
guaraniticum (60,9%) em contrapartida ao que foi encontrado em S. sisymbriifolium (16,6%).
O polimorfismo encontrado foi a presenca de alelos nulos o que inviabiliza a utilizacdo de
primers EST-SSR para estudos genéticos populacionais nas espécies avaliadas. No estudo
utilizando os primers ISSR, a porcentagem de polimorfismo foi de 87,6% e 80,30% para
populagdo “A” e “B” respectivamente. A populagdo “A” apresentou 5 locos exclusivos

enquanto a “B”, apenas 1. O agrupamento de todos os individuos formou 10 grupos,



mostrando fraca estruturagdo nas populagdes estudadas. A andlise de varidncia molecular
evidenciou uma taxa alta de fluxo génico (10,78). A variagdo genética dentro das populagdes
foi maior (93,5%) do que entre elas (6,49%), a variacdo encontrada entre as populagdes
mostrou-se baixa (Ggsr= 0,044). Alta diversidade genética foi observada pelo indice de
Shannon (A= 0,53; B= 0,46), bem como entre as populacdes (0,52). Os dados obtidos com os
marcadores ISSR mostraram que mesmo a mais de 100 km de distancia, as populagdes
apresentam elevado fluxo génico. Este comportamento pode ser explicado pelas
caracteristicas biologicas da espécie e as associagdes que a planta estabelece com animais. Os
resultados obtidos em nosso trabalho mostram que os marcadores EST-SSR desenvolvidos
para tomate ndo sdo uteis para estudos genéticos em solandceas nativas, enquanto o0s
marcadores ISSR se mostraram muito efetivos na obtencao de dados genéticos populacionais

de S. mauritianum.

Palavras-chave: Conservagdo; Microssatélite; Amplificacdo heterdloga; ISSR; Floresta

Ombrofila Mista.



ABSTRACT

TRANSFERABILITY OF SSR MARKERS FROM TOMATO TO NATIVE
SOLANACEOUS OF THE ATLANTIC FOREST AND GENETIC VARIABILITY IN
Solanum mauritianum Scop. BY ISSR MARKERS

The biological diversity of the Atlantic Forest is under constant pressure, being mainly
affected by human actions. These actions have resulted in the fragmentation of this biome. In
disturbed and open areas pioneer plants species play an important role in their recovery. The
solanaceous family has several pioneer species. In this study, in order to investigate the
genetic diversity of natural populations, 72 EST-SSR (expressed sequence tag - simple
sequence repeat) primers pairs developed in tomato, were evaluated in seven Solanaceae
species native of the Atlantic Forest and 10 ISSR primers (inter-simple sequence repeat) were
run in two Solanum mauritianum Scop. populations. To test the transferability of EST-SSR
primers were used the DNA of five plants of each species. To evaluate the potential of ISSR
markers in genetic studies in S. mauritianum 10 ISSR primers were run in two populations of
the species. The population "A" was collected in Guarapuava, PR, near a conservation area
and the "B" population was collected in Pitanga, PR, in an agricultural area. Of 72 EST-SSR
primer pairs tested on seven species, 55 showed amplification products with different
percentages of amplification on different species: 48.6% in Solanum mauritianum Scop.,
33.3% in Solanum americanum Mill., 36.5% in Solanum guaraniticum A. St.-Hil., 33.3% in
Solanum hasslerianum Chodat, 29.2% in Solanum viarum Dunal, 18.1% in Solanum
sisymbriifolium Lam. and 22.2% in Brugmansia suaveolens (Humb. & Bonpl. ex Willd.)
Bercht. & J. Presl. The data obtained show that there is moderate transferability rate of the
SSR primer from coding regions of tomatoes to the solanaceous species evaluated. The
highest polymorphism was observed in SSR primers that amplified fragments in S.
guaraniticum (60.9%) in contrast to what was found in S. sisymbriifolium (16.6%). The
polymorphism found was the presence of null alleles which prevents the use of EST-SSR
primers for population genetic studies in the evaluated species. In the study using ISSR
primers in S. mauritianum, the percentage of polymorphism was 87.6% and 80.30% for the
population "A" and "B" respectively. The population "A" had 5 unique loci while the "B",
only 1. A grouping of all individuals formed 10 groups, showing weak structure in the

populations studied. The molecular variance analysis showed a high rate of gene flow (10.78).



Genetic variation within populations was greater (93.5%) than between them (6.49%), the
variation found between populations was low (Gsr = 0.044). High genetic diversity was
observed by Shannon index (A = 0.53, B = 0.46) and between populations (0.52). The data
obtained from the ISSR markers showed that even more than 100 km away the populations
have high gene flow. This behavior can be explained by the biological characteristics of the
species and associations that the plant establishes with animals. The results from our study
show that the SSR markers developed for tomato are not useful for genetic studies in native
Solanaceae, while the ISSR markers were very effective to obtain population genetic data

from S. mauritianum populations.

Keywords: Conservation; Microsatellite; Heterologous amplification; ISSR; Araucaria

Forest.
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1 REFERENCIAL TEORICO
1.1 Mata Atlantica: Fragmentacio florestal e sua implica¢do no Bioma

O bioma Mata Atlantica estd presente nos estados do Rio Grande do Norte, Paraiba,
Pernambuco, Alagoas, Sergipe, Bahia, Minas Gerais, Goias, Mato Grosso do Sul, Espirito
Santo, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul. Este bioma
ocupa uma area de 1.110.182 Km?, correspondendo a cerca de 13,04% do territorio nacional.
E um bioma que possui muita diversidade considerando ecossistemas florestais, composicdes
floristicas e caracteristicas climaticas, levando a unidades fisionomicas bem diversificadas
que enriquecem ainda mais a fauna e a flora, assim como a ocorréncia de espécies endémicas
(IBF, 2013). Com a Constitui¢do Federal de 1988 foi decretada pela UNESCO reserva da
Biosfera e Patrimonio Nacional.

A Mata Atlantica possui diversidade de associacdes vegetais que variam conforme a
latitude, o compartimento do relevo, a orientacdo das vertentes, a insolagdo e os solos (IBF,
2013).

A composicao original da Mata Atlantica ¢ um mosaico de vegetagdes definidas
como florestas ombrofilas densa; aberta e mista; florestas estacionais decidual e semidecidual;
campos de altitude; mangues e restingas. Estdo presentes neste bioma cerca de 20 mil espécies
de plantas vasculares. Um dos fatores importantes que contribuem para a elevada
biodiversidade ¢ sua extensdo em latitude e altitude, possuindo, com isso, certa
homogeneidade floristica (KLEIN, 1984; MATTEUCCI & COLMA, 1982). Ao longo da
costa e parte do interior do pais, observa-se uma série de variagdes na paisagem, que permite
o transito de animais, o fluxo génico de espécies vegetais e a existéncia de areas de tensdo
ecoldgica, onde os ecossistemas se encontram e se transformam (KLEIN, 1984).

Dentre os biomas brasileiros mais ameagados, a Mata Atlantica se destaca,
originalmente a area de ocorréncia da vegetacdo era de 150 milhdes de hectares, e destes, 92%
estavam distribuido ao longo da costa leste (Figura 1). Atualmente, os remanescestes
florestais estdo distribuidos em pequenos fragmentos, que sd3o na maioria das vezes
concentrados na forma de Unidades de Conservagdo, onde estdo isolados por cidades e

extensas areas agricolas (KANIESKI, 2010).
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Ao longo do processo de colonizagdo, o bioma foi o mais atingido pela antropizagao.
A cobertura vegetal nativa sofre um processo de destruicdo continua, seja por meio da retirada
de madeira, de queimadas, da expansdao de fronteiras agricolas, ou ainda, pelo avanco
desordenado das cidades, o que caracteriza extremo descaso com os recursos naturais ainda
existentes (COLLEVATTI et al., 2010; KANIESKI et al., 2010). Atualmente, a area de
vegetagdo nativa atinge apenas 7% da area original (SOS MATA ATLANTICA, 2012),
sendo, dentre as formagdes vegetacionais da Mata Atlantica, a Floresta Ombroéfila Mista, uma

das fitofisionomias mais ameagadas pelas agdes antropicas.

WRLGUA

Figura. 1. Atlas dos remanescentes florestais da Mata Atlantica 2010/2011. A é4rea em

amarelo representa a cobertura original da Mata Atlantica; a drea verde sdo os remanescentes

da mata no ano de 2010/2011. Fonte: SOS Mata Atlantica, 2012.
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1.2 Floresta Ombrofila Mista (FOM)

Dentre as fitofisionomias da Mata Atlantica na regido Sul, destaca-se a Floresta
Ombrofila Mista (FOM) (MEDEIROS et al., 2005) ou também conhecida como Floresta de
Araucaria. A delimitagdo da FOM ¢ principalmente definida pela presenca do Pinheiro-do-
Parana (Araucaria angustifolia) (MAHLER JR & LAROCCA, 2009 apud FONSECA, 2009).
Esta floresta representa uma das principais formagdes vegetais do sul do Brasil (HIGUCHI et
al.,2012).

Em 1950 Maack relatou que a érea da Floresta Ombrofila Mista era de
aproximadamente 200.000 kmz, sendo deste montante, 40% presentes no Parana, 31% em
Santa Catarina, 25% no Rio Grande do Sul, 3% no sul de Sao Paulo ¢ 1% no sul de Minas
Gerais e Rio de Janeiro (KLEIN, 1960). Hoje, estima-se que restam apenas 7% da area
original, o que leva esta tipologia vegetacional entre as mais ameacgadas (KANIESKI ez al.,
2010).

Por ser uma tipologia florestal com poucos estudos (AVILA, 2010) e por possuir
baixa representatividade no quadro nacional, resulta na ineficiéncia da preservacao das
espécies e ecossistemas associados a esta. Esta situacdo ¢ preocupante, pois sua formagdo
abriga um consideravel nimero de espécies endémicas (RIBEIRO et al., 2009).

As principais atividades que impactam na floresta sdo a agricultura, a pecuéria e mais
recentemente, o cultivo de madeira de espécies arboreas exoticas, tais como Pinus (Pinaceae)
e FEucalipitus (Myrtaceae). A consequéncia destas acdes antropicas foi a criagdo de uma
paisagem em mosaico com manchas da floresta original e dreas antropizadas.

Estudos voltados para o conhecimento da biodiversidade da FOM se tornam cada vez
mais importantes para que se possa compreender a dinamica das espécies em fragmentos
florestais e planejar estratégias de manejo e conservagao. Isto constitui estratégias essenciais e

emergenciais.

1.3 Familia Solanaceae

Na diversidade de flora da Floresta Ombrofila Mista as espécies de Solanaceae sdo
representantes notaveis. Em termos gerais esta familia compde um dos maiores grupos dentre
as plantas vasculares, contando com cerca de 98 géneros e numero aproximado de 2.400
espécies. Seus representantes sdo herbaceos, arbustivos, arboreos, escandentes e epifiticos
(ANDERSON et al., 2006). Estudos realizados por D’Arcy (1976 apud HAWKES et al.,

1991), apontam que um provavel centro de origem da familia seria nas Américas Central e do
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Sul, que possuem a maior riqueza de espécies. No Brasil, a familia ¢ bem representada,
ocorrendo 34 géneros e 449 espécies, sendo 215 destas exclusivas do pais (STEHMANN et
al., 2010).

Dentre os géneros de Solanaceae, o mais representativo ¢ Solanum, com cerca de
1.400 espécies, seguido de Lycianthes com cerca de 200 espécies, Cestrum com
aproximadamente 175 espécies, Nicotiana e Physalis com cerca de 100 espécies e Lycium
com cerca de 90 espécies (JUDD et al., 1999).

Com grande importancia comercial e econdmica, destacam-se diversas espécies de
Solanaceae utilizadas para fins alimenticio, medicinal e ornamental (RODDICK, 1991 apud
HAWKES, 1999). Espécies como o tomate (Solanum lycopersicum L.), a batata (Solanum
tuberosum L.), o tabaco (Nicotiana tabacum L.) tem grande destaque e sdo muito utilizadas
pelo homem. Na ornamentagdo destaca as espécies dos géneros Petunia e Brunfelsia
(GIACOMIM, 2014). Ainda, espécies do género sdo utilizadas na industria farmacéutica para
obtencao de alcaldides e vitanolideos (RODDICK, 1991 apud HAWKES, 1999; GONZALES
et al., 1993), sdo também utilizadas na dieta de diversos animais (FELICIANO; SALIMENA,
2008).

As solanaceas possuem um tipo especial de polinizacdo, por vibragdo. Abelhas sem
ferrdo do género Melipona realizam esse tipo de polinizagdo e ja se mostraram polinizadores
eficientes (IMPERATRIZ-FONSECA, 2011), hd também estudos que catalogaram diversos
outros tipos de abelhas associadas a familia (SYMON,1979 apud HAWKES; COLEMAN &
COLEMANDEL, 1982; VERCOZA et al., 2012; SANTOS; BARTELLI; NOGUEIRA-
FERREIRA, 2014). Essas interagdes entre planta, polinizador e dispersor sdo fundamentais na
estruturacdo de comunidades, pois podem influenciar na sua distribuicdo espacial, na riqueza
e abundancia de espécies, na estrutura trofica e na fenodinamica (GRESSLER et al., 2006).

Esta familia desempenha um papel substancial no desenvolvimento da comunidade
climax apoés as perturbagdes, ou seja, de sucessdao ecoldgica. A familia é bastante citada em
levantamentos floristicos como componente de comunidades pioneiras (LIEBSCH & ACRA,
2002).

Espécies pioneiras sdo muito importantes no processo de sucessdo ecologica, na
medida em que eles s30 menos exigentes em relagdo ao solo e possuem ciclos de vida mais
curtos, requerendo muita luz durante todo o ciclo. Trata-se de espécies de crescimento rapido,
que fornecem as condi¢des de protegdo do solo e microclima, que s3o necessarios para o

estabelecimento de espécies que pertencem a estidgios sucessionais mais tardios. Estas
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espécies facilitam a sucessdo natural e seus frutos servem como um atrativo para a fauna
integrada, o que traz sementes de outras areas (BOTELHO et al., 1996).

Dentre as solandceas nativas presentes em areas de recuperacao florestal na FOM,
podemos citar entre as mais representativas, as espécies Solanum mauritianum Scop.,
Solanum americanum Mill., Solanum guaraniticum A. St.-Hil., Solanum hasslerianum
Chodat, Solanum viarium Dunal, Solanum sisymbriifolium Lam. e Brugmansia suaveolens G.
Don (1838) (Humb. et Bonpl. ex Willd.) Bercht. & C. Presl.

A espécie S. mauritianum, conhecida como fumo bravo, ocorre nas regides sul e sudeste
do Brasil. E uma arvoreta que comumente atinge dois a quatro metros de altura (SMITH &
DOWNS, 1966). Suas folhas sdo elipticas a oblongas, grandes, verde-claras a esbranquicadas.
A inflorescéncia tem aspecto corimbiforme, com pedunculo ereto, com flores lilas, anteras
amarelas e frutos carnosos, globosos, verdes a amarelados, expostos acima do apice da copa
(SOARES et al., 2008).

S. americanum, conhecida como maria-pretinha, ¢ origindria das américas, como o
nome propde, ocorrendo em todo o Brasil. E uma erva ou um pequeno subarbusto de folhas
membranosas. A inflorescéncia ¢ umbeliforme e tem poucas flores brancas, com anteras
pequenas e amarelas. O fruto ¢ globoso, preto e brilhante na maturacdo (SOARES et al.,
2008).

S. guaraniticum, popularmente chamada de falsa jurubeba (BONFANTI et al., 2013).
Encontrada no Sudeste e Sul do Brasil, Argentina e Paraguai, possui folhas solitarias, oval-
lanceoladas a elipticas, cuneadas na base, indumento tomentoso a velutino. Suas flores sdo
brancas com estames amarelo-ouro. Seus tricomas sdo porrecto-estrelados, epiderme
anfiestomatica com paredes anticlinais retas a sinuosas na face adaxial.

S. hasslerianum, ¢ um arbusto de até 60 cm de altura, possui folhas pecioladas limbo
orbiculares a elipticas, base cuneiforme, lobadas a pinatifidas, com 3 a 5 pares de lobos
arredondados; ambas as faces aculeadas. O caule ¢ ramificado a partir da base, coberto por
tricomas estrelado curto e longo estipitados, com actlleos dispersos, transi¢ao entre tricomas
estrelados e aculeos. Inflorescéncia pedunculada ndo ramificada, as flores possuem corola
branca e anteras amarelas ouro (ALARIA et al., 2013).

S. viarium, conhecida como jod bravo ou mata-cavalo. Estd presente e quase toda a
América do Sul. Os frutos verdes sdo toxicos. E um arbusto aculeado, baixo, com folhas
ovaladas, levemente lobadas, cobertas de tricomas estrelados e actleos esverdeados. A

inflorescéncia ¢ cimosa, com poucas flores, com corola e anteras esverdeadas. O fruto ¢
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carnoso, globoso, esverdeado com manchas esbranquicadas, amarelo quando maduro
(SOARES et al., 2008).

S. sisymbriifolium, esta espécie € conhecida como joa. Ocorre principalmente na metade
sul da América do Sul, até o Uruguai e Argentina. E um subarbusto ou arbusto aculeado, com
folhas lobadas, pinatifidas até pinatissectas, cobertas de tricomas estrelados e muitos aculeos.
A inflorescéncia ¢ uma cima escorpidide, com aspecto racemiforme, com poucas flores. A
corola ¢ branca e as anteras sdo amarelas a amarelo-ouro. O fruto ¢ envolvido pelo célice
acrescente coberto de actileos, que na maturagdo se torna reflexo, expondo o fruto (SOARES
etal.,2008).

B. suaveolens, conhecida como trombeteira, tem como sinonimia botancia Datura
suaveolens Willd. E originaria da América tropical e amplamente distribuida em ambientes
imidos da América do Sul. E um arbusto de grande porte, podendo alcangar 3 m. Caracteriza-
se pelos ramos quebradigos, folhas grandes e flores pendentes de cerca de 30 cm de
comprimento, de coloragdo branca ou amarelada, as vezes também rosada. Os frutos sdo
carnosos, ovoides ou fusiformes, toxicos (SOARES et al., 2008). A espécie apresenta elevada

importancia ornamental.

14 Estudos Genéticos de espécies nativas e a conservacio da natureza

A Mata Atlantica ¢ um bioma com elevadas taxas de endemismo, o que a leva ao
status de hotspot de diversidade (MYERS et al., 2000), no entanto esta fragmentada em
pequenos remanescentes. Diferencas dentro de fragmentos e entre eles podem modificar a
variabilidade genética dentro ou entre populacdes da mesma espécie (KNOWLES, 1984).
Essas diferencas podem interferir de varias maneiras nas populagdes, nas suas interagoes,
fluxos biologicos, sistema de reproducdo e dispersdo, em aspectos genéticos, entre outros
(ALMEIDA et al., 2012; THOME, 1995).

Considerando que a conservagdo da biodiversidade ¢ uma forte estratégia para a
seguranca alimentar, econdmica e ecologica para a humanidade (RIBEIRO, 2006), se faz
necessario a eclaboragdo de estratégias de conservagdo, manejo e recuperagdo de seus
fragmentos. Desta forma, evidencia-se a necessidade da obtengdo de informagdes cientificas
acerca destas florestas (SCHAAF et al.,2006).

Praticas de restauracdo devem incorporar a recuperacao das diversidades floristica,
genética e de processos ecologicos que garantam a resisténcia/resiliéncia do ecossistema

florestal (LIMA & RODRIGUES, 2009). Os estudos em genética da conservagdo e ecologia
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sdo ferramentas importantes para orientar as agdes e definir os pardmetros para a
reestruturacao dessas areas (MATIOLI & FERNANDES, 2012).

Mesmo que ocorram mecanismos que evitem a autopolinizagdo presente em
algumas plantas, em populagdes reduzidas o risco de endogamia se torna maior, bem como a
restricdo de dispersio de polen e sementes (ELLSTRAND & ELLAN, 1993).
Consequentemente leva a diminui¢do da variabilidade genética, expondo as espécies a um
potencial risco de extingdo (LOVELESS; HAMRICK, 1984; ALMEIDA et al., 2012), uma
vez que a variabilidade € a base dos processos evolutivos (MCKAY et al., 2001).

A dindmica das populacdes pode também ser afetada por outros fendmenos
evolutivos, tais como selecdo, deriva genética, gargalo de garrafa, etc., isso ocorre pelo fato
de trazer consequéncias para a estrutura genética das populagdes (GAIOTTO;
GRATTAPAGLIA; VENCOVSKY, 2003; MATIOLI & FERNANDES, 2012), esses
fendomenos sdo observados em grande parte dos fragmentos florestais (YOUNG & BOYLE,
2000). Essas alteracdes nos padrdes espaciais causam a instabilidade das populagdes,
comunidades e ecossistemas, acarretando na perda de biodiversidade e da diversidade
(CAIRNS, 1988; LAURANCE et al., 2000), podendo causar mudangas na historia evolutiva
das espécies (YOUNG & BOYLE, 2000). Em populagdes isoladas ha limitagdo de fluxo
génico (VIA & WEST, 2008), podendo ocorrer perda ou fixacdo de alelos e diminuindo a
variabilidade. Uma vez que um alelo seja perdido ou fixado, forcas evolutivas ndo operam
(TEMPLETON, 2011).

A conservacao dos recursos genéticos tem se tornado cada vez mais necessaria, pois
as populacdes e sua diversidade genética estdo sendo perdidas em consequéncia da
fragmentacdo dos ecossistemas. Para uma gestdo de sucesso, ¢ necessario primeiramente
conhecer de maneira mais ampla possivel as espécies em estudo, quais suas composigdes
genéticas, como elas estdo organizadas (estruturadas) em suas populagdes e se esta
organiza¢do ¢ uma caracteristica natural ou € resultado de ac¢do antropica (GALETTI JUNIOR
et al., 2007). Estudos com as mais variadas espécies, como membros das Myrtaceae do
género Eugenia como E. uniflora, E. pyriformis, E. brasiliensis ¢ E. francavilleanaua
(ALMEIDA, 2012; FERREIRA-RAMOS et al., 2014), Dicksonia sellowiana (SANTOS,
2011), Luehea divaricata (Malvaceae) (CONSON et al., 2013), Araucaria angustifolia
(DANNER et al., 2013), sugerem maneiras de avaliar a diversidade genética, o impacto da

fragmentacdo, e se a fragmentag@o dos habitat estd comprometendo a espécie em estudo.
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Para a implantacdo de alternativas que visam minimizar os efeitos da fragmentagao
em populacdes naturais, os estudos genéticos quantificam a variabilidade genética no tempo e
espaco dessas populacdes. Assim, conhecer a variabilidade e estrutura genética entre e dentro
de populagdes, auxiliard em praticas mais eficientes de conservagdo ¢ manejo de espécies
nativas (FRANKEL & SOULE, 1995).

A biodiversidade molecular pode ser usada como instrumento de investigacdo por
ecologos e sistematas em diversos ramos, como para verificar as afinidades e os limites entre
as espécies, para identificar a origem de bioinvasores e auxiliar em seu controle, para detectar
modos de reproducdo e estrutura familiar, para estimar niveis de migracdo e dispersdo nas
populagdes (AVISE, 2004; SOLE-CAVA & CUNHA, 2012).

Qualquer processo de tomada de decisdo para a conservagao destaca a importancia
da informagao sobre a montante e localizagdao da diversidade genética, no entanto isso ainda €
escasso, especialmente quando se trata de florestas tropicais. Para avaliar adequadamente o
estado da diversidade genética dos ecossistemas, se faz necessario a combinagao dos padrdes
de distribuicdo espacial e diversidade genética. Isso implicara em dareas classificadas de

acordo com o nivel de ameagas e da diversidade que detém (BOFFA et al., 2008).

1.5 Marcadores Moleculares

Uma ferramenta que auxilia na obtencdo de dados para uso nas tomadas de decisdo
de conservacao da biodiversidade sdo os marcadores moleculares. Marcadores moleculares
sdo caracteristicas de uma determinada regido do DNA que permitem diferenciar dois ou mais
individuos e que sdo herdadas geneticamente (MILACH, 1998). Eles revelam semelhanca ou
diferenca genética entre individuos de uma determinada espécie, o que permite obter
informacgdes sobre a diversidade genética (AVISE, 2004).

A genética molecular tem permitido diversos estudos como, o estudo da diversidade
genética inter e intraespecifica, origem genética, identificagdo de novas variantes e problemas
de identificacdo de individuos (FALEIRO, 2007) e até mesmo separagao de espécies cripticas.
Estas possibilidades dependem da metodologia aplicada, pois a escolha judiciosa pode nos
ajudar na formula¢do de hipoteses implicando na resolu¢do de problemas e aumentando a
eficiéncia dos programas de conservagio (SOLE-CAVA & CUNHA, 2012).

Os marcadores moleculares baseados em DNA podem ser de carater dominante ou
codominante. Em individuos diploides, os marcadores codominantes permitem visualizar e
distinguir ambos os alelos em um loco, enquanto que marcadores dominantes nao permitem a
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distin¢do entre individuos homozigotos e heterozigotos (FERREIRA & GRATTAPAGLIA,
1998). Critérios como a quantidade de DNA ndo possuem mais problemas gragas aos avancos
das tecnologias, o advento da reacdo em cadeia da polimerase (PCR - Polymerase Chain
Reaction) permite excelentes resultados mesmo com pequenas quantidades de DNA (SOLE-
CAVA & CUNHA, 2012).

Existe um grande niimero de tecnologias da genética molecular que fornecem
informacdes substanciais para programas de conservacdo e uso de recursos genéticos.
Contudo, todos possuem vantagens e desvantagens, dependendo, dentre outros fatores, da
infraestrutura, do objeto de estudo, investimento, etc. Dentre essas técnicas destacam-se os
marcadores RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism), RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA), AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism), SSR (Simple
Sequence Repeat) e ISSR (Inter Simple Sequence Repeat) (FALEIRO, 2007). A escolha da
técnica utilizada deve levar em consideragdo o problema em estudo, recursos e infraestrutura

disponivel.

1.5.1 Transferibilidade de Marcadores SSR (Simple Sequence Repeat)

Diferentes experimentos no inicio dos anos 1980 demonstraram que os genomas
eucariotos sdo densamente povoados por diferentes classes de sequéncias repetidas, umas
mais complexas e outras mais simples. Estas sequéncias simples repetidas (SSR — Simple
Sequence Repeats), mais tarde denominadas também de microssatélites (LITT & LUTY,
1989), consistem de pequenas sequéncias que possuem de 2 a 4 nucleotideos de extensao,
repetidas em tandem, ou seja, uma apds a outra e que se espalha por todo o genoma
(FALEIRO, 2007; TEPLETON, 2011). Para obté-los envolve a amplificagdo via PCR
utilizando primers especificos. Com este marcador, é possivel identificar variagdes de um
loco no genoma (alelos), o que o faz um marcador codominante. Ainda ¢ um marcador de
facil deteccao via PCR (HAMADA et al., 1982; LITT & LUTY, 1989).

Em plantas, uma busca em bancos de dados de sequéncia de DNA publicados,
revelou que os sitios de microssatélites sdo largamente distribuidos com uma frequéncia de
uma a cada 50 mil pares de bases (CARBONARO, 2011). Constituem um loco genético
altamente varidvel, multialélico e de grande contetido informativo. Cada segmento
amplificado de tamanho diferente representa um alelo diferente do mesmo loco. Possuem

expressdo codominante, ou seja, ambos os alelos de um individuo heterozigoto sao
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visualizados, numa populacdo onde potencialmente todos os alelos daquele loco podem ser
detectados e discriminados (BORBA, 2000).

Esses marcadores apresentam altas taxas de mutagdo, o que permite identificar a
variabilidade entre individuos, familias e populacdes (HODGETTS et al., 2001). Vérios
estudos mostraram sucesso na utilizacdo desses marcadores para andlises de populagdes,
como em Butia odorata (MISTURA et al., 2013) e diversas espécies de Eugenia nativas
(FERREIRA-RAMOS, 2014). Assim, os SSR sdo utilizados para estimar os niveis de
heterozigosidade e fluxo génico e associa-los com parametros importantes para a adaptagdo
da espécie, o que torna esses marcadores indicados para trabalhos de genética de populagdes
(MATIOLI & FERNANDES, 2012). Esses marcadores s3o desenvolvidos a partir de
sequéncias especificas do genoma da espécie estudada. Para tanto, a técnica utilizada para o
desenvolvimento desses marcadores ¢ a construcao de biblioteca genomica e sequenciamento.
Essa ¢ uma técnica que demanda tempo e elevado recursos, pois necessita de digestdo de
DNA genomico por enzimas de restri¢do, clonagem, sequenciamento, selecao de regides com
SSR, e sucessivos testes para verificar a qualidade dos primers desenvolvidos (MILACH et
al., 1998; BRONDANI; BRONDANI; GRATTAPAGLIA, 2007).

No entanto, para estudos de genética de populagdes de espécies nativas, isso se torna
uma limitagdo, pois para o desenvolvimento de primers ha demanda de tempo e recursos
(ENGEL et al., 1996), sendo essa sua principal desvantagem (ZUCCHI et al., 2003). Em
alguns casos uma alternativa para utilizar marcadores SSR em espécies pouco estudadas ¢ o
emprego de primers desenvolvidos em espécies geneticamente relacionadas que pertenga a
mesma familia ou género (FALEIRO, 2003).

A chance de sucesso na transferéncia de sequéncias de DNA por PCR ¢ inversamente
relacionada com a distancia evolutiva entre as duas espécies em andlise (STEINKELLNER et
al., 1997). Muitos estudos t€ém mostrado essa possibilidade para espécies pertencentes ao
mesmo género ou ainda entre géneros diferentes (ROA et al., 2000; WHITE & POWELL,
1997). Por exemplo, sucesso na transferéncia de microssatélites entre espécies dentro de um
mesmo género tem sido relatado em plantas de grande porte como Pinus (GONZALEZ-
MARTINEZ et al., 2004) e Euterpe (OLIVEIRA et al., 2010) e em espécies cultivadas, como
Triticum (ADONINA et al., 2005) e Avena (DA-SILVA; MILACH; TISIAN, 2011).

Estudos relacionados foram descritos, desde plantas primitivas, como ¢ o caso da
pteridofita Isoetes (LI, 2013), até plantas arbdreas mais derivadas como Eugenia (ZUCCHI et
al., 2003) e Mangifera (RAVISHANKAR et al., 2011). Em angiospermas herbaceas, foram
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realizados transferibilidade de marcadores SSR com diversas familias, por exemplo,
Brassicaceae (MUNOZ-PAJARES et al., 2011), Lamiaceac (RADOSAVLJEVIC et al.,
2011), Malvaceae (BRUNA et al, 2009), Valerianaceae (MCEWEN et al., 2011) e
Solanaceae (NAGY et al., 2007; KRIEDT et al., 2011; GROVER & SHARMA, 2012).
Ainda, visando planos de conservacdo de plantas da Mata Atlantica, exemplos com
Bromeliaceae (MANHAES et al., 2013), Vochysiaceae (LEITE et al., 2013) e Myrtaceae
(FERREIRA-RAMOS et al., 2014) tem sido descritos por pesquisadores brasileiros,
evidenciando a necessidade e utilidade deste tipo de estudo na obten¢do de dados de espécies

nativas ainda geneticamente desconhecidas.

1.5.2 Marcadores moleculares ISSR (Inter Simple Sequence Repeat)

Os marcadores moleculares ISSR (Inter Simple Sequence Repeats) sao fragmentos de
DNA de 100 a 3000 pb (BORNET & BRANCHARD, 2001; REDDY et al, 2002),
amplificados via PCR usando um unico primer (16 — 25 pb) construido a partir de sequéncias
de microssatélites (FALEIRO, 2007). Estes marcadores nao requerem informacoes prévias de
sequéncias de DNA da espécie-alvo, produzem fragmentos com grande reprodutibilidade,
quando comparados a outros marcadores com base em PCR nao-especifico, o marcador
RAPD, por exemplo, e requerem pouca infraestrutura em termos de equipamento de
laboratério para execugdo dos experimentos (SOUZA et al., 2008).

Estes marcadores foram desenvolvidos para contornar a problematica do alto custo e
trabalho envolvidos no desenvolvimento dos marcadores SSR e pelo fato de haver a
necessidade de explorar tais regides (SSR) sem haver sequenciamento do DNA. O ISSR ¢
composto por uma sequéncia do microssatélite, ¢ utilizado para amplificar principalmente as
sequéncias Inter-SSR de diferentes tamanhos. Os primers podem ser ndo ancorados ou
usualmente ancorados na extremidade 5 ou 3’ por | a 4 bases degeneradas. O polimorfismo
ocorre devido a diferengas no comprimento do microssatélite, principalmente nos primers
ancorados na posi¢do 5° (GOULAO & OLIVEIRA, 2001) e sio evidenciados como presenca
e auséncia de um fragmento (bandas) ap6s a amplificagdo e eletroforese em gel.

Pelo fato de gerar grande numero de bandas informativas e para a construcdo de
primers, nao € necessario o conhecimento prévio da sequéncia de DNA, o torna um marcador
muito vantajoso (FALEIRO, 2007). Embora os ISSR sejam marcadores dominantes, tém a
vantagem de analisar loci miltiplos em uma unica reacdo (GOULAO & OLIVEIRA, 2001), o

uso de testes estatisticos permite usar os dados gerados por este tipo de marcador para estimar
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indices de variacdo genética entre individuos, populacdes e espécies (LYNCH & MILLIGAN,
1994). Podem ser empregados para estudos de relagdes entre populagdes estreitamente
relacionadas por apresentar abundancia e dispersdao no genoma (LIMA et al., 2011).
Trabalhos publicados mostram que esse marcador pode ser empregado em estudos de
variabilidade genética e estrutura populacional em plantas cultivadas como, Eucalyptus sp.
(BALASARAVANAN et al., 2005) e batata doce (HU et al., 2003), bem como em plantas
nativas como € o caso de Passiflora sp. (DOS-SANTOS et al., 2011) e Jojoba (SHARMA et
al., 2008), e em Solanaceaes tais como Solanum melongena (GE, et al, 2014) Solanum
trilobatum (SHILPHA et al., 2013). O ISSR ¢ uma combinagdo de marcadores, em que
apresenta a facilidade dos marcadores RAPD juntamente com a robustez dos marcadores
AFLP e SSR, sendo assim recomendados para trabalhos que requerem confiabilidade sem alto

custo para as analises (BUSO et al., 2003).
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2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVOS GERAIS

Avaliar a transferibilidade de marcadores moleculares EST-SSR, desenvolvidos para
S. lycopersicum L., para espécies nativas das Solanaceae e avaliar a diversidade genética de

populagdes de S. mauritianum Scop., provenientes da Mata Atlantica, utilizando marcadores

ISSR.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Avaliar a transferibilidade de marcadores moleculares EST-SSR desenvolvidos
para S. lycopersicum para S. mauritianum, S. americanum, S. guaraniticum, S. hasslerianum,
S. viarium, S. sisymbriifolium e B. suaveolens, espécies de Solanaceae nativas da Mata
Atlantica;

. Obter informagdes sobre o potencial e a viabilidade dos marcadores
moleculares desenvolvidos para S. [ycopersicum para as espécies nativas de solanaceas;

o Obter informacgdes a respeito da variabilidade genética intra e interpopulacional

de S. mauritianum utilizando marcadores moleculares ISSR.
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Para apresentacdo dos materiais e métodos, resultados e discussdo esta dissertacdo sera

apresentada em dois capitulos conforme segue:

CAPITULO I
TRANSFERIBILIDADE DE MARCADORES MICROSSATELITE DE  Solanum
Iycopersicum L. PARA SETE ESPECIES DAS SOLANACEAE NATIVAS DA MATA
ATLANTICA

Daniele Luciana de Lima, Adriano Silvério, Paulo Roberto Da Silva
CAPITULO I
DIVERSIDADE GENETICA DE POPULACOES DE Solanum mauritianum Scop.

(SOLANACEAE) ORIUNDAS DA MATA ATLANTICA

Daniele Luciana de Lima, Rafael de Assis, Adriano Silvério, Paulo Roberto Da Silva
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CAPITULO 1

3 TRANSFERIBILIDADE DE MARCADORES MICROSSATELITE DE
Solanum lycopersicum L. PARA SETE ESPECIES DAS SOLANACEAE NATIVAS DA
MATA ATLANTICA

Daniele Luciana de Lima], Adriano Silvério ' , Paulo Roberto Da-Silva'?

! Programa de P6s — Graduagio em Biologia Evolutiva, Universidade Estadual do Centro —
Oeste, UNICENTRO, Guarapuava, PR, Brasil.

? Laboratorio de Genética e Biologia Molecular Vegetal, Departamento de Ciéncias
Bioldgicas, UNICENTRO, Guarapuava, PR, Brasil.

3 Laboratoério de Botanica Departamento de Ciéncias Bioldgicas, Universidade Estadual do

Centro — Oeste, UNICENTRO, Guarapuava, PR, Brasil.

3.1 RESUMO

A Mata Atlantica ¢ um dos biomas com a maior diversidade biologica do planeta e também
uma dos mais ameacados pelas acdes antropicas. Os marcadores microssatélites, também
conhecidos como SSR (Simple Sequence Repeat) tem se mostrado uma o6tima ferramenta para
obtencdo de dados genéticos. Considerando o elevado custo para o desenvolvimento desses
marcadores, a transferibilidade de primers entre espécies aparentadas ¢ uma alternativa para
reducdo de custos desta técnica. Solanaceae apresentam inumeras espécies de elevada
importancia ecologica na Mata Atlantica, para as quais ndo hd marcadores SSR
desenvolvidos. Os primers SSR desenvolvidos em solanaceas de importancia econdmica
podem ser uma ferramenta para estudos genéticos das espécies nativas da Mata Atlantica.
Neste trabalho 72 pares de primers EST-SSR desenvolvidos para Solanum lycopersicum
foram avaliados em sete espécies de solanidceas nativas da Mata Atlantica (Solanum
mauritianum Scop., Solanum americanum Mill., Solanum guaraniticum A. St.-Hil., Solanum
hasslerianum Chodat, Solanum viarum Dunal, Solanum sisymbriifolium Lam.e Brugmansia
suaveolens (Humb. & Bonpl. ex Willd.) Bercht. & J.Presl.). Para cada espécie foi extraido o
DNA de cinco acessos. O DNA obtido de cada acesso foi amplificado pela técnica de PCR
utilizando 72 pares de primers EST-SSR avaliados. Dentre os 55 pares de primers que
apresentaram produtos de amplificacdo, 48,6% amplificaram em S. mauritianum, 33,3% em S.
americanum, 36,5% em S. guaraniticum, 33,3% em S. hasslerianum, 29,2% em S. viarum,

18,1% em S. sisymbriifolium e 22,2% em B. suaveolens. Os dados obtidos mostram moderada
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taxa de transferibilidade de primers de regides codificadoras de tomate para as espécies
avaliadas. O maior polimorfismo foi observado nos primers que amplificaram fragmentos em
S. guaraniticum (60,9%), em contrapartida o menor polimorfismo foi em S. sisymbriifolium
(16,6%). O polimorfismo encontrado foi a presenca de alelos nulos. Os resultados obtidos
com relacdo ao tipo de polimorfismo levam a conclusdo que os primers SSR desenvolvidos de
regides codificadoras de tomate ndo sdo apropriados para estudos genéticos populacionais em

espécies de solandceas nativas da Mata Atlantica.

Palavras-chave: Floresta de Araucaria; SSR; amplificacao heteréloga.
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3.2 INTRODUCAO

A Mata Atlantica ¢ considerada um dos hotpots de biodiversidade no mundo, em
virtude da grande riqueza de espécies e do alto endemismo. Este bioma ¢ constituido por
diversos tipos de fitofisionomias, dentre eles se encontra a Floresta Ombroéfila Mista, também
conhecida como Floresta de Araucaria, pela presenca da Araucaria angustifolia (MMA,
2002). Estudos indicam que a cobertura florestal original do bioma foi reduzida para algo
entre 7% e 8% de sua area (HIROTA, 2003; SOS MATA ATLANTICA, 2012), e os
remanescentes florestais estdo inseridos em uma matriz alterada por atividades humanas, e
distribuidos em pequenos fragmentos (SOS MATA ATLANTICA, 2012).

A extincdo de espécies ¢ a causa mais expressiva da destruicdo de habitats
(HANSKI, 1998). Esta destruicao de habitat leva ao isolamento de populacdes em pequenos
remanescentes que na maioria das vezes nao tem comunicagdo com outras areas. Entre estas
populagdes isoladas pode haver diminui¢do do fluxo génico e aumento dos cruzamentos
endogamicos, ocasionando deriva genética que leva a alteragdes da estrutura e variabilidade
genética das espécies (ESTOPA et al., 2007). A variabilidade genética ¢ uma caracteristica
fundamental de uma populagdo, pois € sobre esta que os processos evolutivos ocorrem,
levando a combinagdes genéticas que garantem a perpetuacao da espécie.

Neste sentido, o conhecimento da diversidade genética em populagdes naturais ¢ um
passo importante para diagnosticar as condi¢des genéticas destas populagdes. A obtengdo de
dados genéticos pode auxiliar na tomada de decisdes para elaboragdo de estratégias de
conservagao. As técnicas de genética molecular sdo ferramentas bastante tteis na obtengao de
dados genéticos para utilizacdo com fins conservacionistas (BITTENCOURT & SEBBENN,
2009; BRANDAO et al., 2011; LOPES & GONZAGA, 2014). Dentre as técnicas
moleculares, destacam-se os marcadores moleculares e, mais especificamente, o0s
microssatélites.

Os microssatélites ou SSR (Simple Sequence Repeat) tem sido muito utilizados em
estudos de genética de populagdes de espécies silvestres, pela sua robustez, confiabilidade e
praticidade operacional (OLIVEIRA et al., 2006; FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1996).
A ampla aplicagdo dos marcadores SSR se deve ainda ao fato de que estes sdo codominantes,
multialélicos, altamente reprodutiveis, t€ém ampla resolugdo e sdo baseados na reagao em
cadeia da DNA polimerase (PCR) (OLIVEIRA et al., 2006). Porém, em razao do alto custo de
desenvolvimento (envolve montagem de bibliotecas gendmicas e sequenciamento) os SSR

tém sido desenvolvidos para um nimero limitado de espécies de importancia econdmica. Para
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reverter esta situagdo e utilizar estes marcadores em espécies para os quais ainda ndo ha
marcadores desenvolvidos, a transferibilidade de primers SSR entre espécies proximas, t€m
sido avaliada (KULEUNG et al., 2004; KRIEDT et al., 2011; MIRANDA et al., 2012;
SILVA , 2012; DU, 2013).

As Solanaceae possuem espécies com alto interesse econdmico como tomate
(Solanum Ilycopersicum L.) e a batata (Solanum tuberosum L.) (ANDRADA et al., 2003) e
também espécies de elevada importancia ecoldgica, por serem pioneiras e desempenharem
importante papel na recuperacdo de ecossistemas, facilitando a sucessdao natural e o
estabelecimento de outras espécies em areas degradadas (CHADA; CAMPELLO; FARIA et
al., 2004). Para as espécies de interesse econdmico, como o tomate ha um grande nimero de
primers SSR desenvolvidos. No entanto, para as espécies nativas ndo ha primers SSR
desenvolvidos.

Neste trabalho 72 pares de primers EST-SSR desenvolvidos para tomate foram
avaliados em sete espécies de solandceas nativas da Mata Atlantica. O padrio de
transferibilidade em cada uma das espécies e a utilidade destes marcadores para estudos

genéticos nestas espécies sao discutidos.

33  MATERIAIS E METODOS
3.3.1 Espécies e coleta de material vegetal

Para realizacdo deste estudo primeiramente foram observadas espécies de solanéceas
que ocorriam de forma frequente em dareas degradadas. Apos este levantamento, foram
coletados exemplares das espécies que se mostraram comuns nestes ambientes e montadas
exsicatas para testemunho. Paralelamente, para cada espécie foram coletadas folhas jovens de
cinco plantas localizadas pelo menos a 50 m uma das outras. As coletas foram realizadas no
municipio de Guarapuava e Marialva, estado do Parand, Brasil. As espécies foram
identificadas com base nos descritores da familia e depositadas no Jardim botanico de

Curitiba.

3.3.2 Extracio do DNA vegetal
Para extracdo do DNA, folhas jovens foram coletadas de cinco plantas de cada espécie
e armazenadas em silica gel até o momento da extragdo do DNA. O material vegetal foi

macerado em nitrogénio liquido e o DNA foi extraido de acordo com protocolo proposto por

Doyle & Doyle (1990); 1 mL de tampao de extracdo (20 mM EDTA, 100 mM Tris-HCI pH
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8,0, 2 M NaCl, 2% CTAB, 2% PVP, 4% B-mercaptoethanol) foi adicionado ao tubo contendo
100 mg de tecido; os tubos foram levados ao banho maria a 65 °C por 45 min. O DNA foi
separado da solugdo por precipitagio com cloroférmio:alcoolisoamilico (24:1) e
centrifugacdo. Para obter um material genético com alto grau de pureza, foram realizadas
sucessivas lavagens com etanol. Apos a extracdo, o DNA foi ressuspendido em TE (10 mM
Tris-HCI; pH 8,0; 1 mM EDTA), tratado com RNAse a 37 °C por 1 hora e armazenado a -20
°C até o uso. A quantificacdo do DNA e confirmac¢ao da sua integridade foi realizada em gel
de agarose 0,9% corado com brometo de etidio, com base na comparagdo com um padrao com

quantidades de DNA ja conhecidas.

3.3.3 Reacgoes de amplificacdo via PCR-SSR

Nas sete espécies de solanaceas coletadas foram testados 72 pares de primers SSR
desenvolvidos a partir de regides codificadoras de S. lycopersicum L. (Tabela 1).

As reagdes de amplificacio do DNA de cada gendtipo foram conduzidas em um
volume final de 10 puL contendo: 20 ng de DNA, 0,8 uM de cada primer, 0,2 mM de cada
dNTP, 3 mM de MgCl, e 0,04 U de Taq DNA Polimerase e 1 X de tampao para PCR. Para
amplificacdo o termociclador foi programado para desnaturagdo inicial a 94 °C por 3 minutos,
seguida de uma touchdown de 9 ciclos de 94 °C por 30 s, 68 °C por 30 s (decaindo 1 °C por
ciclo) e 72 °C por 30 s, seguido de mais 21 ciclos de 94 °C por 30 s, 62 °C por 30 s e 72 °C por
30 s, para o anelamento dos primers, e um passo a 72 °C por 10 minutos para extensdo final
dos fragmentos. As temperaturas de anelamento foram as mesmas para todos os pares de
primers SSR.

Os produtos de amplificacdo foram resolvidos em gel de agarose 3% e visualizados
por coloragio com brometo de etidio (0,5 pg mL™) sob luz UV. Para determinagio do
tamanho em pb os fragmentos amplificados foram comparados com o marcador de peso

molecular DNA Ladder 100 pb.
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Tabela 1. Relagdo dos 72 pares de primers EST-SSR de Solanum Ilycopersicum L. avaliados

nas sete espécies de Solanaceae utilizadas neste estudo; pb: tamanho de fragmento esperado

em pares de bases.

Primer Sequencia 5'-3' pb

TES0985F GTTGAGAATCGAGTCCGCTCT 99
TES(0985R TCGGAAGATAACAACAATGGG

TES1974F GTGTTGTAACCCGACATTTGG 753
TES1974R CCCCAGAAATTTGAGTACACG

TES1444F GATTTTTGTTTTGTCGCGTGC 212
TES1444R AAAGCTAACCGTGCAAAGGA

TES1259F GTGGTCTTTCGCTCACTGATG 147
TES1259R CATTTCACAGACTCCCCTCAA

TES1242F CCACCGCAACAAACCTTATT 207
TES1242R GGGTGGTGAGAAGGATCTGA

TES1345F GGGATTGATAACAAGGCTGC 265
TES1345R TGCAATTCACATACAGGGGA

TES1791F GTGTAGAGCCAAATTGCCACA 255
TES1791R CTTGTTTGACCCCCACAAAC

TES1676F GTTGTAAATCATCACGCAGCC 205
TES1676R AGATTGTTCCAGAGGCATCG

TES1542F TCATTCTCTCCACGTTTCCC 269
TES1542R GCAAATAGCTTCGGAAGTGG

TES1976F GCCCCTAAGCCTCATAAAGG 175
TES1976R AGGTGAATGAGCTGGTGGTTT

TES1711F GTGGATCTTGTTTGCTGATTTG 475
TES1711R TATTTGACCCCAACGCTTTC

TES1925F GAGCTTTTAACATGGCGGATG 295
TES1925R AGGCAAAAGCTGGAAGTGAA

TES1207F GTTTTCACATTTCAAAAACTCAAGC 31
TES1207R AATCTTGCTTTGCACAACCC

TES2046F GCAACTTTCCACTGCGATCAA 2

TES2046R ACCGTTCAATCAAATCGGAA

TES1935F GTTCAAAGGAGTCCTCATGGC 263
TES1935R CCACAGCTGAATCTCCAACA

TES0050F TCCTGCATGAATATTGGGAA )14
TES0050R GATGTCATGAGGAGGAGGGA

TES1712F GTCACACACAGGTAAAGGGGTT 263
TES1712R TCCATGTGGGTCTGAAACTG

TES1203F GAAGACTGCAGGCGATCCTTA 267
TES1203R CCTCACAAACAGGTTTCGGT

TES1741F AAGAGGATAAAGAACAAAGGGGA 257
TES1741R GTTGTTTCCGATGGACCCTA

TES1141F GTCCAATTACACAACCAGACCA 29
TES1141R ATGAATCCCATTTCACCCAA

TES1955F GCACAAACACTTTTGCACCA 246
TES1955R AGGAATCGGCGTAATTTCTGA

TES0853F GTTTTGAGATATCTTCTCTAAAGCCG 90

TES0853R AAAAGAGGGAAATGAAGAAGGG

TES1364F GGCCTGACCATAAGGCTGTA 151
TES1364R TCCAAATCCACCTTCTCCAA

TES1652F AAAAAGTCAGCTTCAGTGGTAGTATAG 210
TES1652R GCAACCTCCTACTCTGCTGG

TES1770F AGTTACACCTACCCACCCCC 171
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TES1770R GAAGCATGAACAAGAACGCA

TES1325F GTCACAATCGTTATCACCACCA 154
TES1325R TTGGCACCATTGAACTTATCC

TES1224F GTTGAAGGCCTTTTGTACCCA 195
TES1224R CGATGCAAGAGAAAGCAACA

TES1750F TCATCAACAAAGGCAGCTAAA 271
TES1750R GCGTGTTCAGATGCATCAAT

TES1319F GATCCAACATTGGCTGAGACC 299
TES1319R CTCCCATTTCACCTTCAAGC

TES1743F GAGTGTCTCGATCTCGCACCT 785
TES1743R CCATGTGTCCAACCTTTTCC

TES1469F GCTCTGCGTGGACTTTATCC 350
TES1469R AAATGGGAGTCCCGTCTTCT

TES1873F GTGTTCAAATTTGGTTTGGGC 301
TES1873R AAAACCGCCAGGATATAGGC

TES1406F GAATTCAAGATCCGGCAGATG 163
TES1406R AATAGATGAGGGGGCAAGGT

TES0495F GCGTGGAAAGATGACTCCTCA 249
TES0495R TGTTGAATTTTGAACCTGAAACC

TES1344F GCGGAGTGTTTGATTAGGGA 151
TES1344R ACCTCAATCGACGAAGTTGG

TES1718F GAGCCTAGGGTTTCTTCACCC 755
TES1718R TGCTTCACATGTACGTTTCCA

TES1521F GTCAGAGCAGAAAAAGTGGCA 156
TES1521R CCTGGCTCTTGACTTTGAGG

TES1464F GATCATTCCAATCACCCGGTA 123
TES1464R CTCTGAAGGTTGCTGGCATT

TES1567F GTTCAACCAAACCAAAATCCA 204
TES1567R CAGGAAGAACATCAGGGGAA

TES0178F GGAGGGATCGTCATCGTCTA 204
TES0178R TTGGCTTTAATTGTCCAGCC

TES1675F GTGAAAAACCAAAATGGCACA 187
TES1675R TCTTCGATGAGACCCTCGTT

TES0999F AAGCAAAATTGAGGGGAAAAA 214
TES0999R GGATCGGATGAGAAATCCAA

TES1427F GTTGGTGGGAGAGAAACCCT 212
TES1427R TGCCATTACAAGCACAAGGA

TES1502F GAAGGAGCTTGCTGAATTGG 440
TES1502R TGATTCCTTCACCTCCTTGG

TES1884F GCCTTCCTTACTTCGCCACTG 261
TES1884R TTCCGTGAAATACTTTGCCC

TES1352F GGGTAAATGAGAATCCAGCAA 273
TES1352R AGCTGCTTTGATCAGGCTTC

TES2003F GCAGAACCCCACATTGCTTTT )32
TES2003R ACCCTCAACCCACAACAATC

TES1477F GTGCTTTAGCTGGAGAGAGTGC 266
TES1477R TGAGATGGGATTTGGACCAT

TES1985F GCTACCATGGAAGCCACTGCT 156
TES1985R TTCCAAGCATTTTCCAATCC

TES1246F TGTTAAATCCGTGAAAGAGCA 735
TES1246R GCCTCTTTGGCCTTCTTCTT

TES1592F GCCAATTTGGTGGCTACCCT 197
TES1592R CGGGATATCTGCCTCTACCA

TES1674F CCTACCCAGTCCTCACTTATGG |
TES1674R GGAACAAAACGAAGGACCAA >8

40




TES1690F GCTGTGTGACTTTCTCTCCCAAA 262
TES1690R TATAACGACGTACCCTCCGC

TES1454F GAAGGGTTGTTCAACCACAGC 200
TES1454R CGAGGACTCGGAAGTTTCAC

TES1740F GTTCTTTGTTGTTTGGGGCTT 131
TES1740R TTTCAATCAAAATACATAAACAAAACC

TES1407F GCCAATAAGGGTTTTCTCTTCTC 202
TES1407R AACCAAGAAAGGATCCACCA

TES1842F GGTAAAGTGAAGAAATTGTTGTTGA 195
TES1842R AAGCGCAGACCTTGACATCT

TES1540F GAGAATCACATCAGTTGGGGC 236
TES1540R ATCATTTCTTGGAAACCCCC

TES1966F GACCATGGCCTCCTCCTCTAT 273
TES1966R CGCAAAAAGGGAAAAATGAA

TES1695F GACCCAAAAGTTGCAGAATCG 297
TES1695R AGCAGGCCACAGTTTAGAGC

TES1442F GTTGGGTTGATTTGATGGCT 234
TES1442R AGCCCCAAATACACAAAGCAT

TES1850F CTTGCTCAAATCTCTTCGGG 259
TES1850R GGAGGAGATGCAAGAAAGGA

TES1449F GCCGAAGAAGCAGAAACAAC 292
TES1449R AGCTTCCTGTTCTGGAACGAC

TES1667F GACCCAAATGAGCCACCAATA 136
TES1667R TAACTTGTGGGTCAGTCCCC

TES1975F CCTGGTGATTGTTTGGCTTT 200
TES1975R GCACTTTCACCTGCTCATCA

TES1635F GTCTTATCGCAGCAAGGAGG 21
TES1635R AGCAAAGTTGTGTAAGCAAGGG

TES1515F GCCTAATCTTCTCTATGAGGCCAA 269
TES1515R CATTACGACGAACGAGACCA

TES2042F GTTTTTCCTCTCTGTAAAACCCC 261
TES2042R CGATTCCCCGTTTTAGACAA

TES1980F GTGCTCCACTCACTTCATTTCA 37
TES1980R CTGTTTGCTCCCATGGACTT

TES1683F TCCCTTTTTATTTCCTATTCATCA

TES1683R GATGAACGCTTTAATCGGGA 252
TES1724F GTGCATTGTCAACTGGGGTT 755
TES1724R CCAGTTGATGAAACGCACAC

3.3.4  Anailises dos dados

Os géis com os produtos de amplificacdo dos primers EST-SSR foram avaliados
visualmente. Com os dados obtidos foi calculada a porcentagem de transferibilidade para cada
espécie considerando o numero de primers que amplificaram em cada espécie € o nimero
total de primers. Para o célculo da porcentagem de polimorfismo, foi dividido o niimero de
primers polimorficos pelo total de primers que apresentaram polimorfismo na espécie em

questao.
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34  RESULTADOS E DISCUSSAO
3.4.1 Identificacdo das espécies

As analises das exsicatas confirmaram que os acessos estudados pertencem as
espécies Solanum mauritianum Scop. (Figura la, b), Solanum americanum Mill. (Figura lc,
d), Solanum guaraniticum A. St.-Hil. (Figura le, 1), Solanum hasslerianum Chodat (Figura
lg, h), Solanum viarum Dunal (Figura 21, j), Solanum sisymbriifolium Lam. (Figura 2k, 1), e
Brugmansia suaveolens (Humb. & Bonpl. ex Willd.) Bercht. & J.Presl (Figura 2m, n). A
maioria das espécies da familia sdo diclamideas e apresentam flores pentameras, de simetria
radial, com o androceu com cinco estames, com ovario bicarpelar e sipero (VIDAL &
VIDAL, 2007). Na primavera e verdo ¢ a principal época que florescem e frutificam, no
entanto, podem ser encontradas floridas durante quase todo o ano.

Essas espécies sdao comumente encontradas em locais alterados, enfatiza o
comportamento ruderal tipico de representantes da familia. As coletas foram encontradas em
locais de forte acdo antropica. As espécies B. suaveolens e S. mauritianum também podem ser
encontradas em locais imidos, como margens de rios. Esses dados corroboram com o que foi
descrito por Soares ef al. (2008) e com os espécimes presentes no herbario do Jardim
Botanico de Curitiba. As espécies S. guaraniticum e S. hasslerianum, sao facilmente
confundidas com S. viarium e S. sisymbriifolium respectivamente, sendo que a identificagao
desses exemplares ¢ realizada principalmente pelos tricomas e a exposi¢do do fruto ndo ocorre

em S. hasslerianum (MENTZ & OLIVEIRA, 2004).
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Figura 1. Espécies de Solanaceas avaliadas quanto a transferibilidade de primers EST-SSR
de tomate. a, b) Solanum mauritianum Scop; ¢, d) Solanum americanum Mill; e, f) Solanum

guaraniticum A. St.-Hil,; g, h) Solanum hasslerianum Chodat.
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Figura 2. i, j) Solanum viarium Dunal, Kk, 1) Solanum sisymbriifolium Lam, m, n)

Brugmansia suaveolens(Humb. & Bonpl. ex Willd.) Bercht. & J.Presl.

3.4.2 Transferibilidade de primers EST-SSR

Dentre os 72 pares de primers EST-SSR de tomate, 17 pares de primers (24%) nao
apresentaram produto de amplificagdo. Dentre os 55 que apresentaram produtos de
amplificacdo, 48,6% amplificaram em S. mauritianum, 33,3% em S. americanum 36,5% em
S. guaraniticum, 33,3% em S. hasslerianum, 29,2% em S. viarum, 18,1% em S.
sisymbriifolium e 22,2% em B. suaveolens (Tabela 3). O Padrao de amplificacdo de alguns
dos EST-SSR ¢ mostrado na figura 3. Pode-se observar que a maioria das espécies do mesmo
género do tomate apresentaram maior porcentagem de amplificagdo (Tabela 3), o que nao

ocorreu com B. suaveolens (Tabela 3). Isso foi relatado por Billote et al. (2004), em que
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consideraram a possibilidade de transferir primers desenvolvidos para Phoenix dactilyfera
para espécies do género Astrocaryum, porém estes ndo demonstraram transferibilidade. O
potencial de transferibilidade de locos SSR depende do grau de parentesco genético das
espécies analisadas (GONCALVES et al., 2010) e também da taxa de evolucdo das
sequéncias gendmicas para quais os primers foram desenhados (CHOUMANE et al., 2000).

Espécies mais aparentadas apresentam maior conserva¢do das regides que
flanqueiam o SSR onde estdo os sitios de ligacdo desses primers (DA-SILVA et al., 2011)
estando de acordo com o que foi sugerido por Grattapaglia (2007), que considera a
transferibilidade entre espécies do mesmo género como uma caracteristica desejavel dos
marcadores SSR.

Os produtos de amplificagdo destas espécies ndo apresentaram qualidade quando
observamos o polimorfismo presente nesses resultados. Dentre os primers que apresentaram
amplificagdo o percentual de polimorfismo variou bastante entre as espécies (Tabela 3). O
maior polimorfismo (60,9%) foi observado nos primers que amplificaram fragmentos em S.
guaraniticum, em contrapartida o menor polimorfismo (16,6%) foi observado nos primers
que amplificaram fragmentos em S. sisymbriifolium (Tabela 3). O baixo polimorfismo pode
ser explicado devido a maior conservagdo de sequéncias de DNA localizadas em regides

transcritas, provavelmente devido a acao de forgas seletivas (VARSHNEY et al., 2007).

Tabela 2. Resultados do teste de transferibilidade dos primers EST-SSR de Solanum
lycopersicum L. para sete espécies das Solanaceae. Os nimeros de 0 a 5 indicam os nlimeros
de acessos no qual o marcador apresentou aplifica¢do. (-) Representa quando o primer nao

apresentou aplificacdo nas duas primeiras espécies testadas consequentemente nao foi testado

nas demais.
Primer Solanum Solanum Solanum Solanum Solanum Solanum Solanum
mauritianum | americanum | suaveolens | guaraniticum | hasslerianum | sisymbriifolium | viarium

TES0050 5 0 0 1 5 0 0
TES0178 4 0 0 0 0 0
TES0495 0 0 0 - - - -
TES0853 0 0 0 - 0 - -
TES0985 2 0 0 0 0 5 0
TES0999 0 0 0 0 5 0 0
TES1141 0 0 0 1 0 3 0
TES1203 1 0 0 3 0 0 0
TES1207 0 0 0 - 0 - -
TES1224 0 4 0 4 5 0 0
TES1242 0 0 0 - - - -
TES1246 0 0 3 0 5 0 0
TES1259 0 0 0 -
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Tabela 3. Porcentagem de transferibilidade e de polimorfismo dos primers EST-SSR de

Solanum lycopersicum L. em sete espécies das Solanaceae nativas da Mata Atlantica.

S. S. B. S. S. S. S.
mauritianum americanum suaveolens guaraniticum hasslerianum sisymbriifolium viarium
o
/?de = 48,6 333 22,2 36,1 33,3 18,1 29,2
amplificacio
o
Yo de 37,0 60,0 54,0 60,9 42,0 16,6 274
polimorfismo

Os dados obtidos evidenciam significativa taxa de transferéncia dos primers EST-
SSR de tomate para as espécies testadas, no entanto, quando observado o tipo de
polimorfismo, todas as espécies apresentaram unicamente a presenca de alelos nulos (Figura
3). Este € um sério problema quanto ao uso de marcadores interespecificos (PASHLEY et al.,
2006), pois os alelos nulos ndo sdo amplificados via PCR e nem podem ser detectados na
genotipagem dos individuos e a consequéncia ¢ um numero elevado de homozigotos
(ALDRICH et al., 1998; WHITE et al., 1999). Além disso, quando o tunico tipo de
polimorfismo observado ¢ alelo nulo, inviabiliza do célculo dos indices de diversidade
genética de uma populagcdo, pois o marcador passa a se comportar com um marcador

dominante, onde se observa somente dois alelos, presenga e auséncia.
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SSR 1635 SSR 1740 SSR 1442
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SSR 1925 SR 1955 SSR 1203

SSR 1740 SSR 1442

Figura 3. Géis de agarose com o padrao de amplificagdo alguns dos pares de primers EST-
SSR de tomate utilizados neste estudo. a) padrao de amplificagdo em Solanum mauritianum
Scop.; b) padrao de amplificacdo em Solanum americanum Mill; ¢) padrao de amplificacio
em Solanum guaraniticum A. St.- Hill. A seta na figura b (EST-SSR 1925) e na figura ¢
(EST-SSR 1740) indica alelos nulos. O EST-SSR 1955 da figura B indica um marcador que
nao foi transferido (ndo apresentou produto de amplificagdo). Os demais EST-SSRs sdo
marcadores transferidos, porém monomorficos. M indica o marcador de peso molecular DNA
Ladder 100 pb. As cabegas de seta a esquerda das figuras indicam a banda de 600 pb do DNA
Ladder.

A literatura sugere que os marcadores EST-SSR serdo mais uteis do que os
marcadores gendmicos, no entanto o alvo das pesquisas citadas sdo as espécies de interesse
econdmico (RAKOCZY-TROJANOWSKA & BOLIBOK, 2004). Com os dados obtidos em
nosso trabalho podemos ressalvar a utilizagdo deste tipo de marcador em espécies nativas.

Ha evidéncias de conservacdo de contetidos gendmicos entre tomate e batata

(GEBHARDT et al., 1991) e entre tomate e pimenta (TANKSLEY et al., 1988). Assim como,
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trabalhos realizados Capsicum annuum, no qual foram testados para duas espécies do mesmo
género como C. frutescens e C. chinense (CARVALHO, 2014) se mostraram transferiveis e
polimérficos. Este fator estd intimamente relacionado & distancia filogenética (KALO, 2004) e
a transferibilidade ocorre em fun¢do da conservagao desses contetidos genomicos. Assim, 0s
resultados aqui obtidos sugerem que ndo ha um alto grau de parentesco entre as espécies
estudadas e S. lycopersicum (DOYLE & LUCKOW, 2003). Esta espécie estd incluida em
outro subgénero, Potatoe, como demonstrado em estudos realizados com DNA de cloroplasto
(cpDNA) baseados na sequéncia ndhF que identificaram 13 clados dentro do género Solanum
(BOHS, 2005).

Os EST-SSR (cDNA-SSR) ou também chamados de microssatélites génicos, que sdo
desenvolvidos a partir de regides transcritas dos genomas (GUPTA, 1998), tem se mostrado
importantes em espécies cultivadas (BAGGE & LUBBERSTECT, 2007). No entanto, os
dados observados em nosso trabalho indicam que o tipo de polimorfismos (alelos nulos) deste
marcador em espécies ndo cultivadas das Solanaceae torna-o inapropriado para estudos de
genética de populagdes.

Esta restricao do uso destes marcadores em estudos genéticos em espécies nativas, se
deve pelo polimorfismo ser baixo e o tipo de polimorfismo detectado ser alelo nulo. Neste
sentido, devido a impossibilidade de uso dos marcadores SSR, ¢ recomendado o uso de outros
marcadores, como por exemplo os marcadores ISSR (Inter Simple Sequence Repeat) para

estudo genéticos destas espécies.
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4.1 RESUMO

Plantas colonizadoras de areas abertas e perturbadas desempenham um importante papel para
a recuperacdo. Uma espécie vegetal com grande representatividade e pioneira na Mata
Atlantica ¢ a Solanum mauritianum Scop., também conhecida como fumo bravo. Objetivando
investigar a diversidade genética de populagdes naturais de S. mauritianum, 10 locos ISSR
foram amplificados em duas populacdes da Floresta Ombroéfila Mista. A populagdo “A” foi
coletada em Guarapuava, PR, proximo & uma area conservada e a populagdao “B” em Pitanga,
PR, em 4rea agricola. A porcentagem de polimorfismo foi de 87,6% e 80,30% para populagao
“A” e “B”, respectivamente. A média de polimorfismo de todos os primers nas duas
populagdes foi de 83,9%. A populagdo “A” apresentou 5 locos exclusivos, enquanto a “B”,
apenas 1. O agrupamento de todos os individuos formou 10 grupos mostrando fraca
estruturagao nas populagdes estudadas. A andlise de variancia molecular evidenciou alto fluxo
génico (10,78). Este alto valor para fluxo génico ¢ explicado pelo fato da planta apresentar
caracteristicas que facilitam sua dispersdo. Esses dados corroboram com o que foi encontrado
na variagdo genética dentro das populacdes (93,5%) e entre elas (6,49%). A variacdo entre as
populagdes mostrou-se baixa (Gsr= 0,044), o que ¢ comum em populacdes com altas taxas de
fluxo génico. Alta diversidade genética foi observada pelo indice de Shannon (A= 0,53; B=
0,46), bem como para as populacdes (0,52). A alta diversidade genética observada em S.

mauritianum em nosso trabalho pode ser explicada pela biologia reprodutiva da espécie, como
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a caracteristicas da polinizagdo e dispersdo de sementes, ampla distribuicdo e a constante

atividade reprodutiva que facilitam o fluxo génico entre as populagdes.

Palavras—chave: Sucessdao ecologica; Densidade populacional; Conservagao; ISSR;

Solanaceas.
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4.2 INTRODUCAO

Espécies pioneiras sdo muito importantes nos processos de sucessdo ecologica. Elas
fornecem microclimas que sdo necessarios para o estabelecimento de espécies secundarias.
Essas espécies ndo sdo exigentes quanto ao solo, crescem rapidamente e seu ciclo de vida €
mais curto comparado a outras espécies de estagios sucessionais posteriores. A luminosidade
também ndo ¢ um fator limitante para o desenvolvimento destas espécies (RICKLEFS, 2010).

Solanum mauritianum Scop. ¢ um arbusto nativo do sul e sudeste do Brasil,
conhecido como fumo bravo, sua polinizacdo ¢ realizada por abelhas e isso requer um
comportamento especial chamado polinizacdo vibratil (buzz pollination) (RAMBUDA &
JOHNSON, 2004). Trata-se de uma espécie abundante na Floresta Ombroéfila Mista. A
espécie € tipicamente pioneira, comum nas areas antropizadas como beira de estradas, borda
de florestas e areas agricolas. Esta espécie apresenta caracteristicas importantes, como alto
endemismo, caracteristicas ecoldgicas associadas, como polinizagio (BUCHMANN et al.,
1983; SYMON, 1979 apud HAWKES; LESTER; SKELDING, 1982), resiliéncia ambiental,
abundante produ¢do de sementes e dispersdo zoocorica. Esta na lista de espécies nativas que
sdo importantes para recuperagao de areas degradas (GRIS et al., 2012).

Para elaborar estratégias de manejo e conservacdo de uma espécie o conhecimento da
distribui¢do da variagdo genética entre e dentro de populagdes ¢ de fundamental importancia
(LYNCH & MILLIGAN, 1994). Uma das ferramentas mais indicadas para os estudos das
estruturas genéticas de populagdes sdo os marcadores moleculares. Dentre estes, os
marcadores ISSR (Inter Simple Sequence Repeat) tém sido empregados em diversos estudos
de variabilidade e estrutura genética de populagdes (WHITE et al., 1999; SHARMA et al.,
2008; BITTENCOURT & SEBBENN, 2009; GE et al., 2013 HUANG et al., 2014).

Os marcadores ISSR sdo baseados em técnica simples e de baixo custo, apresentam
alta reprodutibilidade e s3o altamente polimorficos (REDDY et al., 2002). Ainda geram um
grande nimero de bandas por reagdo e ndo hd necessidade de conhecimento prévio do
genoma para a construgdo dos primers.

Considerando que S. mauritianum tem elevada importancia ecoldgica na recuperagao
de areas degradadas, a associacdo ecologica com diversos animais ¢ a necessidade de
obten¢do de dados genéticos de espécies nativas da Floresta Ombrofila Mista, este trabalho
teve como objetivo levantar dados de variabilidade e estrutura genética de populagdes de S.

mauritianum utilizando marcadores ISSR.
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43  MATERIAIS E METODOS
43.1 Area de estudo

Foram avaliadas duas populagdes de S. mauritianum coletadas em fragmentos da
Floresta Ombrofila Mista localizados no municipio de Guarapuava, PR (distrito de Entre
Rios) e no municipio de Pitanga, PR (Figura 1). Foram amostradas 30 arvores adultas de cada
populacdo, pelo menos a 50 M de distancia entre elas. As populacdes de Guarapuava e
Pitanga foram codificadas como populagdes “A” e “B”, respectivamente. A populagdo “A”
foi coletada ao longo de uma estrada que corta areas agricolas, nao havendo contato direto
com fragmentos florestais, no entanto, a estrada estd préxima a regides bastante conservadas
(Figura 2a). A populagao “B” foi coletada ao longo de uma estrada que corta dois fragmentos
florestais, no entanto sem regides conservadas proximas (Figura 2b). Estas populagdes se

encontram a 100 km de distancia em linha reta (Figura 1).

Parana

q Pitanga

m
00 ¥ Ty Guarapuava

Figura 1. Localizacdo das populacdes "A" (Guarapuava) e "B" (Pitanga) de Solanum

mauritianum Scop. analisadas neste estudo.
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Figura 2. Detalhes das regides onde estdo localizadas as populagdes de Solanum mauritianum
Scop. avaliadas neste trabalho. a) Regido de coleta da populacdo "A"; b) Regido de coleta da
populacao "B". A linha pontilhada indica o transecto onde foi coletada cada populacdo. A
linha continua delimita areas onde a vegetacao apresenta certo grau de conservacdo com areas

agricolas. Base da imagem obtida com o Sofiware Google Earth (Google Inc.). Data da
captura das imagens: a) 06/02/2014; b) 21/07/2014.
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4.3.2  Extracio do DNA vegetal

Para extragdo do DNA, folhas jovens de cada um dos 30 gendtipos de cada
populagdo foram coletadas separadamente e mantidas em silica gel. O tecido vegetal foi
macerado em nitrogénio liquido e o DNA foi extraido de acordo com protocolo proposto por
Doyle & Doyle (1990); 1 mL de tampao de extracdo (20 mM EDTA, 100 mM Tris-HCI pH
8,0, 2 M NaCl, 2% CTAB, 2% PVP, 4% B-mercaptoethanol) foi adicionado ao tubo contendo
100 mg de tecido; os tubos foram levados ao banho maria a 65 °C por 45 min. O DNA foi
separado da solugdo por precipitagio com cloroférmio:alcoolisoamilico (24:1) e
centrifugacdo. Para obter um material genético de alto grau de pureza, sucessivas lavagens
com etanol foram realizadas. Apos a extragdo, o DNA foi ressuspenso em TE (10 mM Tris-
HCI; pH 8,0; 1 mM EDTA), tratado com RNAse a 37 °C por 1 hora e armazenado a -20 °C
até o uso. A quantificagdo do DNA e confirmacao da sua integridade foi feita por eletroforese
em gel de agarose 0,9%. Para determinacdo da quantidade de DNA, apos eletroforese cada
amostra foi comparada o padrdo de massa molecular Lambda, cuja quantidade de DNA j4 era

conhecida.

4.3.3 Amplificacio via PCR-ISSR

Para amplificagdo do DNA dos gendtipos das populagdes em estudo foram utilizados
10 primers ISSR previamente selecionados em outras espécies entre 42 disponiveis na
literatura por Marangoni (2013) e Cardoso (2014) (Tabela 1). As reacdes de amplificagdo do
DNA de cada gendtipo via PCR foram conduzidas em volume final de 12,5 pL contendo: 20
ng de DNA, 0,2 uM de primer, 200 uM de cada dNTP, 1,5 mM de MgCl2 e 1 U de Taq DNA
Polimerase e 1X de tampdo para PCR. Para a amplificagdo o termociclador foi programado
para uma desnaturacdo inicial a 94 °C por 5 minutos, seguida de 35 ciclos de 94 °C por 45 s,
temperatura de anelamento dos primers por 45 s e 72 °C por 90 s, e por fim foi feito um passo
a 72 °C por 5 minutos para extensao final dos fragmentos. Os produtos de amplificagdo foram
resolvidos em gel de agarose 1,8 % corado com brometo de etidio (0,5 ug mL™). Como
marcador de peso molecular foi utilizado DNA Ladder 100 pb. O resultado da eletroforese foi

visualizado em luz UV e documentado com fotodocumentador digital.

4.3.4  Analises dos dados ISSR
A leitura dos géis foi realizada utilizando o sistema binario (1 = presenca da banda e

0 = auséncia da banda) e uma matriz bindria foi construida a partir desses dados. A partir
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desta matriz foram calculadas as porcentagens de polimorfismo de cada primer ISSR e a
frequéncia de cada loco nas populacdes. Ainda, foi avaliada a presenga de locos exclusivos
em cada uma das populagoes.

A similaridade genética entre os individuos foi mensurada pelo software NTSYS 2.2
utilizando o coeficiente de Jaccard e o dendrograma de similaridade entre os individuos foi
desenhado pelo método UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean). A
analise de variancia molecular (AMOVA) foi feita utilizando o software ARLEQUIN versao
3.11, determinando assim os indices de diferenciacdo genética dentro e entre as populagdes
(Gsf), a presenca de locos exclusivos e suas frequéncias e a variancia entre os componentes €
seus niveis de significancia. O indice de diversidade de Shannon (/) foi mensurado pelo do

software POPGENE versao 1.32.

44  RESULTADOS E DISCUSSAO

Todos os 10 primers testados apresentaram produtos de amplificagdo de qualidade.
Na figura 3 pode ser observado o padrao de amplificagdo do primer ISSR UBC-834 nas duas
populagdes de S. mauritianum. Os 10 primers amplificaram 107 locos (fragmentos) com
média de 10,7 locos por primer (Tabela 1). Destes locos, 96 foram polimorficos para a
populacdo “A” (Guarapuava) e 89 para populagdo “B” (Pitanga). A porcentagem de
polimorfismo foi de 87,6% e 80,30% para populagdo “A” e “B”, respectivamente. O niimero
de locos amplificados com cada primer variou de 23 (Primer 834) a quatro (primer UBC-855)
(Tabela 1). O menor polimorfismo encontrado (61,1%) foi no primer 868. O primer UBC-848
apresentou 100% de polimorfismo. E os primers UBC-807 UBC-815 e UBC-834,
apresentaram mais que 90% de polimorfismo (Tabela 1). A média de polimorfismo de todos

os primers foi de 83,9% (Tabela 1).
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Figura 3. Padrao de amplificacdo do marcador ISSR UBC-834 em parte das populacdes "A"
(figura a) e "B" (figura b) de Solanum mauritianum Scop. M indica o padrdo de peso

molecular DNA Ladder 100 pb.
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Tabela 1. Primers ISSR avaliados nas populacdes de Solanum mauritianum Scop. com suas
respectivas sequéncias, temperatura de anelamento (TA), nimero total de fragmentos
amplificados (NT), nimero de fragmentos polimorficos (NP), porcentagem de polimorfismo

média entre as populagdes (%P).

Primers Sequéncia (5>-3’) TA(°C)  NT NP (A) NP(B) %P

UBC-807 (AG)T 52 18 17 16 91,7
UBC-808 (AG)C 50 12 11 10 87,5
UBC-815 (CT)G 53 8 8 7 93,8
UBC-823 (TC)sC 52 7 6 6 85,7
UBC-827 (AC)G 53 7 5 5 71,4
UBC-834 (AG)sCTT 52 23 23 22 97,8
UBC-848 (CARAGG 55 7 7 7 100,0
UBC-855 (AC)CTT 55 7 7 4 78,6
UBC-866 (CTC)s 55 9 7 6 72,2
UBC-868 (GGA)s 50 9 5 6 61,1
Total - - 107 96 89 83,9

O polimorfismo encontrado com marcadores ISSR tem sido varidvel de acordo com
a espécie em estudo. Em espécies arbdreas nativas da Floresta Ombrofila Mista (FOM) como
Campomanesia xanthocarpa (SILVA, 2012) e Eugenia uniflora (FAGUNDES, 2013) foram
encontrados 84,4% e 95,4% de polimorfismo respectivamente. Valores varidveis também
foram encontrados em Achyrocline satureioides (75,78%) (CARDOSO, 2014) e Baccharis
trimera (87,5%) (MARANGONI, 2013), que também sdo nativas da FOM, estas sdo espécies
herbaceas. Com relagdo a espécies de Solanaceae, tanto nativas como cultivadas apresentaram
altos indices de polimorfismo, por exemplo, Capsicum sp. (88%) (THUL et al., 2013) e S.
melongena; S. aethiopicum; S. anguivi; S. incanum; S. violaceum; S. kurzii; S. macrocarpon;
S. virginianum e S. torvum com média 99% de polimorfismo (ADENIJI & ALOYCE et al.,
2012).

A porcentagem de polimorfismo dos marcadores ISSR tem sido utilizada como
medida de diversidade em populacdes naturais (LACERDA et al., 2001; GE & SUN, 2001).
Neste sentido, o alto polimorfismo dos marcadores ISSR encontrado nas populacdes de S.
mauritianum indicam que estas populagdes possuem alta variabilidade genética. Os dados
encontrados e os dados na literatura (FERNANDEZ et al., 2002; REDDY et al., 2002;
CORTESI et al., 2005; LUAN et al., 2006; SHILPHA et al., 2013) mostram a exceléncia dos
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marcadores ISSR como ferramenta para acessar a diversidade genética e consequentemente
sua eficiéncia na caracterizagao genética em diversos grupos de plantas.

A andlise da frequéncia dos locos nas populagdes mostrou que dos 30 locos mais
frequentes na populacao “A”, 27 deles também estavam entre os 30 mais frequentes na
populacdo “B”. Este resultado indica que as popula¢des apresentam elevada similaridade
genética. No entanto, quando avaliada a presenca de locos exclusivos, a populacdo “A”
apresentou cinco, enquanto a populagcdo “B” apresentou apenas um. Estes dados indicam que
a populagdo “B” esta provavelmente sofrendo perda de variabilidade quando comparada com
a populacdo “A”. Resultados semelhantes foram encontrados por Silva (2012) em um estudo
com C. xanthocarpa, no qual as populagdes proximas a dreas mais preservadas obtiveram
uma maior riqueza dos patrimonios genéticos. Este fato esta atrelado a forgas evolutivas ou a
dispersdo e aos processos reprodutivos, fatores esses que levam a alteragdes nas frequéncias
alélicas.

As areas preservadas tem um papel importante para polinizadores e dispersores, pois,
contribuem para manutencdo da diversidade de espécies, aumentando a area de habitat
disponivel e criando areas com maior conectividade entre as populagdes remanescentes, €
também facilitam a movimenta¢do da fauna funcionando como “trampolins ecologicos”
(GALETTI et al. , 2010). Areas de vegetagdo nativa preservadas sio fundamentais para
conservacdo da diversidade brasileira, permitindo que animais movam-se entre grandes
fragmentos de vegetacdo nativa atraveés desses “trampolins ecologicos” (CULLEN JR. et al.
2003), e criando paisagens modificadas pelo homem que possam, em grande escala, diminuir
o isolamento entre as populacdes. Desta forma, a preservagdo de areas conservadas ¢ um fator
relevante para a manutengdo da variabilidade genética de espécies nativas, tanto dentro das
areas quanto ao seu redor.

O dendrograma baseado no coeficiente de Jaccard, construido pelo método UPGMA,
considerando os 60 individuos, formou 10 grupos, sendo que os individuos das populacdes
“A” e “B” se misturam (Figura 4). Este dado corrobora com os dados de frequéncia de locos e

sugere que esta ocorrendo fluxo gé€nico entre as populagdes.
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Figura 4. Dendrograma gerado pelo método de agrupamento UPGMA com os dados de 10
marcadores ISSR dos 60 individuos das duas popula¢des de Solanum mauritianum Scop.

avaliadas neste estudo.

A Anédlise de Variancia Molecular (AMOVA) evidenciou taxa de fluxo génico de
10,78. Este indice ¢ considerado altissimo, uma vez que valores acima de 0,5 ja sdo
considerados significativos (PINTO-COELHO, 2000). Este dado confirma o observado no
agrupamento presente no dendrograma (Figura 4), no qual foi evidenciado alto fluxo génico
devido os individuos das populagdes “A” e “B” ndo terem formados grupos de acordo com a
origem. O fluxo génico ¢ um termo que caracteriza todos os mecanismos resultantes do

movimento de genes de uma populag@o para outra. Este fator evolutivo promove a evolugdo,
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espalhando novos genes e combinacdes génicas entre populacdes (SLATKIN, 1987),
tendendo a reduzir a homogeneiza¢do genética ocasionada pela deriva genética e a seleg@o
natural.

A espécie S. mauritianum possui varias caracteristicas que podem explicar o alto
fluxo génico observado, dentre estes destacamos: a producdo de frutos praticamente durante
todo ano; os frutos serem consumidos avidamente, principalmente por passaros (WILDY,
2006), que sdo excelentes dispersores; a cor amarela a laranja dos frutos, facilita a sua
visualiza¢do; o pequeno tamanho de suas sementes, que facilita a ingestao pelos passaros e,
consequente dispersdo e a associacdo da planta com mais de 34 espécies de insetos
(OLCKERS et al., 2002).

A frugivoria ¢ um evento de disseminagdo dos diasporos que, além de aumentar o
fluxo génico e de diminuir cruzamentos entre plantas proximas, tende a minimizar a
competicdo. No entanto, para que isso ocorra, plantas ornitocorias apresentam: frutos
expostos ou pendentes, cores que sinalizam sua maturacdo, contraste da cor dos frutos em
relagdo a coloracdo da folhagem de fundo, o que influencia na preferéncia pelas aves
(BURNS & DALEN, 2002). A escolha alimentar ¢ acrescida pelo tamanho dos frutos e
sementes. Trabalhos realizados com frutos artificiais (ARRUDA et al., 2008) e em frutos
naturais (FAUSTINO & MACHADO, 2006), mostraram que estas caracteristicas sao
importantes para dispersdo, pois prevalecem na preferéncia das aves.

O fumo bravo também apresenta associagdo com morcegos, que sao dispersores, 0
que foi evidenciado pela presenca de sementes em suas fezes (PAULINO-NETO et al., 2013).
Um comparativo entre sementes coletadas diretamente dos frutos maduros e coletada das
fezes dos morcegos mostrou que o sucesso da germinacdo foi fortemente afetado pela
passagem no trato digestorio dos morcegos, apresentando germinagdo significativamente
maior nas sementes defecadas (PAULINO-NETO et al., 2013). A arquitetura da planta ¢
favoravel ao consumo por este mamifero, pois as inflorescéncias sdo inteiramente expostas,
podendo consistir numa adaptacdo ecologica, pois frutos expostos sdo mais facilmente
removidos por frugivoros voadores. Além dos morcegos também foram observados frutos de
S. mauritianum sendo consumidos por Jacu (Cracidae: Penelope superciliaris) e um pequeno
roedor (Muridae: Oryzomyini: Oryzomys russatus) (PAULINO-NETO et al., 2013). Os
frugivoros sdo imprescindiveis como agentes efetivos na dispersdo das sementes, levando-as a
longa distancia, e possibilitando a sua regeneracdo e a colonizacdo de outras dareas

(FIGLIOLIA & KAGEYAMA, 1995).
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A associa¢do com os polinizadores ¢ outro fator importante que ajuda a explicar o
alto fluxo génico observado. O fumo bravo, assim como a maioria das plantas depende dos
agentes polinizadores para sua reproducdo sexuada (ENDRESS, 1998), aquele possui um tipo
especial de polinizagdo, vibratil (buzz pollination), estas abelhas abragam as anteras e efetuam
movimentos vibratorios para extrair o polen (BUCHMANN, 1983), resultando em uma
diversidade de interagdes interespecificas que asseguram a manuten¢do dos ecossistemas em
que se encontram. A polinizacdo caracteriza-se por ser um dos processos chave no sucesso
reprodutivo das espécies vegetais (SCHLINDWEIN, 2000). A polinizagao efetiva depende
entre outros fatores, da adequacdo do formato do corpo ou determinados 6rgdos do visitante a
morfologia, de como ele aborda a flor e de seu comportamento durante a visita (PROCTOR &
YEO, 1972). Esse sistema de interagdo reduz a perda de polen, direcionando-o ao ser
expelido, através da vibragdo, para partes bem definidas do corpo do polinizador
(BUCHMANN et al., 1983).

Estas abelhas podem ser especialistas em determinadas flores ou familias botanicas,
coletando pdlen com a méaxima eficiéncia e operando como polinizadores especializados.
Assim, a relacdo das abelhas com determinados grupos de plantas pode indicar ndo so a
importancia das plantas na dieta e manutencdo das populagdes destes visitantes, mas também
mostrar a importancia dos visitantes no processo de polinizagdo das plantas. Desta forma, o
destino de muitas plantas nativas depende da preservacao de suas relagdes mutualisticas com
os polinizadores e vice versa (KEARNS & INOUYE, 1997).

O S. mauritianum apresenta ainda rapido crescimento, tornando-se adultas em dois a
trés anos, geralmente, entram em senescéncia apds 15 anos de idade (HALEY, 2006). O uso
desta espécie para a recuperagao de areas degradadas ¢ devido sua agressividade, producdo de
biomassa capacidade de ocupagdo de areas abandonadas. Esta representa uma espécie chave,
muito importante, pois prevalece na colonizagdo florestal e produz abundante recurso
forrageiro para passaros, insetos e grande quantidade de serrapilheira, o que proporciona
condicdo edafica a colonizagdo das espécies mais exigentes em fertilidade, umidade do solo e
sombreamento (RUSCHEL; PEDRO; NODARI, 2008).

Todas essas caracteristicas facilitam sua polinizacdo e dispersdo, consequentemente
influenciam diretamente a variabilidade genética de populacdes naturais da espécie. Além
disso, a agressividade, rusticidade e elasticidade na ocupacdo em areas abertas sdo fatores que

levam a espécie a apresentar ocorréncia continua em uma grande area (SAMWAYS et al.,
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1996, OLCKERS & ZIMMERMANN, 1991; OLCKERS et al., 2002) facilitando o fluxo
génico.

A andlise de variagdo genética (AMOVA) indicou que a maior variagao ¢ encontrada
dentro das populagdes (93,5%) do que entre elas (6,49%). Este resultado ¢ esperado uma vez
que o fluxo génico foi alto entre as populagdes. A variagdo encontrada entre as duas
populagdes foi baixa (Gsr = 0,044) evidenciando a ndo estruturagdo das populacdes. Estes
resultados sdo comuns em populagdes onde ocorre alto fluxo génico (SOLE-CAVA &
CUNHA, 2012).

Em um trabalho com pitangueira (Eugenia uniflora), outra frutifera da FOM,
Fagundes (2014) encontrou maior variacdo genética entre as populacdes. Esta diferenca entre
a variagdo genética nas duas espécies pode ser explicada pelos seguintes fatores: pitangueira
apesar de ser frutifera e apreciada pelos passaros, suas sementes sao grandes, o que
impossibilita que os passaros as engulam, dificultando desta forma, sua dispersdo; esta
espécie ndo apresenta distribuicdo continua como S. mauritianum, o que dificulta o fluxo
génico, sendo também a distancia entre plantas com frutos um fator relevante (TSUJITA et
al., 2008); abelhas que a polinizam sao generalistas (SILVA & PINHEIRO, 2007), isto &,
visitam as flores de muitas espécies botanicas e as polinizam com menor eficiéncia do que as
especialistas.

Espécies pertencentes ao grupo ecoldgico das pioneiras ou secunddrias iniciais, sdo
consideradas precursoras na invasdo de campos, possuem crescimento rapido, como
Eremanthus erythropappus (CARVALHO, 1994) e Mimosa scabrella (bracatinga)
(MOREIRA et al, 2011), elas apresentaram resultados divergentes ao nosso, como altos
indices de fixacdo de alelos e a estruturacdo das populagdes. Em Schinus terebinthifolius
(aroeira) (BARREIRA et al., 2006), estudos identificaram a presenca de alelos exclusivos nas
populagdes analisadas, demostrando diferenciagao significativa entre elas.

Os resultados encontrados nessas populagdes, das espécies E. erythropappus, M.
scabrella e S. terebinthifolius, sdo coerentes para espécies pioneiras, com baixo potencial de
dispersao de polen ou sementes e com grande probabilidade de cruzamentos aparentados
(LOVELESS & HAMRICK, 1984), e também apresentam sistema reprodutivo misto,
tolerantes a autopolinizacdo (SOBIERAJSKI; KAGEYAMA; SEBBENN, 2006; BARREIRA
et al., 2006; HAMRICK.; GODT, 1982). Esses resultados indicam que hd endogamia causada
tanto pelo sistema reprodutivo, como também pela deriva genética, sendo estes reconhecidos

na dinamica de clareiras (ALVAREZ-BUYLLA et al. 1996) ou pelo efeito de mosaico
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resultado de fragmentacdo (YOUNG & BOYLE, 1993) levando a estruturacdo genética
desses populagdo com fixacao de alelos e divergéncia genética entre as populagdes.

Essas espécies apresentam caracteristicas reprodutivas que favorecem a ocorréncia
agregada e baixo potencial de dispersao das sementes, desta forma, ndo se espera um fluxo
génico intenso. Na bracatinga a floragdo ¢ macica, atrai muitos visitantes oportunistas com
estratégias poliléticas (HARTER-MARQUES & ENGELS, 2003), estes autores especulam
que os polinizadores, visitem poucas plantas por um longo periodo, o que restringiria a
amplitude do fluxo de polen. Isto explica porque esses resultados foram divergentes ao de S.
mauritianum, pois mesmo essas espécies apresentando ampla distribuicdo como este, o
sistema de reproducao e dispersdo desfavorece que haja fluxo génico entre as populagdes.

Os valores encontrados para o indice de Shannon (/) nesse estudo foram de 0,53 e
0,46, para as populagdes “A” e “B”, respectivamente e entre elas 0,52 (Tabela 4). Os valores
encontrados com esse indice variam de 0 a 1, sendo que quanto mais proximo de 1, maior a
diversidade genética. Neste sentido, nossos resultados mostram que ambas as populagdes
apresentam alta diversidade. No entanto, a populacdo “A” ¢ mais diversa geneticamente
(Tabela 4). Esta maior diversidade na populacao “A” pode ser explicada pela sua proximidade
a extensas regides com areas mais “conservadas” quando comparada com a populacdo “B”
(Figura 2). Estudos realizados com S. lycocarpum (lobeira) apresentaram valores proximos ao
encontrado em nosso trabalho (MOURA; SIQUEIRA; OLIVEIRA, 2013). Estes autores
encontraram valores de indice de Shannon de 0,48 para populagdes naturais que estavam em
areas conservadas e de 0,36 para populacdes que estavam em areas antropizadas (MOURA;
SIQUEIRA; OLIVEIRA, 2013). A variacdo genética ¢ fundamental para a adaptagdo da
espécie as alteragdes no ambiente (TORGGLER et al., 1995), neste sentido podemos afirmar
que mesmo sendo uma espécie de alta ocorréncia em areas antropizadas, populacdes de S.

mauritianum sofre efeitos genéticos negativos quando presente nestas areas.

Tabela 2. Diversidade Genética em Solanum mauritianum Scop. N: nimero de individuos; h:

diversidade genética de Nei (1973); I: indice diversidade de Shannon (/).

Populacao N h I
A 30 0,36 0,53
B 30 0,31 0,46
Total 60 0,34 0,52
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A distancia geografica entre plantas ¢ um fator relevante para a ocorréncia de fluxo
génico. As espécies arboreas sdo as mais prejudicadas pela fragmentagdo, pois na maioria das
vezes, estas sO se desenvolvem até a fase reprodutiva em fragmentos com certo grau de
conservagdo. A espécie S. mauritianum parece ter menor grau de sensibilidade a
fragmenta¢do quando comparado a espécies arboreas. Esta caracteristica da espécie ¢ devido,
provavelmente, por ser uma planta pioneira com capacidade de ocorréncia em locais
altamente antropizados, o que diminui a distancia entre as plantas, facilitando o fluxo génico e
garantindo alta diversidade genética nas populagdes.

A alta diversidade genética observada em S. mauritianum nesse trabalho, pode ser
explicada pela biologia reprodutiva da espécie, como a caracteristicas da poliniza¢do e
dispersdo de sementes, sua ampla distribuicao e a constante atividade reprodutiva facilitam o

fluxo génico dentro e entre as populagdes.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Os marcadores moleculares SSR sdo amplamente utilizados em estudos genéticos
populacionais, porém os baseados em regides codificadoras ndo se mostraram apropriados,
pois apresentaram baixo polimorfismo e a presenca de alelos nulos. Estes resultados sao
provavelmente, devido o melhoramento genético direcionar para caracteristicas desejaveis de
interesse econdmico e também pelo fato de que estas espécies se encontram em subgéneros
diferentes.

Pelo fato dos marcadores EST-SSR avaliados ndo serem tteis, a diversidade genética
de S. mauritianum foi estimada pelo marcador molecular ISSR. Com o uso deste marcador foi
possivel evidenciar que as duas populagdes analisadas ndo estdo estruturadas, possuem um
alto polimorfismo e que a variagdo genética dentro delas e maior do que entre elas. Esses
indices comprovam que had fluxo génico entre as populacdes estudadas. O fluxo génico
promove a dispersdo de genes promovendo novas combinagdes. Isso no futuro podera evitar
deriva génica, efeito Wahlund e endogamia.

Apesar de alto fluxo génico, foi evidenciado menor diversidade na populagdao “B”, o
que sugere uma provavel perda de variabilidade comparando-a com a populacao “A”. Com
base nos dados obtidos do indice de Shannon ¢ possivel afirmar que a espécie em estudo
apresenta maior variabilidade genética quando estd proximo de areas mais conservadas em
relagdo aquelas que estdo proximas as areas antropizadas.

Nado foram evidenciados estudos com a utilizacdo dos marcadores ISSR para a
espécie S. mauritianum, este marcador se mostrou uma excelente ferramenta para identificar a
diversidade genética de S. mauritianum intra e interpopulacional, pois este ¢ informativo e
polimorfico.

A sensibilidade de S. mauritianum a fragmentacao florestal parece ter um menor grau
em relacdo a outras espécies arboreas da Mata Atlantica, isto se deve provavelmente por ser
pioneira e sua colonizagdo em habitats antropizados e ainda por suas caracteristicas
ecoldgicas associadas, como endemismo, polinizagdo, dispersdo zoocorica por aves €
morcegos que sao considerados excelentes dispersores e sua arquitetura favorece a dispersao e
também a associagdo com diversos insetos.

Estudos que mostram como as espécies nativas estdo estruturadas geneticamente nos
permite obter o maximo de informagdes para conhecer as populagdes nativas, aumentando

dessa forma, as chances de sucesso de programas de conservagao.
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