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RESUMO

Estudos de variabilidade genética de populagdes tiveram um avango
significativo com o incremento de técnicas de Biologia molecular. Essas
técnicas, tem servido para se estimar varios paradmetros uteis ao estudo da
biologia floral e conservagdo de espécies. A técnica de RAPD se mostra
eficiente pela sua alta capacidade de detecgdo de sitios polimérficos. O
objetivo deste trabalho é otimizar os protocolos de extragdo e amplificagdo por
RAPD para plantas de Eriotheca gracilipes € E. pubescens ¢ estimar a
variabilidade genética intra ¢ interespecifica de populagdes dessas espécies. O
estudo foi realizado em duas populagdes adjacentes e internas a Reserva
Particular do Patriménio Natural do Clube Caga e Pesca Itororo. Para os dados
de biologia molecular foram utilizados os protocolos de extragao e
amplificagio usualmente utilizado pelo Laboratorio de Genética da
Universidade Federal de Uberlandia. As modificagdes foram no emprego de
PVP-40 ¢ Proteinase K, no protocolo de extragdo, além do uso de BSA ¢
acréscimo na quantidade de MgCl,, no protocolo de amplificagdo. Os estudos
de campo foram feitos somente em E. gracilipes. Nesta etapa foram realizados
cruzamentos e autopolinizagdes controladas para estudo da biologia
reprodutiva. A produgio de sementes, foi comparada entre 0s individuos pelo
ANOVA e entre os tratamentos pelo teste “Mamm-Whitney-U”. As
modificagdes no protocolo, procurou sanar a alta quantidade de polifendis ¢
polissacarideos das plantas. Os polifendis sao agentes oxidantes que

influenciam na qualidade do DNA, sdo abundantes em espécies nao
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cultivaveis, uma vez que sdo fteis para defesa e eliminagdo de plantas
competidoras. Os polissacarideos séo encontrados em grande quantidade em
plantas de Cerrado pois, apesar da alta produgdo, ndo sdo convertidos em
energia para sintese de tecidos vegetais devido a pobreza do solo. Os dados de
campo sugerem que E. gracilipes seja uma espécie autoincompativel e a
estatistica utilizada para comparagdo da produgio de frutos ndo apontaram
diferenga significativa. A analise do padrdo de bandas foi feita com a
utilizagdo de 6 “primers” que apresentaram uma grande variabilidade dentro
do grupo de E. gracilipes ¢ pequena variabilidade dentro da populagdo de £.
pubescens, com a formagdo de 3 grupos de mesmo genotipo. A presenca de
baixa variabilidade em E. pubescens, foi discutida como resultado de um
processo de reprodugdo por apomixia adventicia que produziria populagdes
clonais. E. gracilipes apresentou o dobro de variabilidade encontrada em £
pubescens o que ¢ justificado pelo sistema xenogamico das plantas,
evidenciado pelos estudos de Campo. As populagdes das duas espécies
envolvidas no estudo, apresentaram uma diferenga superior a 50%. Os
protocolos foram otimizados e as técnicas de RAPD se mostraram eficientes
no estudo da variabilidade de populagdes de plantas do Cerrado juntamente

com os dados de Campo da biologia reprodutiva das espécies.
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1. INTRODUCAO

Niveis de endogamia e fluxo génico sdo temas freqiientes nos trabalhos
relativos a Ecologia e conservacdo de espécies vegetais. Estes trabalhos tém
sido realizados por estudiosos de Biologia reprodutiva de plantas por meto de
técnicas de cruzamentos controlados ¢ métodos indiretos para estimar a
paternidade (KAGEYAMA 1987; ANDRADE 1995; ASHMAN 1998). Porém, com
o advento de técnicas de biologia molecular como RAPD, RFLP,
Microssatélites € outras, tem-se determinado, de maneira mais direta, a

estrutura genética de uma espécie ¢ o modo pelo qual a variabilidade genética
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se distribui dentro da popula¢do (KEARNS e INOUYE 1993). O entendimento
dessa estrutura permite a utilizagdo apropriada e conservagdo dos recursos
genéticos florestais (KAGEYAMA 1987; CHASE er al. 1996).

A estrutura genética ¢ influenciada por varios fatores, dentre cles o
tamanho efetivo da populagdo, a distribuigao geografica, modo de reprodugio,
modo de dispersdo de sementes, riqueza da comunidade vegetal, além da taxa
de emigragfio e historia da populagao (KAGEYAMA 1987). Neste contexto, a
biologia molecular pode retratar a variabilidade, servindo como importante
diagnostico para a discussdo quanto as pressdes evolutivas sofridas por uma
populagdo em fungdo de seu ambiente.

Dentre as areas tropicais em franco processo de degradagdo esta o
Cerrado ou Savana Neotropical, que ocorre na regido Central do Brasil em
areas de chuvas sazonais, solos pobres e queimadas periddicas. Abrange uma
extensa area que corresponde a 22% (2,0 milhdes de km®) (HENRIQUES 1993;
BORALI 1996) do territério brasileiro onde, apesar da riqueza em espécies
vegetais, a biodiversidade ainda ¢ pouco conhecida (ALHO € MARTINS 1995).

Estudos sobre o Cerrado tém evidenciado que a mesma diversidade de
espécies vegetais, polinizadores e vetores encontrados em comunidades
florestais, pode ser observada em comunidades de plantas lenhosas de

Cerrado (OLIVEIRA ef al. 1992). O numero de espécies xenogamas
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obrigatorias (84%) se mostra superior a de algumas florestas tropicais. Esses
dados sugerem a existéncia de grande niimero de estratégias de reprodugao ¢
de interagdes interespecificas, bem como uma grande heterogeneidade na
estrutura génica dessas comunidades (OLIVEIRA 1994). Essa intrincada rede
de relacoes entre as espécies e 0 meio faz com que mudancas na densidade
das plantas ou do polinizador ocasione efeitos criticos na fertilizagdo ¢
sucesso reprodutivo das plantas (JANZEN 1980; JAMES 1998).

Entretanto, 59% das espécies de Cerrado apresentam capacidade de
multiplicagdo vegetativa (HENRIQUES 1993) ou sistemas de reprodugdo
apomiticos que contrastam com a predominancia da xenogamia obrigatoria
entre as plantas do Cerrado; um exemplo, sdo os sistemas encontrados por
OLIVEIRA et al. (1992) para espécies de Eriotheca:. Eriotheca pubescens
(MART. e ZuUCC.) SCHOTT ¢ ENDL. e L. gracilipes (K.SCH.) ROBYNS
(Bombacaceae), que sdo comuns em extensas areas do Cerrado (ARAUJO, n.
p.; HENRIQUES 1993; CABRAL 1995; OLIVEIRA 1997). Ambas possuem a
mesma dindmica de floragdo e a estrutura das flores € similar, com pequenas
variagdes no tamanho das pegas florais. Sdo polinizadas por abelhas grandes,
principalmente do género Centris e Xylocopa, com eventuais visitas de outros
insetos. Segundo OLIVEIRA et al. (1992), E. gracilipes € uma espécie auto-

incompativel, enquanto E. pubescens ¢ uma espécie auto compativel, que
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apresenta formagdo de embrides adventicios no saco embrionario. Esse
processo, citado por KOLTUNOW (1993) como Apomixia adventicia, foi
sugerido para E. pubescens por OLIVEIRA ef al. (1992), com base em
evidéncias de poliembrionia nas sementes. Porém, o estudo ndo confirma
claramente a ocorréncia de apomixia, sendo que as observagdes embriologicas
ndo estabeleceram a origem assexuada dos embrides observados.

A técnica de RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) tem se
mostrado uma importante ferramenta para analise de relagdes de paternidade e
avaliagdo de populagdes clonais (GRATTAPAGLIA ef al. 1995). Esta técnica se
baseia na utilizagdo de “primers” curtos de seqiiéncia arbitraria para dirigir a
reagdo de amplificagdo do DNA pela técnica do PCR, gerando grandes
quantidades de segmentos que variam entre individuos, mostrando o grau de
polimorfismo (FERREIRA ¢ GRATTAPAGLIA 1998).

O estudo comparativo da variabilidade genética de espécies
congenéricas serve como pardmetro para examinar a influéncia da biologia
reprodutiva das espécies sobre a estrutura genctica das populagdes. Tal
comparagdo permite a analise das variagdes taxondmicas e relagoes
filogenéticas entre as espécies de Eriotheca, além da padronizagdo das
técnicas de biologia molecular e sua utilizagdo direta no estudo da ecologia

dessas plantas.
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Este trabalho tem por objetivo testar metodologias de extragdo de DNA
e RAPD e otimizar protocolos adequados ao estudo da variabilidade genética
intra e interespecifica de Eriotheca gracilipes e E. pubescens, discutindo 0s
resultados obtidos para esclarecer os mecanismos reprodutivos das espécies.
A expectativa é que o trabalho possa levar a padronizagdo de um protocolo
para a utilizagdo das técnica de PCR — RAPD com espécies de Cerrado.

Além disso o trabalho buscara, por meio de estudos de campo, obter
maiores informagdes e experiéncia em relagdo a biologia reprodutiva destas
espécies, confirmando ou nao resultados anteriores ja publicados e

comparando-os com os dados moleculares.



Rodrigo Lemes Martins 6

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Estudo de Campo

O estudo foi realizado durante o periodo de Margo de 1999 a
Dezembro de 1999, no municipio de Uberlandia (18°30°- 19°30° §S; 47°50° W)
(ROSA et al. 1991), Estado de Minas Gerais. Este municipio situa-se no
dominio dos planaltos e chapadas da Bacia Sedimentar do Parana, sobre a

Formagdo Serra Geral, ocupando uma area de 4.040 Km* (ToMAZzoLI 1990;

BORALI 1996; RABELO 1997).
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O clima na regido ¢ tropical chuvoso com inverno frio e seco e verio
quente e chuvoso, caracterizando o tipo de clima Aw, segundo a classifica¢do
de Koppen (BORALI 1996). O inverno (Junho a Agosto) apresenta uma
temperatura média mensal de 18,8°C e pluviosidade variando de 20 a 50mm,
enquanto o verdo (Dezembro a Fevereiro) apresenta temperaturas médias
mensais de 23,5°C com indice pluviométrico em torno de 812,5 mm (ROSA et
al. 1991; BORALI 1996). O tipo de solo, geralmente encontrado, é o Latossolo
Roxo, alico ou distrofico, Latossolo Vermelho-amarelo ¢ Gley Humico
(EMBRAPA 1982 apud CABRAL 1995; BORALI 1996).

A regido se encontra sob o dominio do Cerrado, que se caracteriza por
uma vegetagdo xeromorfica formada, basicamente, de arvores tortuosas,
arbustos e gramineas em diferentes propor¢des que formam gradientes
fitofisiondmicos (RIBEIRO ef al. 1983; ALHO e MARTINS 1995).

Eriotheca. gracilipes é uma espécie muito comum no Cerrado de
Uberlandia (CABRAL 1995; OLIVEIRA 1997), ocorrendo em 70% das areas
amostradas e £. pubescens é mais rara ocorrendo em apenas 15% dos
levantamentos (ARAUJO, n. p.).

Os individuos estudados estdo localizados em populagdes de areas vizinhas
e internas a Reserva Particular do Patriménio Natural Caga e Pesca Itororo,

propriedade do Clube Caca e Pesca Itororé de Uberlandia (CCPIU) (Figura 1).
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Figura -1: Area onde foi realizado o estudo. (+) Area dos individuos usados nos estudos
de DNA e cruzamentos de Campo. Os individuos usados no experimento de divergéncia
genética por RAPD foram amostrados a partir do Bairro City Uberlandia, terminando no
CCPIU. () Area restante dos individuos utilizados nos cruzamentos de Campo.
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A Reserva possui uma area de 127ha e encontra-se atravessada por uma
Vereda que margeia o Corrego do Lajeado, onde ocorre manchas de Mata
Mesofila e ainda o gradiente Campo sujo e Cerrado (sentido estrito).

Em fun¢do do desenvolvimento da pecudria, a drea sofreu perturbagdes até
o final década de 80, porém mesmo com a constante ameaca do fogo, a
vegetacdo natural tem se reconstituido e apresenta grande diversidade de
espécies comparando-se com outras areas de Cerrado (sentido restrito)

(CABRAL 1995; OLIVEIRA 1997).

2.2, A amostra
A amostra para o estudo do DNA, constituiu-se de 10 individuos de cada espécie
que foram previamente marcados com etiquetas metalicas numeradas. A
localizagao de cada planta foi definida por coordenadas obtidas com o auxilio
de um GPS — Garmin II-Plus. Os exemplares estudados tiveram as folhas jovens

coletadas e armazenadas em freezer a -70°C .

2.3. Experimentos de Laboratorio
Os experimentos de Biologia Molecular foram realizados no Laboratorio de
Genética da Universidade Federal de Uberlandia no periodo de Margo a Dezembro

de 1999.
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2.4. Extracido de DNA

Das folhas armazenadas a —70°C, apos lavagem com detergente € agua,
foram utilizados 400mg para extragdo do DNA. A extragdo seguiu 0 protocolo
relatado por PEREIRA (1999) que utilizou o mesmo para a extragdo do DNA de
Ananas (Bromeliaceae) em condigdes de infra-estrutura semelhante a do trabalho
em questdio com modificagdes basecadas em WEISING (1995) e¢ FERREIRA ¢
GRATAPAGLIA (1998). Macerou-se 400mg de folha em nitrogénio liquido, que
foram transferidos para um microtubo de 2ml, onde foram adicionados 1,5 ml de
Tampdo de extragdo (Polivinilpirolidone-40M 2%; NaCl 1,4M; Tris HCI pHS,0
100mM; EDTA 20mM; CTAB 2% e B-Mercaptoetanol a 0,2%), em seguida
incubado em banho-maria a 65°C por uma hora e, posteriormente,
centrifugado por 15 minutos 4 9.000 rpm. O sobrenadante foi transferido para
outro tubo onde foram adicionados 10ul de Proteinase K (10mg/ml),
incubando-se o extrato vegetal a 45°C por 60min. Em seguida, adicionou-se
10ul de RNAse (10mg/ml) para incubagio por 30 minutos, a 37°C. Os tubos
com o extrato vegetal foram, entdo, a partir dai, completados com
Cloroformio - Alcool isoamilico (24:1) e centrifugados a 10.000rpm durante
13 minutos. O sobrenadante foi retirado ¢ repetiu-se a limpeza com
Cloroformio - Alcool isoamilico. Ao DNA, em solugido no sobrenadante,

adicionou-se 2/3 do volume da solu¢do em Isopropanol absoluto PA e 1/10 do
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volume da solucdo em Acetato de Sodio 3M. Os tubos foram mantidos “over-
night’” a 4°C e, em seguida, centrifugados a 10.000 rpm por 30 minutos; o
DNA (“pellet”) foi lavado com etanol 70% ¢ em seguida, separado do Etanol
pelo processo de secagem em estufa a 37°C e ressuspendido em 200ul de

Tris-EDTA (TE).

2.5. Quantificacdo e Qualificacio do DNA

Inicialmente, foi feito a aplicagdo de 10 ul de DNA estoque em gel de
agarose 1,0% corado com brometo de etidio. Neste teste, foi verificado a
presenca e a qualidade do DNA, observando-se a integridade do mesmo ¢ a
ocorréncia de contaminantes.

A quantificagdo do DNA foi feita por espectrofotometria utilizando-se
um espectrofotometro Hitachi U-2000. Uma aliquota de 10ul de amostra de
DNA estoque foi diluida 100 vezes em agua ultrapura € a quantificagao foi
feita pela absorbancia a 260nm. As concentragoes de DNA acusadas pelo

espectrofotdmetro foram calculadas pela seguinte formula:
[DNA] = ABS(260) x 50 x Fator de Diluigdo

Apos a quantificagdo e a confirmagdo da qualidade do DNA, este foi

aliquotado em amostras de trabalho a 10ng/ul (PEREIRA 1999).
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2.6. RAPD — DNA Polimérfico Amplificado ao Acaso

De 16 “primers” testados selecionou-se seis que ofereceram um melhor
padrio de bandas polimorficas em dois DNAs inicialmente analisados. Todos
os “primers” utilizados foram fabricados pela OPERON Technologies Inc.,
sendo todos oligonucleotideos com 10 bases ¢ de seqiiéncias arbitrarias.

O volume total de cada reagdo foi de 18ul. Cada reagdo continha: 1,8 ul
de tampdo da Tag 10x (Tris HCl 10mM, KCI 50mM, MgCl, 1,5mM — 1x),
1,8ul de dNTPs 10mM (100uM de: dGTP, dCTP, dATP e dTTP), 2,7ul de
MgCl, 10mM (1,3mM), 10 pmol de “primer”, U de Tag DNA Polimerase,
10ng de DNA gendmico (ausente no controle negativo, feito para cada bateria
de reagdes), 1ul de albumina soro bovina purificada (BSA - 10mg/ul) ¢ agua
ultrapura para completar o volume de 18ul. Sobre cada reagdo adicionou-se
uma gota de 6leo mineral, para evitar a evaporagao no termociclador. Antes
de serem levadas ao termociclador cada reagdo foi submetida a um pulso
rapido de 4.000rpm para homogeneizagao das reagoes.

Para cada bateria de rea¢des fez-se um controle negativo com todos os
compostos da reagdo, exceto o DNA, para verificar se os produtos

amplificados das reagdes apresentavam DNA gendmico resultante de

contaminagdes ou artefatos do “primer”.
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As reacgdes foram amplificadas em Termociclador MJ Research, Inc.,
modelo PTC-100, por 3 ciclos de 94°C/lmin, 35°C/1min e 72°C/1min; 34

ciclos de 94°C/10s, 40°C/20s e 72°C/2min.

2.7. Separacio e Visualizagdo dos Produtos Amplificados

Os produtos das amplificagdes foram separados em gel de agarose 1,5%
em tampdo Tris-Borato- EDTA (TBE) 0,5X.

Para a eletroforese, adicionou-se em cada amostra 1/5 do seu volume de
tampao de carregamento (azul de bromofenol 3,61M, Xileno Cianol 4,64M,
Sacarose 1,17M e EDTA 0,1M pH8,0). A eletroforese foi conduzida a 0,23
V/ml por 2 horas. Os géis foram visualizados em transiluminador UV ¢
fotografados em VDS Image System — Pharmacia, usando filtro laranja,
tempo de exposigado de 4,00 a 5,00 segundos, contraste de 0 a 6 ¢ 0,45 de fator

de corregdo da camera.

2.8. Analise dos Dados
O padrio de bandas de cada reacao, foi analisado por meio da
contagem do numero de bandas presentes em cada gel. As bandas pouco

visiveis ndo foram incluidas.
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O padrio diferencial de bandas foi utilizado para descrever a diferenga
genética inter e intraespecifica por meio de uma matriz bindria baseado na
presenga (1) e auséncia(0) de bandas reproduziveis.

A matriz foi gerada pelo programa STATISTICA 4,5 (1993) e utilizada
para o calculo das distdncias genéticas ¢ analise de agrupamento. As
distancias genéticas foram calculadas pelo método de Porcentagem de
Desacordo, segundo a formula: N’,p/Nr, onde N'sp é o nimero total de
bandas polimorficas entre os genotipos comparados € Ny € o nimero total de
bandas.

A andlise de grupos ou “clusters” foi feita através do método ndo
ponderado de agrupamento aos pares, utilizando-se médias aritméticas
(UPGMA - Unweighted pair-group method using arithmetic average), que
agrupa individuos de acordo com a similaridade. Inicialmente, os individuos
mais similares sdo agrupados e, assim, sucessivamente, até os individuos ou

grupos, mais distantes.

2.9. Experimentos de campo
Os estudos de campo sobre a biologia reprodutiva das espécies envolveu
cruzamentos controlados. Estes foram feitos no periodo de Maio a Agosto,

quando E. gracilipes e E. pubescens florescem, na regido de Uberlandia. Para
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tal, foram marcadas novas plantas totalizando uma amostra final de 22
mdividuos de E. gracilipes e 20 de E. pubescens, incluindo as envolvidas no
estudo do DNA.

Os botdes florais utilizados nos tratamentos, foram mantidos isolados de
visitantes (abelhas Xilocopa frontalis) polinizados por meio de ensacamento,
para o controle dos cruzamentos (KEARNS € INOUYE 1993). As polinizag¢des
cruzadas aconteceram entre individuos distantes mais de 2,5m, pois este € 0
valor maximo da distdncia de caules resultantes de crescimento vegetativo
encontrado por HENRIQUES (1993) em espécies de Cerrado. O mesmo autor
registrou a presenga de processo semelhante em Eriotheca pubescens, com
individuos com caules vegetativos distantes até 1,5m. Os frutos, resultantes
dos tratamentos, foram coletados ¢ o niimero de sementes produzidas por
autopolinizagio e por polinizagdo cruzada foram comparados por meio do teste
de “Mann-Whitney - U™ para dados ndo paramétricos (SOKAL ¢ ROHLF 1981).
Para comparagdo entre o numero de sementes resultantes de tratamentos que

foram produzidos em cada planta, foi utilizado o teste estatistico ANOVA.
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3. RESULTADOS

3.1. Otimizacio do Protocolo

Inicialmente, o protocolo de PEREIRA (1999) foi testado para as espécies
Vochysia tucanorum, Ananas sp, Eriotheca gracilipes € Cabralia canjerana. Neste
teste, apenas o0 DNA de 7=, gracilipes ndo foi extraido. Para tanto, acrescentou-se as
etapas de limpeza com ~50ul (1/10 do volume do tubo) de uma solugdo 10% de
CTAB ¢ 1.4M de NaCl entre os passos de limpeza com Cloroformio - Alcool

isoamilico (24:1), seguindo sugestoes de FERREIRA ¢ GRATAPAGLIA (1998).
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Estes passos nao foram suficientes para limpar a amostra que s manteve
viscosa e com coloragdo parda durante todo o processo de extragdo. A analise da
qualidade das bandas em gel de agarose 1,0% dessa espécie revelou uma
quantidade variavel de DNA e visualmente contaminada por outras
substancias de coloragdo parda.

A alta quantidade de proteinas foi sanada com a utilizagdo de Proteinase K
(10mg/ml) com posterior incubagdo do extrato vegetal a 45°C por 60min
antes do acréscimo de 10ul de RNAse (10mg/ml). O uso da Proteinase K
diminuiu a viscosidade da amostra, porém ainda foi possivel verificar a
presenga de contaminantes, principalmente nas amostras de E. gracilipes.

O padrio de bandas das amplificagdes iniciais foi comprometido, com
amplificagdes ausentes, muito fracas ¢ de caréter irreprodutivel, ndo sendo mantido
a qualidade das amplificagdes ao longo de testes sucessivos. Para tanto,
utilizou-se no protocolo de extragdo o Polyvinylpyrrolidone-40M, que ja se
mostrou eficiente na extragdo do DNA de plantas, sendo util na eliminagdo
dos contaminantes (n. p. D.M.S.ROCHA).

O uso do mesmo nao resultou em uma melhora visivel no resultado da
extragio do DNA de E. gracilipes, porém FE. pubescens apresentou
quantidades de DNA bastante homogéneas quando comparadas as bandas dos

individuos da mesma espécie, em gel de 1,0%.
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Apés o acréscimo do PVP-40 no protocolo de extragdo do DNA,
manteve-se a baixa qualidade das amplificagdes ao longo de testes sucessivos.
Bascado nestes resultados, foi acrescentado BSA (1ul a 10mg/pl em cada

rea¢do) e aumentada a quantidade de MgCl, (de 2 para 2,7 mM).

3.2. Analise das bandas polimdrficas

A anélise do padrio de bandas amplificadas obtidas com os seis
“primers” apresentou 33 posigdes de bandas passiveis de analise, dentre estas,
45.45% foram bandas poliméficas interespecificas e 30,30% bandas
polimoficas intra-especificas. Das ultimas, oito bandas (24,24%)
demonstraram polimorfismo para E. gracilipes (exemplo na Figura 2) e duas
(6,06%) para E. pubescens que apareceram em um Unico “primer”’-OPC06

(Figura 3).

123 4 56 78910 1’1"-12‘1'3'-‘-14 1516 17 181920 C M~

Figura — 2: Padrio de bandas por RAPD obtido com o “primer” OPM11. Os individuos de 1 a

10 corresponde a E. pubescens e de 11 a 20 a E. gracilipes. M — marcador de peso molecular. A

seta indica banda polimérfica para E. gracilipes.
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Figura — 3: Padriio de bandas por RAPD obtido com o “primer” OPCO06. Os individuos de 1 a
10 corresponde a E. pubescens e de 11 a 20 a E. gracilipes. A seta indica bandas polimorficas
para E. pubescens.

A analise estatistica da porcentagem de desacordo, pelo Método néo

ponderado de agrupamento aos pares, forneceu o dendrograma apresentado na

Figura 4, que mostra a existéncia de dois grupos contendo individuos clonais
(Porcentagem de desacordo = 0) dentro da populagdo de E. pubescens. Ja L.
gracilipes, ndo apresentou nenhum individuo com o0 mesmo padrdo de bandas.

Os individuos de E. pubescens foram relacionados formando grupos

que acompanharam a seqiiéncia de coletas de individuos no transecto, onde

. esta distribuida a populagdo (Figura 1). Quanto a E gracilipes, 0s
agrupamentos ndo evidenciaram relagdo espacial clara, entre os individuos

(Figura 4).
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Quanto a relagdo entre as espécies analisadas, as mesmas apresentam
divergéncia genética maxima de 0,575 o que resultou na formagdo de dois
grupos com segregagao distinta (Figura 4). A populagdo de L. pubescens, que
forma o primeiro grupo, apresenta divergéncia genética maxima entre 0s
individuos de 0,0575, enquanto que na populagdo de E. gracilipes a

divergéncia genética maxima entre os individuos foi de 0,12.

E.pubcscensl |
E.pubescens2
E.pubescens3
E.pubescensd
E.pubescens3
E.pubescens6
E.pubescensi0
E.pubescens12
E.pubescensld
E.pubescens13
E.gracilipes1
E.gracilipes15
E.gracilipes3
E.gracilipes7
E.gracilipes12
E.gracilipes8
E.gracilipes9
E.gracilipes10
E. gracilipes13
E.garcilipes14 |

Gendtipos

0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6
Distincia genética

Figura — 4: Dendrograma das distdncias genéticas entre individuos das espécies de
Eriotheca gracilipes e E. pubescens com base em 33 posicdes de bandas obtidas por 6
“primers”.

3.3. Cruzamentos Controlados de Campo
Os cruzamentos se deram durante o periodo de 19 de maio a 17 de julho

de 1999, estando este intervalo compreendido entre 0s periodo de floragao das
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espécies estudadas. A populagdo de L. gracilipes iniciou sua floragao no inicio
de maio e findou em meados do més de agosto enquanto E. pubescens
apresentou um periodo muito curto de floragao que durou de junho a agosto
com a maioria dos individuos iniciando a floragao no final de julho.

Além da curta floragdo de E. pubescens, foi encontrado nos individuos
da populagdo estudada um alto indice de botdes abortados devido a predagdo
por larvas. Tal predagdo ¢ o pequeno intervalo entre o inicio ¢ o fim da
floracdo da populagao de E. pubescens, nao permitiu que 0s cruzamentos
controlados fossem realizados nessa espécie.

Em L. gracilipes, porém, foram realizados todos os cruzamentos € a
analise do sistema de reprodugio confirmou que a planta ¢ basicamente auto-

incompativel (tabela 1), mesmo produzindo alguns frutos resultantes de

autopolinizagao.

Tabelal: Resultados das polinizagdes controladas efetuadas em flores de E. gracilipes,
indice de autoincompatibilidade obtido a partir destes resultados.

Tratamentos Flores (n) o Fr'utosm(h) Sucesso (%)
CONTROLE (Polinizagdo natural) 108 13 12,037
AUTOPOLINIZAGAO 100 3 3,000
POLINIZACAO CRUZADA 98 16 16,326

Total 313 32 31,167

IST* = 0,184
indice de autoincompatibilidade (% de frutos autopolinizados / % de frutos de polinizagdo cruzada). 0,25
seria o limite para plantas autoincompativeis (BULLOCK, 1985).
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Para os cruzamentos, foram utilizados 12 individuos de E. gracilipes,
dos quais apenas 6 estiveram presentes na amostra utilizada para o estudo do
DNA. Sete individuos produziram frutos resultantes de polinizagdes
controladas. A média de frutos por tratamento foi de 0,128 (5=0,139).

A comparagdo entre o numero de sementes produzidas pelos frutos de
cada individuo, pelo ANOVA, evidenciou ndo haver variagdo significativa no
namero de sementes produzidas entre cada individuo (F=0,1177; 3,10 ).

No experimento, a média de sementes produzidas foi, na
autopolinizagdo, de 6 sementes/ fruto (S=3,873) e na polinizagdo cruzada,
15.818 sementes/fruto (S=10,404). Segundo o teste “Mann-Whitney -U” para
dados ndo paramétricos ndo ha diferenca significativa entre as duas médias

(U=27;, 0 =28 a0,05).
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4. DISCUSSOES

4.1. Otimizacao do protocolo

A qualidade do DNA extraido € o que ird garantir uma boa amplificagdo,
uma vez que substancias indesejadas podem promover a inibigdo da reagdo de
PCR e até mesmo, degradacdo parcial ou total do DNA (WEISING et al. 1995;
FERREIRA ¢ GRATTAPAGLIA 1998). Essa degradagdo, mesmo que pequena,
diminui a reprodutibilidade do teste, uma vez que variagdes na quantidade do
DNA podem promover o enfraquecimento e desaparecimento do sinal de

bandas no gel, tornando o resultado cadtico (WILLIAMS ef al. 1993).
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Varios procedimentos sdo descritos para a extragdo do DNA de tecidos
vegetais, cada um com modificagdes particulares para cada organismo visando
resolver problemas especificos (PARKER ef al. 1998).

Os protocolos de extragdo se baseiam na destruicdo mecanica de
membranas e paredes celulares, na agdo de detergentes para solubilizagdo de
membranas lipoproteicas € no uso de proteinases e nucleases que atuam
quimicamente em Sseus respectivos substratos. A extragdo de componentes
orgnicos ocorre através do uso do fenol e do cloroformio como solventes, 0
que facilita a separagao em centrifuga de lipidios, de proteinas ¢ da maioria
dos polissacarideos, que ficam retidos na fase organica inferior (FERREIRA €
GRATTAPAGLIA 1998; PARKER et al. 1998).

Geralmente, as plantas produzem metabolitos secundarios que
interferem na extragdo (WEISING et al. 1995). Apos a centrifugacdo, alguns
polissacarideos, assim como compostos fenolicos ainda podem ser encontrados
na fase liquida junto com DNA.

Segundo WEISING ef al. (1995), a alta viscosidade de uma amostra € um
indicativo da presenca de polissacarideos, assim como a coloragdo parda
geralmente ¢ resultado da oxidagao de polifendis em compostos quindnicos, 0s

quais sdo poderosos agentes oxidantes do DNA ¢ de proteinas.
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Para evitar isso, fez-se necessario o uso de polyvinylpyrrolidone (PVP)
como agente antioxidante (FERREIRA e GRATTAPAGLIA 1998). JOHN (1992
apud WEISING ef al. 1995) foi o primeiro a utilizar o PVP no protocolo de
extragdo de DNA, usou especificamente para Bombacaceae, Malvaceae,
Moraceae, que possuem alta quantidade de polifendis.

Como evidenciado nos resultados, o aumento da concentragdo de PVP
ndo trouxe melhora na qualidade da extra¢do. Possivelmente, o cloroférmio
nao atuou efetivamente na dissolugdo de polifenodis, pois apds a centrifugagdo
e o tratamento da fase aquosa (com NaCl e alcool), nota-se a precipitagdo do
DNA juntamente com substancias de coloragdo parda. Mesmo as subsequentes
fases de retirada do NaCl com alcool, ndo evitavam a presenga de
contaminantes.

E conhecida a eficiéncia do método de extragio para Eucalyptus (BARIL
et al. 1997; GAIOTTO ef al. 1997), Dicentrarchus (CACCONE et al. 1997), Pinus
(KNOTT et al. 1997), Manihot esculenta (GRATTAPAGLIA et al. 1995), Pterodon
(ROCHA e MACDOWELL 1997), além de outras citagdes de FERREIRA ¢
GRATTAPAGLIA (1998) com relagdo a Brassica, Citrus, milho, arroz e dendé.
Geralmente os trabalhos nesta area, estdo relacionados a espécies cultivaveis
que sdo selecionadas artificialmente para que a quantidade de taninos,

quinonas ¢ polifendis seja reduzida.



Rodrigo Lemes Martins 26

Dentre as espécies citadas, apenas Prerodon € uma planta de Cerrado. E
possivel especular que estas plantas, devido a deficiéncia de minerais e matéria
organica do solo, ndo conseguem nutrientes para o seu crescimento. Porém, a
abundancia de energia solar e agua garante uma alta produgdo de agucares
(polissacarideos) € gorduras que acabariam sendo acumuladas nos tecidos
(ALHO e MARTINS 1995). Outro aspecto ¢ a quantidade e importancia de
substancias de defesa nos tecidos de plantas de ambientes restritivos ¢ com alta
diversidade de insetos, pois esse fator diminuiria perdas pela herbivoria
(JANZEN 1980). Actmulo destes produtos nos tecidos explicariam as
dificuldades de extragdo encontradas em Eriotheca.

Apesar da contaminagdo da solugdo de trabalho, a amplificagdo de
fragmentos pdde ser realizada eficientemente com 0 uso do BSA, promovendo
a estabilizagio da 7Tag, que poderia estar sendo influenciada por ions
resultantes da oxidagdo dos polifenois (FERREIRA € GRATTAPAGLIA 1998). O
magnésio foi utilizado apenas para aumentar a intensidade de bandas podendo

melhorar a visualizagdo do produto amplificado (WILLIAMS 1993).

4.2. Dados moleculares
A utilizacio de marcadores moleculares em plantas tem sido uma

ferramenta muito util para estudar a estrutura génica de uma comunidade
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vegetal (SCHNABEL ef al. 1998). Estudos de diversidade e paternidade tiveram
um avango significativo apds a descoberta e utilizagdo destas técnicas (CHASE
et al 1996, DOWEASHLEY 1996; NASON et al. 1996) que permitiram
comparagdes de individuos e definigoes das porgdes gendmicas associadas a
diferencas adaptativas especificas ( CACCONE et al. 1997; PEREIRA 1999).
Dentre as técnicas, 0 RAPD se mostra eficiente em estudos de variabilidade
devido ao alto poder de detecg¢do de polimorfismo.

Nas espécies envolvidas neste estudo, a porcentagem de desacordo entre
as espécies foi de 0,575. FERREIRA (1999) com 12 “primers”, encontrou uma
porcentagem de desacordo entre duas espécies de Ananas (0,24) que fo1
inferior a encontrada entre as proprias variedades de Ananas comosus. O
mesmo autor sugere um estudo da viabilidade de hibridos de Ananas
anassoides e Ananas nanus para comprovagdo da classificagdo atual. Desta
maneira, o percentual de desacordo entre as espécies de Eriotheca foi
relativamente alto e consistente com as diferengas morfologicas e
cromossdmicas que caracterizaram as espécies (ROBYNS 1963; OLIVEIRA ef al.
1992).

Estudos com RAPD com maior niimero de “primers” ou a utilizagdo de
“primers” longos poderia confirmar os dados obtidos para as espécies de

Lriotheca estudadas, assim como a similaridade com outras espécies
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congenéricas. OLIVEIRA ef al. (1992) sugerem a possibilidade de E. pubescens
ter uma ligagdo estreita com E. gracilipes, podendo ser a primeira, uma forma
hexaploide da segunda. OLIVEIRA ef al. (1992) ainda relatam varios casos de
poliploidia em plantas de Cerrado, assim como a associagdo desta variagdo
com a evolugdo e com a quebra no sistema de incompatibilidade das espécies
afetadas.

Ha limitagdes quanto a comparagdo entre indices de similaridade de
espécies estudadas por protocolos diferentes. Porém, o uso de espécies
congenéricas, sob os mesmos numeros de variaveis, pode evidenciar
claramente o efeito da biologia reprodutiva na estrutura genética das
populagdes de cada espécie. A populagdo de E. pubescens, apresentou
divergéncia genética maxima entre os individuos de 0,0575, corroborando a
hipotese da existéncia de uma baixa variabilidade génica devida a apomixia,
como discutido por OLIVEIRA et al. (1992).

Na populagdo de E. gracilipes a divergéncia genética maxima entre 0s
individuos ¢ de 0,12, dobro dos indices mostrados para L. pubescens. Esse
resultado evidencia a existéncia de uma variabilidade génica maior nesta
espécie, explicada pelos dados de campo, que indicam que esta espécie €

predominantemente xenogama.
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Estudos sobre outras espécies de Bombacaceae tém mostrado sistemas
reprodutivos variados, com espécies marcadamente xenogamicas (GIBBS e
BIANCHI 1993; GRIBEL ef al. 1999) ¢ outras inclusive apomiticas (BAKER
1960; DuNCAN 1970). O que se pode esperar € que a variabilidade génica seja
maior entre individuos de espécies xenogamicas do que entre os individuos de
espécies apomiticas.

O dendrograma obtido para os individuos da populagdo de E. pubescens
(Figura 4) permitiu que se identificasse dois potenciais grupos clonais ¢ um
individuo diferenciado (E. pubescens 15), num total de 3 genétipos apenas.
Mesmo assim foi grande a similaridade entre os genotipos encontrados (0,0575
de divergéncia maxima).

A autogamia poderia explicar estes valores de similaridade obtidos para
L. pubescens. Porém, dados de OLIVEIRA et al. (1992) ja sustentavam a
hipétese da existéncia de populagdes clonais em E. pubescens, resultante da
formagdo de frutos com embrides adventicios. KOLTUNOW (1993) menciona
que a apomixia ¢ tipica em espécies poliploides (como Dichantium p. ex.),
pelo excesso de copias de determinado alelo mutante, que dispara a formagdo
de embrides adventicios. Esse fato pode contribuir para o entendimento da

origem da apomixia em FE. pubescens. Apomixia adventicia ¢ citada para
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outras espécies de Bombacaceae e parece estar também associada a poliploidia
(BAKER 1960; DUNCAN 1970).

Os dados do presente estudo sugerem que os possiveis grupos clonais
em [. pubescens estejam dispostos em areas bem definidas ao longo do
transecto (Figura 1 e 4). Em E. pubescens, entre o grupo dos individuos 12 e
14 ¢ o individuo 15, encontrou-se divergéncia maxima de 0,0575, embora os
individuos 14 ¢ 15 estdo dispostos aproximadamente 3m, em campo. Estes
resultados contraditorios podem ser devidos a variabilidade normal da espécie.
Mas pode também, ser resultado de mutagdes ou alteragdes cromossomicas
que ndo obrigatoriamente irdo provocar modificagdes a nivel de tecido
reprodutivo. Essas alteragdes somaticas (mosaicismo), ndo sido herdaveis e,
portanto, nido contribuem para o aumento de wvariabilidade genética da
populagdo, porém, sio comuns em plantas (RICHARDS 1986, ROCHA e
MACDOWELL 1997).

As vantagens da manutengdo de um gendtipo bem adaptado € clara em
um ambiente estavel o que justifica também a reproducdo vegetativa (FORD
1980, ROCHA € MACDOWELL 1997). Apesar da vantagem dessa estratégia, a
manuten¢do de uma percentagem de reprodugdo sexual, mesmo esporadica,
garante a existéncia da variabilidade genética que assegure a sobrevivéncia da

espécie em periodos instaveis, o que ¢ verificado em gramineas, segundo
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KNOoX (1967) ¢ RICHARDS (1986). O primeiro, em seu estudo com
Dichanthium, mencionou a apomixia como um evento que ocorre apenas em
organismos tetraploides e ¢ regulado pelo fotoperiodo. Esse fato demonstra a
vantagem de tal reprodug¢ao para a manutengdo de individuos polimorficos
dentro das populagdes clonais ¢ a influéncia de fatores abioticos neste
processo. Tal influéncia também foi1 mencionada por ROCHA ¢ MACDOWELL
(1997) para populagdes de Prerodon pubescens. P. pubescens, a sucupira
branca. Esta espécie, comum no cerrado que apresenta populagdes clonais
(talvez por multiplicacdo vegetativa) e sexuadas, conforme indicado pelo
RAPD. Esta apomixia facultativa poderia ser uma forma de multiplicar
genotipos favordveis em condigdes ambientais adversas (ROCHA e
MACDOWELL 1997).

Quanto ao sistema reprodutivo de E. gracilipes, os dados de campo
corroboraram os resultados obtidos por OLIVEIRA et al. (1992), exceto pela
presen¢a de sementes resultantes de autopolinizagdo. Porém, esta producdo de
sementes por autopolinizagdo esteve limitada a alguns individuos da populagao
(I:. gracilipes 10 e F. gracilipes 15 ) que ndo foram analisados nos estudos
moleculares. A viabilidade e vigor destas sementes também ndo pdde ser

testados.
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5. CONCLUSAO

- Os protocolos estabelecido na metodologia deste trabalho permitiu,
apOs alguns ajustes, uma eficiente extragdo e amplificagdio do DNA de
espécies de Erioteca.

- Com o uso de apenas seis “primers”, foi possivel evidenciar o dobro de
variabilidade génica dentro da espécie de E. gracilipes, quando comparado
com L. pubescens.

- A populagdo de E. pubescens apresentou a formagdo de provaveis

grupos clonais dispostos de forma bem definida ao longo do transecto de
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coleta em campo. Tais resultados corroboram a idéia de que a espécie €
apomitica.

- Resultados de polinizagdes controladas no campo e os dados
moleculares confirmam a predomindncia da xenogamia e maior variabilidade
génica em FE. gracilipes.

- A técnica de RAPD se mostrou de grande valia para estudos de

biologia reprodutiva e estrutura génica de populagdes de plantas do cerrado.
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