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RESUMO GERAL

Tese de Doutorado
Programa de Pés-Graduagcdo em Agronomia
Universidade Federal de Santa Maria, RS, Brasil

DISTR[BUI(;AO DA VARIABILIDADE GENETICA EM
POPULACOES NATURAIS DE Baccharis trimera (Less) DC.
(CARQUEJA) NO SUL DO BRASIL.

AUTORA: Neiva Maria Frizon Auler
ORIENTADORA: Alice Battistin
CO-ORIENTADOR: Mauricio Sedrez dos Reis
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 13 de dezembro de 2004.

A carqueja (Baccharis trimera (Less) DC.) € uma planta nativa da
América do Sul, ocorre em varios ambientes, muito utilizada na medicina
popular, sendo explorada de forma predatéria. O desenvolvimento deste
estudo teve como objetivo gerar informagdes para o estabelecimento de
estratégias adequadas para a conservacao de recursos genéticos da
espécie. Desta maneira, buscou-se informacdes relativas a aspectos
reprodutivos e genéticos da mesma. Nas analises citogenéticas, buscou-
se informacdes a respeito do niamero de cromossomos, formacdo dos
gametas masculinos (microsporogénese) e viabilidade polinica em oito
populacdes nativas dos Estados do Rio Grande do Sul e de Santa
Catarina. Na contagem do numero de cromossomos, foram analisadas em
meédia 10 células metafasicas por populacdo. O corante usado foi Giemsa
2% (v/v). Nas andlises da microsporogénese, foram comparadas as fases
de associacao e distribuicdo dos cromossomos na meiose, a formacéao de
tétrades e viabilidade polinica pelo teste do (2 (P(0,01). O corante usado
na identificacdo das células foi o carmim propionico 2%(m/v) e para a
estimativa da viabilidade do polen foram testados trés diferentes corantes:
carmim propiénico 2%, orceina acética 2% (m/v) e reativo de alexander.
Para a caracterizagdo da variabilidade genética foram coletadas amostras
de dez popula¢bes naturais de individuos adultos e quatro para progénies
maternas procedentes do Sul do Brasil. Foram utilizados marcadores
alozimicos, revelados a partir de eletroforese em gel de amido (penetrose
30-13%), com tampao eletrodo—gel Tris—citrato para 0s sistemas
enzimaticos ACP, a - EST, 3 - EST, MDH, PRX, NADHDH e GTDH. Para
a caracterizagdo da estrutura genética foram usadas as estatisticas F de
Wright. O sistema reprodutivo foi caracterizado a partir da avaliacdo da



existéncia de equilibrio de panmixia e endogamia, bem como a partir da
estimativa da taxa de cruzamento multilocos. Os principais resultados
revelaram que as populacdes analisadas sdo dipléides com 2n=2x=18
cromossomos. Para as oito populagcdes de Baccharis trimera, tanto na
meiose | quanto na meiose I, a porcentagem de células normais, indice
meiotico e viabilidade do pélen foram acima de 85%. Estes dados indicam
que as populacdes possuem uma microsporogénese normal, no processo
evolutivo da espécie, ndo ocorrendo problemas quando de sua introducéo
em programas de selecdo, cruzamento e producdo de sementes. Na
comparacdo entre os trés corantes, foram observadas diferencas
significativas entre os mesmos, sugerindo o corante reativo de alexander
como o0 mais indicado para estimar a viabilidade do pdélen nesta espécie.
Os resultados obtidos pelos marcadores alozimicos revelaram niveis
elevados de diversidades tanto para adultos (P=71% A=2,1, Ho=0,217 e
He=0,215), quanto para as progénies (P=81%, A=2,4, Ho0=0,272 e
He=0,269). A maior parte da variabilidade genética de Baccharis. trimera
estd dentro das populacbes (FST = 0,0326), com excesso de
heterozigotos para a maioria das populagdes. Ha indicativos de que o
tamanho efetivo populacional e o tipo vegetacional sdo os fatores de
maior influéncia nas diferencas encontradas entre as populacfes. A
espécie € aldgama com Tm=1,05. As populacdes estudadas estdo em
equilibrio de panmixia e endogamia. Tomados em conjunto, os resultados
desta pesquisa fornecem referenciais que possibilitam definir estratégias
para a conservacao de recursos genéticos da espécie.

Palavras Chave: carqueja, variabilidade genética, pélen, plantas
medicinais.



GENERAL ABSTRACT

Tese de Doutorado
Programa de Pés-Graduagcdo em Agronomia
Universidade Federal de Santa Maria

GENETIC VARIABILITY DISTRIBUTION IN NATURAL
POPULATIONS OF Baccharis trimera (Less) DC.
(CARQUEJA) IN SOUTHERN BRAZIL

Author : Neiva Maria Frizon Auler
Advisor : Alice Battistin
Advisor : Mauricio Sedrez dos Reis
Date and place of Defese: Santa Maria, decembre 13, 2004

Carqueja (Bacchatris trimera) is a native plant from South America,
occurs in several settings, it is highly employed in popular medicine, and
has been explored under a grasping way. This study had the purpose of
producing information for the establishment of adequate strategies to the
conservation of genetic resources of this specie. Assuming this, one
searched for information related to the reproductive and genetic aspects of
this specie. In the cytogenetics analysis, one looked for information related
to the number of chromosomes, formation of male gametes
(microsporogenesis) and polinic viability within eight native populations in
the states of Rio Grande do Sul and Santa Catarina. In the calculation of
the number of chromosomes, an average of 10 metaphasics cells by
population was analyzed. It was used Giemsa 2% (v/v) dye. In the
microsporogenesis analysis, the chromosomes association and
distribution stages in the meiosis, as well as the formation of tetrads and
polinic viability by the test of (2 (P(0,01) were compared. The dye used in
the cells identification was propionic carmin 2% (m/v) and for the estimate
of pollen viability, three different dyes were tested: propionic carmin 2%,
orcein acetic 2% (m/v) and alexander reaction. For the genetic variability
classification, samples of ten natural populations of adults and four to
maternal progenies, come from southern Brazil, were colected. Allozyme
markers were used, revealed from the electrophoresis in starch gel
(penetrose 30 at 13%), with Tris-citrate gel-electrode buffer for the ACP, a
- EST, B - EST, MDH, PRX, NADHDH and GTDH enzimatic systems. For
the genetic structure portrayal, F de Wright's statistics were used. The



reproductive system was classified from the evaluation of the existence of
panmixy and inbreeding equilibrium, as well as from the multiloci rate
crossing estimate. The main results revealed that the populations
analyzed are diploids with 2n=2X=18 chromosomes. Within the eight
populations of Baccharis trimera, either in meiosis | and meiosis I, the
percentage of normal cells, meiotic index and pollen viability was up to
85%. These data indicate that the populations have a normal
microsporogenesis in the development process of the specie, having no
problems in its introduction to selection, crossing and seed production
programs. When comparing the three dyes, significant differences were
observed among them, what suggests that alexander reaction may be the
most reliable in order to estimate the pollen’s viability in this specie. The
results obtained from the allozyme markers revealed high levels of
diversity either in adults (P=71% A=2,1, Ho=0,217 and He=0,215) and
progenies (P=81%, A=2,4, Ho=0,272 e He=0,269). Mostly of the genetic
variability of Baccharis trimera is inside the populations (FST = 0,0326),
with a surplus of heterozygotes in most populations. There are indicators
that the effective populational size and the vegetation type are the most
influencial factors in the differences found among the populations. The
specie is allogamic with Tm=1,05. The populations studied are under an
equilibrium of panmixy and inbreeding. If taken together, the results of this
research give referential that can define strategies for the conservation of
genetic resources of this specie.

Key-words : carqueja, genetic variability, pollen, medicine plants



INTRODUCAO GERAL

O Brasil, considerado o pais de maior biodiversidade, apresenta,
entre as 250.000 espécies vegetais estimadas para o mundo, cerca de
60.000 espécies nativas (CENARGEN, 1995). Aléem de sua grande
extensao territorial, este aspecto esta relacionado com a existéncia de
uma grande quantidade de diferentes situagfes climaticas,
geomorfoldgicas e de solos, 0 que resulta na grande variedade de tipos
vegetacionais. Este potencial desconhecido de ecossistemas, espécies e
genes, constitui-se numa fronteira de valor inestimavel que vem, ao longo
do tempo, sendo utilizado de maneira intensa, das mais diversas formas:
alimentos, fibras, madeiras, medicamentos, ornamentais, energia, dentre
outras (Scheffer et al., 2004).

A destruicdo destes habitats e a conseqiente fragmentacdo de
populagBes naturais tém levado muitas espécies a atingirem uma
limitacdo evolutiva, decorrente da perda de variabilidade genética,
aspecto que reduz a habilidade das populacbes em se adaptarem a
mudancas ambientais. Perdas deste potencial, antes mesmo de ter-se o
conhecimento do mesmo, vém levando a degradacdo de recursos
genéticos de inUmeras espécies, com prejuizos ecoldgicos irrecuperaveis,
tais como: diminuicdo do tamanho das populacdes, perda de genes e
genadtipos, degradacdo do solo, reducdo nos mananciais de agua,
diminuicdo da qualidade do ar, entre outros (Kageyama & Dias, 1982;
Barret & Kohn, 1991; Oyama, 1993; Nodari et al., 1993; Mcneely et al.,
1995; Guerra et al., 1999).

Segundo Scheffer et al. (2004), nos dias atuais, com 0 enorme
desenvolvimento tecnoldgico, os recursos genéticos vém adquirindo uma
importancia cada vez maior, provocando discussdo sobre uma nova

relagdo entre os denominados paises desenvolvidos e 0s em



desenvolvimento. No caso de plantas medicinais, estes recursos
assumem importancia estratégica, pois as graves deficiéncias do sistema
de saude oficial e a baixa renda da populacdo, associadas aos
conhecimentos acumulados pelas comunidades, fazem com que grande

parte da populacéo utilize as plantas medicinais como recurso terapéutico.

Conforme relata Di Stasi (1996), cerca de 80% da populacéo
mundial vive nos paises denominados subdesenvolvidos ou em
desenvolvimento, e apenas 20% habita os denominados desenvolvidos,
sendo estes Ultimos responsaveis pelo consumo de 85% dos
medicamentos industrializados disponiveis no mercado. Quanto ao Brasil,
segundo a OMS, 63% dos medicamentos sdo consumidos por 20% da
populacdo. Assim, a maior parcela da populacdo encontra, nos produtos

de origem natural, a principal fonte de recurso terapéutico.

Além da destruicdo florestal acelerada para diversas finalidades,
extrativismo predatério e queimadas. Este potencial estd também
ameacado pela bioprospeccdo de genes e de novas moléculas — alvo
predileto das industrias de cosméticos, de higiene, e da agroindustria
devido aos grandes avancos da biotecnologia.

Segundo documento da EMBRAPA/IBAMA (2002), as 300
espécies de plantas medicinais de diferentes familias botanicas,
identificadas até o momento, representam menos de seis por cento do
potencial brasileiro — mercado que gira em torno de meio trilhdo de
ddlares/ano a nivel mundial, e, no Brasil, corresponde a cerca de US$ 260
milhdes/ano. Um quinto destas (60 espécies) estdo na lista oficial de
espécies da flora ameacadas de extingdo. Apesar deste imenso potencial
brasileiro, apenas uma pequena parcela tem sido pesquisada
cientificamente para producao de farmacos.

Entre as espécies medicinais mencionadas situa-se a carqueja
(Baccharis. trimera). Utilizada, na medicina popular, durante séculos,

como estimulante do figado, para diabetes, obesidade, facilitadora da



digestdo, reumatismo, entre outros (Cruz, 1962; Balbach, 1963). Além de
ser uma das mais usadas na farmacopéia, a carqueja apresenta
caracteristicas econdmicas e ecologicas importantes: Opcéo agricola,
portanto, geradora de renda para a pequena propriedade; fabricacdo de
cervejas, bebidas e refrigerantes; por ser espécie melifera, agrega valor
significativo, na manutencdo de polinizadores, para as demais espécies
deste importante ecossistema; desenvolve-se em solos acidos,
esgotados, bem drenados, pobres em nutrientes e matéria organica. Esta
Gltima caracteristica possibilita sua utilizacdo na recuperacdo de areas
degradadas (Correa,1926).

Considerando o nivel de exploracdo e a urgente necessidade de
conservagao e manejo, B. trimera foi selecionada como uma das
prioritrias para a realizacdo de estudos de conservagcdo e manejo, no
ecossistema da Mata Atlantica (EMBRAPA/IBAMA, 2002). Ainda
conforme o relatério mencionado, a espécie estd entre as mais
procuradas para exportacdo; estando, também, entre as dez espécies
mais utilizadas na fitoterapia, no Rio Grande do Sul (EMATER/RS, 2003).

A conservacgdo deste recurso tornar-se-4 mais eficaz buscando-se
parcerias com as populagdes que vivem nas regides de sua ocorréncia e,
conforme Reis (1996 a), levando-se em consideracéo o valor das plantas
medicinais, ndo apenas como recurso terapéutico, mas também como
fonte de recursos econdmicos para as pequenas propriedades rurais,
torna-se importante estabelecer linhas de acdo voltadas para o
desenvolvimento de técnicas de manejo, aspecto aliado a manutencéo do

equilibrio dos ecossistemas tropicais.

As populacdes vegetais apresentam diversas estratégias de
estabelecimento e estas podem ser consideradas como um conjunto de
caracteristicas genéticas que facilitam sua sobrevivéncia e/ou reproducéo
no ambiente (Pifia-Rodrigues et al, 1990). Estas estratégias de

reproducéo, crescimento e colonizacdo tém sido bastante utilizadas na



compreensdo da dindmica das populacdes e das comunidades vegetais
ao longo do tempo, sendo fundamentais para o conhecimento das

melhores estratégias de manejo e conservagao genetica.

A presente pesquisa procurou contribuir na elucidacdo de alguns
pontos considerados fundamentais para a obtencdo de critérios de
conservacao da carqueja. Desta forma, os estudos da estrutura genética e
aspectos citogenéticos, objetivos principais deste trabalho, procuraram
contribuir para o0 conhecimento da organizacdo e distribuicdo da
variabilidade entre e dentro de popula¢gdes naturais da carqueja. Segundo
Oyama (1993), este entendimento é fundamental para a escolha de
estratégias destinadas a conservacédo e exploracdo das populacdes em
seu habitat natural, com a perspectiva da manutencao da diversidade e

garantia da sustentabilidade.

Neste sentido, foram avaliados: 1) Aspectos citogenéticos
relacionados a microsporogénese (meiose) e zonas meristematicas de
crescimento (mitose); 2) Obtencdo de estimativas da distribuicdo da
variacdo genética entre e dentro de populacbes naturais da espécie; 3)
Distribuicdo desta variacdo em nivel geogréfico, local e regional; 4)
Distribuicdo da variabilidade genética de populagbes da espécie sob
condicbes de conservacdo e com histérico de extracdo, bem como

estimada a taxa de cruzamento da espécie.

bY

Quanto a estrutura do trabalho, no capitulo I, caracteriza-se as
areas de coleta das dez populacbes analisadas, localizadas nos trés

Estados da regidao Sul do Brasil.

A apresentacao dos capitulos Il e Ill segue as normas da Revista
Brasileira de Plantas Medicinais, considerando que foram configurados na
perspectiva de sua publicagcdo na mesma.



No capitulo Il, sdo apresentados os resultados dos aspectos
citogenéticos e da viabilidade do pdlen para as oito populacbes dos

Estados do Rio Grande do Sul e Santa Catarina.

O capitulo Il apresenta e discute informacdes obtidas atraves de
marcadores de isoenzimas, sobre a distribuicdo de alelos, estrutura
genética e sistema reprodutivo de Baccharis trimera de dez populacdes

dos Estados do Rio Grande do Sul, Santa Catarina e Parana.

Nas consideracOes finais, balizadas pelas pesquisas descritas e
analisadas nos capitulos Il e |lll, discute-se implicacbes para a

conservacao de recursos genéticos e manejo sustentavel da espécie.



CAPITULO |

CARACTERIZAGCAO DAS AREAS DO ESTUDO

Na Figura 1 e Tabela 1, apresenta-se a localizacao geografica e a
descricdo dos locais de coleta das amostras das dez populagbes de
Baccharis trimera analisadas neste estudo. A seguir, descreve-se as

principais caracteristicas de cada um das populacées.
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FIGURA 1 - Mapa com localizacao geografica e coordenadas do locais de coleta
de Bacchatris trimera..



TABELA 1 — Nome, sigla e locais de coleta das dez populacfes naturais
de Baccharis trimera no Sul do Brasil.

Populagcbes Sigla Municipio/Estado
1. Campus/UFSM UFSM Santa Maria/RS
2. Arroio Grande AGE Santa Maria/RS
3. Reserva Bioldgica da Corsan RBC Val da Serra/RS
4. Sao Vicente do Sul SVS S&o Vicente do Sul/RS
5. Torres TOR Torres/RS

6. Fazenda Amola Faca/EPAGRI FAF Lages/SC

7. Cacador CAC Cacador/SC

8. Cacador/EPAGRI EPA Cacador/SC

9. Turvo TUR Turvo/PR
10.Turvo (manejada) TUM Turvo/PR

SANTA MARIA — UFSM e AGE

Santa Maria fica localizada na Depresséo Central (entre o Planalto
e a Serra do Sudeste com altitude de até 200m, coordenadas 39° 51' 25"
latitude Sul e 53° 48" 42" longitude Oeste. O clima é do tipo Cfa - Clima
subtropical umido sem estiagem, com temperatura maxima de 22°C a —
3,8°C (inverno). Com solos profundos, avermelhados, textura superficial
arenosa, bem drenados, &cidos, pobres em matéria organica (argissolo).
A cobertura vegetal prodominante é Floresta Estacional Decidual. Na
regido de Santa Maria foram coletadas duas populac¢des:

A primeira (UFSM) foi coletada no campus da Universidade Federal
de Santa Maria, distribuida em uma area proxima ao Jardim Botanico da
UFSM e em uma area de pastagens, proxima ao Colégio Agricola da
mesma Instituicdo. O primeiro local € uma area relativamente pequena,
antropizada principalmente por animais (gado), porém, com grande
namero de individuos. Na area proxima ao Jardim Botanico, ha poucos
individuos, sendo realizada rogadas durante o ano. A vegetacéo ao redor
€ composta principalmente por pinus e gramineas. Nesta area é
observada também a ocorréncia de alguns individuos de espinheira santa
(Maytenus ilicifolia).

Uma segunda populagdo (AGE) foi coletada no distrito de Arroio
Grande. Constitui-se de uma area de pastagens, situada entre a Serra

Geral e as grandes lavouras de arroz. Esta populacdo fica distante da



UFSM cerca de 10 km. Nesta area observa-se a ocorréncia de um grande
namero de individuos da espécie. Juntamente com a carqueja, ocorrem
outras espécies de Baccharis como alecrim do campo (Baccharis
dracunculifolia) e Baccharis articulata. Nesta area também séo realizadas

rocadas para eliminar a carqueja dos pastos.

RESERVA BIOLOGICA DA CORSAN (IBICUI-MIRIM) — RBC

A Reserva Bioldgica da CORSAN (Companhia Rio-Grandense de
Saneamento e Abastecimento de Agua) esta situada ao norte da sede do
municipio de Santa Maria (S&do Martinho da Serra e Val da Serra), com
altitudes, entre 280 a 448m. E Unidade de Conservacao criada através do
Decreto Estadual n° 30.930 de 12.11.1982, sendo de propriedade da
CORSAN, com é&rea de 575 ha. Nessa reserva esta localizada a bacia de

captacdo de agua da cidade de Santa Maria.

A cobertura vegetal da reserva é composta por uma mata alta e
espessa, formada por uma mistura da flora da Floresta Estacional
Decidual da Bacia do Rio Uruguai, Floresta Ombroéfila Densa e Floresta
Ombrdfila Mista (Longhi — comunicacéo pessoal). A area onde foi coletada
Baccharis trimera esta localizada proxima a esta reserva. O ambiente
encontra-se bastante degradado pela construcdo de uma barragem.
Neste local, a vegetacdo principal € composta por mata ciliar que
apresenta espécies como Sebastiana klotzschiana (branquilho),
Calliandra tweedai (sarandi), Phyllanthus sellowianus (sarandi), Myrciaria
tenella (cambui), Sebastiana brasiliensis (leiteiro), Arescatrum
ramanzofianum (jerivd) Schinus molle (aroeira-salsa), Casearia sylvestris
(cafeeiro-do mato). A area de campo é composta de espécies rizomatosas
como Paspalum notatum (grama-forquilha), Axonopus fisifolius (grama
jesuita), além de espécies como Aristidia pallens (barba-de—bode),
Baccharis trimera (carqueja) e Eryngium horridum (caraguatd). A area
onde foi coletada a carqueja tem cerca de trés hectares com grande

namero de individuos. A presenca de carqueja, de forma mais intensa, é



notada em areas de pastagens antropizadas, préximas a barragem
(CORSAN, 1992).

SAO VICENTE DO SUL - SVS

A populacdo SVS localiza-se no municipio de S&o Vicente do Sul,
distante aproximadamente 70 km de Santa Maria, com altitude de 124 m.
O local onde foi coletada carqueja € uma regiao de coxilha, com plena
incidéncia solar, sendo usada para pastagens, com aproximadamente 40
hectares. A vegetacdo predominante é de campo nativo. Nesta area, a
carqueja ocorre de forma numerosa, formando grandes aglomerados com
predominancia de plantas femininas (observacoes feitas durante a coleta
de pdlen). Observa-se a ocorréncia de espécies do campo de nativo, bem
como de uma grande quantidade de Baccharis dracunculifolia (alecrim do
campo). A area de carqueja é recente, pois ha cerca de cinco anos havia
lavoura nesta regido. A carqueja também €& observada, de forma

numerosa, em outras areas proximas deste local.

TORRES - TOR

A éarea de coleta situa-se no municipio de Torres, na divisa com o
Estado de Santa Catarina, com altitude média de 12 metros, longitude
49° 44' Oeste e 29° 18' latitude Sul. Os individuos encontravam-se
espalhados e em numero reduzido, numa area degradada e de intensa
intervencdo antropica. E area de dominio de Floresta Ombréfila Densa. O
ambiente apresenta-se bastante antropizado, com pastagens e atividade
humana. A coleta foi realizada, nesta area, procurando contemplar

gradientes de altitudes.

CACADOR — CAC e EPA
Na regido de Cacador foram coletadas duas populagdes. A
primeira, Epagri — Cacador (EPA), foi coletada na &rea da Reserva

Genética de Cacador, a qual esta estimada em 900 hectares, sendo que



ocorre carqueja em cerca de 10 hectares. As amostras foram coletadas
em uma area aberta, dentro da reserva. Sua vegetacao é constituida pela
Floresta Ombrdfila Mista, destacando-se o pinheiro brasileiro (Araucaria
angustifolia). A caracteristica principal da formacdo florestal, com
dominancia de araucaria, € a associacdo com imbuia (Ocotea porosa),
araca (Psidium cattleyanum), bracatinga (Mimosa scabrela), camboata-
vermelho (Cupania vernalis), canela-amarela (Nectandra ....), canela-do-
brejo (Ocotea pulchella), cedro (Cedrela fissilis), erva-mate (llex
paraguariensis),  guamirim  (Gomidesia  palustris),  guabirobeira
(Capomanesia xanthocarpa), entre outras. Nesta area, além de carqueja
(Baccharis trimera), ocorrem outras espécies medicinais como: pata-de-
vaca (Bauhinia forficata), espinheira santa (Maytenus ilicifolia), cavalinha
(Equisentum arvense), erva-de-bicho (Polygonum hidropiper), menstruz
(Lipidium sativum), e outras ainda nao identificadas

A regido onde se encontra esta populacdo apresenta solos
argilosos, bem drenados, medianamente profundos, sendo considerados
acidos, com elevados teores de aluminio trocavel e matéria organica, com
baixa saturagdo de bases. O clima é do tipo Cfb, clima mesodérmico,
subtropical umido, com verdes frescos, sem estacdo seca definida e com
ocorréncia de geadas severas e frequientes. A reserva caracteriza-se por
relevo ondulado com rios formando vales, colinas alongadas e bem
esculpidas, latitude 26" 46" 31", longitude 26" 46' 31" e altitude de 920
metros. Um numero significativo de individuos foram rocados meses antes
da coleta.

A segunda area de coleta (CAC) fica distante cerca de 8 km desta,
com é&rea de pastagens, proxima ao horto municipal de Cacador, com
vegetacao relativamente conservada no seu entorno e com grande
namero de individuos. Porém, com area reduzida, aproximadamente dois
hectares. Nas regifes proximas também foi observada a ocorréncia da

espécie.



LAGES — FAZENDA AMOLA FACA — FAF

Esta area de 288 hectares pertence a Empresa de Pesquisa
Agropecuaria e Extensédo Rural de Santa Catarina (EPAGRI) e localiza-se
a 20 km do centro da cidade de Lages, direcao oeste. O histérico da area
da fazenda Amola Faca revela a ocorréncia de uma intensa perturbacgao
antrépica, a ponto de encontrar—-se atualmente, bastante degradada em
termos de vegetacdo, o0 que pode significar, também, degradacao
genética. A maior parte da vegetacdo rasteira € composta por espécies
gue formam o campo nativo da regido. Contudo, em algumas partes, o
processo sucessional esta ocorrendo, observando-se a presenca de
espécies arbustivas arblreas e taquaras. Os individuos de Baccharis
trimera foram coletados em uma area aberta, situada dentro da reserva, e
em uma area proxima da reserva (area de pastagem). Neste local, os

individuos ocorrem de forma numerosa.

TURVO - TUR e TUM

Localizado na regido central do Estado do Parana, o municipio de
Turvo encontra-se em é&rea de Floresta Ombrdéfila Mista. O clima é
subtropical amido, mesotérmico, com verdes quentes com tendéncia de
concentracdo de chuvas (temperatura média superior a 22°C, inverno
com geadas pouco frequentes, sem estacdo seca definida). O municipio
esta situado a uma altitude de 1.044m e coordenadas em 25° e 00'
latitude Sul e 51° e 30" de longitude Oeste. O solo € argiloso roxo,
distrofico.

Nesta regido, foram coletadas duas populacdes. Uma (TUR)
denominada “Sitio Recanto da Natureza”, situada em uma area de 19
hectares, porém, com numero reduzido e espacado de individuos. A area
pertence a uma familia que pratica agricultura orgéanica. Segundo
informacdes dos proprietarios, o local foi desmatado ha cerca de dois
anos (da data da coleta), e parte dele esta sendo reflorestado com erva-

mate (llex paraguariensis) e espécies medicinais como pata-de-vaca



(Bauhinia forficata) e espinheira santa (Maytenus ilicifolia). Neste local ndo
€ realizada extracdo de carqueja para comercializagao.

Uma segunda area, com cerca de trés hectares (TUM), pertence a
uma familia que sobrevive da coleta e cultivo de espécies medicinais.
Neste local, as plantas de carqueja também sao reduzidas e espagadas.
E feita a extracdo (coleta) de parte dos individuos de carqueja. Além da
carqueja, outras espécies também sdo extraidas (coletadas), entre elas,
chapéu de couro (Echinodorus macrophyllus), cavalinha (Equisentum
arvense), espinheira santa (Maytenus ilicifolia), sete sangrias (Cuphea
catarginensis) e pata—de-vaca (Bauhinia forficata). Outras ainda sao
cultivadas: camomila (Matricaria chamomilla), alecrim (Rosmarinus
oficinalis) e sélvia (Salvia officinalis).

As informacdes sobre o histérico das populagbes foram obtidos
junto aos proprietarios e entidades responsaveis pelas areas. O solo oi
descrito conforme Streck et al. (2002).



CAPITULO Il

Numero de cromossomos, microsporogénese e viabilidade do polen
em populagdes de carqueja[ Baccharis trimera (Less) DC.] do Rio
Grande do Sul e de Santa Catarina.

RESUMO: Este trabalho teve como objetivo obter informacdes a respeito
do numero de cromossomos, formagdo dos gametas masculinos
(microsporogénese) e Vviabilidade polinica, em oito populacbes de
Baccharis trimera (carqueja), nativas nos estados do Rio Grande do Sul e
Santa Catarina, sob diversas condicdes edafo-climaticas e tipos
vegetacionais. Na contagem do numero de cromossomos, foram
analisadas em média 10 células metafasicas por populacdo. O corante
usado foi Giemsa 2% (v/v). Nas analises da microsporogénese, foram
comparadas as fases de associacéo e distribuicdo dos cromossomos na
meiose, a formacao de tétrades e viabilidade polinica pelo teste do x*(a =
0,01). O corante usado na identificacdo das células foi o carmim
propidnico 2% (m/v), e para a estimativa da viabilidade do polen foram
testados trés diferentes corantes: carmim propiénico 2%, orceina acética
2% (m/v) e reativo de alexander. As populacdes analisadas sao dipléides
com 2n=2x=18 cromossomos. Nas oito popula¢des de Baccharis trimera,
tanto na meiose | quanto na meiose Il, a porcentagem de células normais,
indice meidtico e viabilidade do pdlen foram acima de 85%. Estes dados
confirmam que as populacdes possuem uma microsporogénese normal,
no processo evolutivo da espécie, ndo ocorrendo problemas quando da
sua introducdo em programas de selecdo, cruzamento e producao de
sementes. Na comparagao entre os trés corantes, foram observadas
diferencas significativas entre 0s mesmaos, sugerindo o corante reativo de
alexander como o mais confiavel para estimar a viabilidade do pélen nesta
espécie.

Palavras-chave: plantas medicinais, carqueja, polen, cromossomos.



Number of chromosomes, microsporogenesis and pollen viability in
populations of carqueja [ Baccharis trimera (Less) DC.] from Rio
Grande do Sul and Santa Catarina (Southern Brazil).

ABSTRACT: The objective of this paper was to search for information
regarding the number of chromosomes, the formation of male gametes
(microsporogenesis) and the pollen viability in eight populations of
Baccharis trimera (carqueja) native from the states of Rio Grande do Sul
and Santa Catarina (Sourthern Brazil) under several edaphic-climatic and
vegetational conditions. As for chromosome counting, an average of 10
metaphasic cells were analyzed by population. The dye used was Giemsa
2% (v/iv). In the analysis of microsporogenesis, comparisons were
established between the phases of association and distribution of
chromosomes during meiosis, the formation of tetrads and the pollen
viability by the x? (a = 0,01) test. The dye used to identify the cells was
propionic carmine 2% (m/v), and three different dyes were tested to
estimate pollen viability: propionic carmine 2% (m/v), orcein acetic 2%
(m/v) and alexander reaction. The populations under analysis are diploid
with 2n=2X=18 chromosomes. In all the eight populations of Baccharis
trimera, both during meiosis | and meiosis Il, the percentage normal cells,
the meiotic rate, and the pollen viability were above 85%. The results
support the thesis that the populations analyzed have normal
microsporogenesis in the evolutionary process of the species, not
presenting any problems for being introduced into programs of selection,
crossing and seed production. As for the comparison between the three
dyes, significant differences were observed suggesting alexander reaction
as being the most reliable in estimating pollen viability for the species.

Key-words: medicinal plants, carqueja, pollen, chromosomes.



1. INTRODUCAO

Baccharis trimera (Less) DC. popularmente conhecida como
carqueja, carquejinha ou carqueja amarga pertence a familia Asteraceae.
E também conhecida por diversas sinonimias no Brasil: Baccharis
genistelloides var. trimera, Baccharis triptera, Caccalia decurrens, Coniza
genietelloides, Molina reticulata e Molina trimera. E uma planta herbacea,
perene e ereta com até 80 centrimetros de altura. Ocorre em todo Brasil,
desde o nivel do mar até aaltitude de 2.800 m. Desenvolve-se em solos
acidos, pobres em nutrientes e matéria organica, nos campos nativos,
com solos de textura média e bem drenados. Em solos férteis e umidos,
se desenvolve de forma mais exuberante, apresentando resisténcia a
geadas. E uma espécie didica e propaga-se tanto vegetativamente como
por sementes. A multiplicacdo vegetativa ocorre a partir de rizomas e,
com isso, formam-se as touceiras que vao aumentando de tamanho
(Correa, 1926; Hansel, 1992).

A carqueja é muito usada na farmacopéia popular, atribuindo-se a
ela varias propriedades, especialmente a de estimular o sistema digestivo,
para combater gripes, febre, problemas intestinais, diabetes, impoténcia,
entre outros (Cruz, 1962; Balbach, 1963). Esta planta faz parte da
composi¢cdo de inumeros chas emagrecedores a venda em lojas de
produtos naturais (Montanari, 1999). E ainda usada na inddstria de
cervejaria como substituto do Idpulo, na aromatizacdo de refrigerantes e
de licores (Correa, 1926). E uma planta muito visitada por abelhas durante
a sua floragcdo (Hansel, 1992) portanto, de importancia ecolégica na
manutencao de polinizadores para outras espécies de seu ecossistema,
podendo ser usada também na apicultura.

A destruicdo da flora nativa, causada principalmente pela expansao
agricola, exploracdo madeireira e o extrativismo predatério, representa
grande ameaca a inuUmeras espécies de plantas medicinais. Aliado ao
atual avanco e revalorizacdo destas espécies, tém aumentado o interesse

das industrias farmacéuticas e cosméticos, com isso a pressdo econémica



sobre estes recursos naturais tem crescido aceleradamente, colocando
em perigo a sobrevivéncia de varias destas espécies, antes mesmo de
conhecido seu potencial de uso. Conforme Reis (1996a) considerando-se
o valor das plantas medicinais, ndo s6 como recurso terapéutico, mas
também como fonte de recursos econdbmicos para as pequenas
propriedades rurais, torna-se importante estabelecer linhas de acéo
voltadas para o desenvolvimento de técnicas de manejo, tendo em vista a
utilizacdo destas espécies pela humanidade, aspecto aliado a
manutencao do equilibrio dos ecossistemas tropicais.

Neste contexto, considerando-se o nivel de exploracéo e a urgente
necessidade de conservacdo e manejo, Baccharis trimera foi selecionada
como uma das prioritarias para realizacdo de estudos de conservacgao e
manejo, no ecossistema da Mata Atlantica (EMBRAPA/IBAMA, 2002).
Além disso, esta entre as dez espécies mais utilizadas na fitoterapia no
Rio Grande do Sul, conforme relatério da EMATER/RS (2003).

Assim, as analises citogenéticas podem trazer contribuicbes no
sentido de aumentar a eficiéncia das estratégias de conservagdo e dos
trabalhos de melhoramento da espécie. Estas pesquisas tém contribuido
para o estudo da evolucdo, principalmente porgue 0S CromosSsomos
constituem o proprio material genético, o que os torna significativos para o
entendimento da historia evolutiva das espécies. Cada cromossomo ou
par de cromossomos representa papel decisivo no desenvolvimento do
individuo. Por isso, 0 nUmero de cromossomos e as variantes que cada
um deles apresenta, dentro de uma espécie, sdo dados importantes para
a determinacédo da posicao sistematica das espécies (Guerra, 1988). Para
Sybenga (1998), a citogenética fornece informagdes indispensaveis para
a manipulacdo de plantas. Neste contexto, o nUmero cromossémico € um
dos parametros mais utilizados para a caracterizacéo citolégica de uma
espécie que aliado a outros caracteres citologicos, fornece informacdes

para o entendimento das altera¢des genéticas envolvidas.



Além da contagem cromossémica, 0s estudos citogenéticos
envolvem a analise da meiose. Considerando-se que € durante a meiose
gue ocorre a recombinacdo dos genes, e 0s eventos da gametogénese
sdo controlados por um grande numero de genes, a meiose €
considerada uma fonte de variabilidade genética que 0s organismos
possuem para se adaptar ao meio ambiente em que vivem e, dessa
forma, garantir a sua perpetuacdo através da descendéncia
(Golubovkaya, 1979; Singh, 1993; Nassar & Freitas, 1997; Pagliarini,
2002).

A viabilidade do pélen € um parametro de grande importancia no
estudo de plantas, pois, além de evidenciar a potencialidade reprodutora
masculina da espécie, contribui em estudos taxondmicos, ecoldgicos e
palinoldgicos, fornecendo informacgdes basicas para a aplicagdo prética na
conservacao genética, bem como na agricultura, para o planejamento de
algum tipo de melhoramento ou cultivo (Alexander, 1980; Arroyo, 1981;
Guinet, 1989).

Desta forma, este trabalho teve como objetivo obter informagdes a
respeito do nimero de cromossomos, formacdo dos gametas masculinos
(microsporogénese) e viabilidade polinica, em oito populacdes de
Bacchatris trimera, nativas nos estados do Rio Grande do Sul e Santa

Catarina, sob diversas condi¢cGes edafo-climaticas e tipos vegetacionais.



2. MATERIAL E METODOS

As andlises foram feitas no Laboratorio de Citogenética Vegetal, do
Departamento de Biologia, Centro de Ciéncias Naturais e Exatas, da
Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), Rio Grande do Sul, Brasil.

O material botanico utilizado compreendeu sementes e botdes
florais de oito popula¢cdes nativas coletadas nos Estados do Rio Grande
do Sul e de Santa Catarina, sob diversas condi¢cdes edafo-climaticas e

tipos vegetacionais (Tabelas 1 e 2).

Para a determinacdo do numero de cromossomos, sementes de
Baccharis trimera foram germinadas, em placas de petri, com meio de
cultura agar 6%, em um germinador com fotoperiodo (12h/12h), com
temperatura em torno de 25°C. Radiculas de cinco a oito milimetros de
comprimento foram coletadas pré-tratadas a frio, numa temperatura em
torno de 4°C, por 24 horas. Apos fixadas em alcool absoluto-acido acético
(v/v), na proporcao 3:1, por quatro horas, em temperatura ambiente. Apos
a fixacdo, foram estocadas em &lcool 70% em geladeira. Na preparagéo
das laminas, as radiculas pré-tratadas foram lavadas em agua destilada e
hidrolisadas em acido cloridrico (HCI) 1N, de cinco a dez minutos. O
corante usado foi Giemsa, seguindo protocolo de Guerra (2002). As
analises foram realizadas nas células cujos cromossomos apresentavam-
se completamente espalhados e bem condensados, em microscoépio
optico com aumento de 1000X. Dez metafases por populagéo,
identificadas no microscopio, foram registradas no computador através do
programa PixelView, com aumento de 1000X. Apds seguiu-se a contagem
do nimero de cromossomos.

Para a microsporogénese e viabilidade polinica os botdes florais
foram coletados em diferentes fases de desenvolvimento, fixados em

etanol-acido acético (3:1), mantidos em temperatura ambiente de quatro



a seis horas, ou na geladeira durante 24 horas. Apds, o material foi
transferido para o alcool 70% e armazenado na geladeira.

Na analise da microsporogénese, as anteras foram esmagadas em
acido acético 45% e coradas com carmim propidnico 2%. Nas
associacdes dos cromossomos em diacinese e metafase |, foram
consideradas células normais as que apresentaram nove bivalentes e na
disjuncdo dos cromossomos em anafase e teléfase |, aquelas com
separacdo regular de nove cromossomos duplicados em cada pélo. A
disjuncéo dos cromossomos também foi analisada em anafase e telofase
I, considerando-se células normais aquelas que apresentaram
distribuicdo de nove cromossomos simples para cada polo. As tétrades,
que apresentaram numeros diferentes de quatro, como diades, triades
etc., foram consideradas células com anormalidades. O indice meiédtico
(IM) foi calculado de acordo com Love (1949): IM = numero de tétrades
normais/namero total de tétrades x 100. Foram consideradas estaveis

meioticamente as populacdes que apresentaram IM acima de 85%.

A estimativa da viabilidade do pélen foi comparada com o0s
corantes: orceina acética 2%, carmim propidnico 2% e reativo de
alexander ( verde-malaquita + fucsina acida, Alexander, 1980), conforme
Protocolo de Técnicas Citogenéticas do Laboratério de Citogenética da
UFSM (Battistin, 2000). Foram considerados inviaveis 0s gréos que
apresentaram tamanho visivelmente anormal, coloracdo fraca,
protoplasma reduzido e/ou ausente, e viaveis 0s que apresentavam a

exina intacta, protoplasma bem corado com distribuicdo homogénea.

Os dados foram obtidos das analises de 15 individuos por
populacdo, onde foram escolhidos ao acaso trés botbes florais por
individuo, para cada corante. Em cada lamina os gréos de pélen foram

contados em quatro campos inteiramente casualisados.

Dos dados obtidos das diferentes fases da microsporogénese e do

indice meidtico, foram feitas comparacfes entre as populagdes, e, na



estimativa da viabilidade do polen, foram feitas comparacdes entre e
dentro de cada populacéo, para o trés corantes, com a utilizacao do teste
do xX* com a = 0,01. Para estas andlises foi utilizado o programa
estatistico SAS (SAS, 1996).

TABELA 1 - local de coleta de oito popula¢des de Baccharis trimera no Sul do Brasil.

Populagéo Sigla Municipio

1. UFSM —Campus UFSM* Santa Maria / RS

2. Arroio Grande AGE Santa Maria / RS

3. Reserva Biologica da CORSAN*** RBC Val da Serra/ RS

4. S&o Vicente do Sul SVS Sé&o Vicente do Sul/ RS
5. Torres TOR Torres / RS

6. Fazenda Amola Faca FAF EPAGR/ Lajes/SC

7. Cacador CAC Cacador / SC

8. Reserva da EPAGRI****— Cacador EPA EPAGRI/ Cagador / SC

* (UFSM) Universidade Federal de Santa Maria; *** (CORSAN) Companhia Rio
Grandense de Saneamento e Abastecimento de Agua; **** (EPAGRI) Empresa de
Pesquisa Agropecudria e Extenséo Rural de Santa Catarina.



TABELA 2 — Localizagao geogréfica, altitude, tipo de solo e cobertura vegetacional de
oito populacbes de Baccharis trimera (Less) DC. dos estados do Rio Grande do Sul e
Santa Catarina. Santa Maria/ /RS - UFSM — 2004.

Populacdoes  Coordenadas  Altitude(m) solo Vegetacéo

1. UFSM 3951'25" S 113 Argissolo Floresta Estacional
53° 48' 42" W Decidual

2. AGE 39°51'48" S 113 Argissolo Floresta Estacional
53° 46' 42" W Decidual

3.RBC 29°41'25" S 450 N(qussolo EstacionaI/Omb[inI
53° 48 42" W litélico &iseznstmbroflla

4.S8VS 40°5125" S 124 Argissolo Campo (Estepe
54°40' 00" W Estacional)

5.TOR 29°18'S 12 Argissolo Floresta Ombrofila
49° 44' W arenoso Densa.

6 . FAF 27° 48 58" S 918 Cambissolo Campos do
50719 34" W Planalto

7.CAC 26°46'32" S 950 Nitossolo Floresta Ombrdfila
51" 00" 50" W (avermelhado)  Mista

8. EPA 26°46'32" S 950 Nitossolo Floresta Ombrdfila
51" 00" 50" W (avermelhado)  Mista

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. NUmero de cromossomos

Nas células metafasicas, obtidas na regido do meristema radicular,
nas oito populacdes de Baccharis trimera, foi confirmado serem plantas
diploides apresentando niumero de cromossomos 2n = 2X = 18 (Figura 1
A). O numero cromossémico pode trazer informagfes mais seguras sobre
a afinidade de uma espécie com outras do que as comparagcdes
morfolégicas. Juntamente com as demais caracteristicas citologicas,
auxilia no entendimento de variacbes genéticas envolvidas na evolucao

do grupo. Uma vez que 0s cromossomos constituem o préprio material



genético, qualquer alteracdo nos mesmos, sdo sempre significativas no

rumo evolutivo das espécies (Guerra, 1988).

Nas populacdes de Corsan (COR), Amola Faca (FAF) e Torres
(TOR), foram observadas células polipléides nos individuos analisados,
porém em niveis pouco expressivos, cerca de 1,5%. Esta caracteristica
comumente encontrada em espécies nativas, especialmente em
leguminosas, que possuem com frequéncia polissomatia em células

meristematicas (Garcia & Battistin, 2002).

Das espécies utilizadas na medicina popular, algumas delas ja tem
0 numero de cromossomos determinado. Por exemplo: na familia
Asteraceae a espécie Achyroline satureiodes com 2n = 2X = 14
cromossomos (Ming, 1998); em 12 populacbes de Mikania micrantha,
foram encontradas oito populagées com 2n = 2X = 36 e 42, e quatro
(tetraploides) com 2n = 4X = 72 cromossomos (Maffei et al., 1999); na
familia Amaranthaceae, a espécie Pffafia glomerata com 2n = 2X = 26
(Tascheto & Pagliarini, 2000). No género Discaria, foram encontrados: D.
articulata, D. chacaye e D. trimera, com 2n = 2x = 22 e D. americana

(tetrapldide) com 2n= 4X = 44 cromossomos (Tortosa, 1983).

3.2. Microsporogénese

Os resultados obtidos atravées das analises nas fases da
microsporogénese, estao registrados na Tabela 3 e Figuras 1B, 1C, 1D.

Nas oito populagbes de Baccharis trimera, tanto na meiose | como
na meiose I, a amplitude de variacdo da porcentagem de células normais
ficou contida entre 86,04% a 97,34%. Nas oito populagdes da espécie
ocorreram diferencas pouco expressivas, ainda que significativas (Tabela

3), entre as mesmas, em todas as fases.



Na diacinese (Figura 1B) e metéafase | o maior percentual de
normalidade foi para a populagcdo EPA (97,34%) e o menor para UFSM
(88,89%). As mesmas evidenciaram diferencas significativas entre si
(Tabela 3). EPA diferiu também das populacbes RBC e TOR, néao
apresentando diferencas em relacdo as populagbes: AGE, SVS, FAF e
CAC. Para anafase e teldfase I, FAF foi aquela que apresentou o maior
percentual de normalidade (97,31%), ndo diferindo das populacbes de
AGE, CAC e EPA. Enquanto que o menor percentual ocorreu na
populacdo de TOR (87,50%), sendo que a mesma nao diferiu de UFSM
(Tabela 3).

Na metafase Il, o maior percentual foi para a populacdo de SVS
(97,24%) e o menor para TOR (86,04). As mesmas diferiram. SVS nao
apresentou diferencas estatisticas quando comparada com UFSM, AGE,
FAF, CAC e EPA. Além de SVS, TOR também diferiu estatisticamente de
CAC, néo diferindo das demais (Tabela 3).

Na anéafase/telofase Il (Figura 1C), o maior percentual foi para
CAC (96,68%) e o menor para TOR (88,90%). Estas populagdes diferiram
estatisticamente entre si. CAC apresentou também diferencas de UFSM e
EPA. Além de diferir de CAC, TOR diferiu de SVS, sendo semelhante as
demais populacdes (Tabela 3).

A meiose € considerada um mecanismo de producdo de
variabilidade genética que 0s organismos possuem para se adaptar ao
meio ambiente em que vivem e, dessa forma, garantir sua perpetuagao
através da descendéncia. Alteracdes podem ocorrer em diferentes
estagios da meiose, uma vez que ja foram identificados genes atuando
tanto na primeira como na segunda divisdo meibtica (Golubovskaya,
1979). O comportamento meibtico € considerado regular quando as
células apresentarem os cromossomos pareados na forma de bivalentes
em diacinese, ndo apresentarem cromossomos retardatarios em nuamero
significativo nas anafases e teléfases e as tétrades ndo possuirem

microntcleos (Wilms et al.,1970). E durante a meiose que ocorre a



recombinacéo dos genes, de fundamental importancia na adaptagcao das
populacdes ao meio ambiente (Nassar & Freitas 1997).

A alta porcentagem de tétrades normais (Figura 1D) refletiu um
indice meidtico (IM) com amplitude de variacdo contido entre 0 maior
percentual na SVS (94,47%) e o menor registrado na populacdo de TOR
(88,74%). As anormalidades encontradas, na formacdo de tétrades,
foram, na maioria células, em triades e diades. Houveram diferencas
significativas entre SVS e TOR. SVS deferiu também de UFSM e EPA.
TOR foi semelhante a UFSM, AGE, RBC, FAF e EPA Tabela 3. Segundo
Love (1949), a estabilidade meidtica é projetada pelo indice meidtico

dando uma estimativa da viabilidade gamética destas plantas.

Portanto, embora pequenas, as diferencas sugerem variabilidade
genética que pode estar relacionada as suas diferentes estratégias de
adaptacdo ao meio onde elas ocorrem.

O IM é um parametro que tem sido levado em consideracdo em
estudos do comportamento meiotico das plantas nativas. Varios exemplos
podem ser citados. Em plantas medicinais, para cinco espécies da familia
Urticaceae procedentes do Rio Grande do Sul, Karsburg (2002), estimou
um IM acima de 80%, as quais foram consideradas normais, exceto duas
populacdes de Urera baccifera que apresentaram o IM abaixo de 80%.
Para Syzygium cumini (Myrtaceae) foi encontrado IM acima de 90% para
nove acessos (Loguercio, 2003). Em espécies nativas com fins
forrageiros, existem um namero significativo de trabalhos com IM. Entre
eles destacamos espécies de Adesmia (Tedesco, 2000) e Macroptilium
(Garcia & Battistin, 2002) com IM acima de 90%. Estes valores
corroboram com os encontrados na espécie Baccharis trimera, sugerindo
alta porcentagem de células viaveis na microsporogénese destas

espécies.



TABELA 3 — Andlise da microsporogénese em oito populacdes naturais de Baccharis
trimera, procedentes do Rio Grande do Sul e Santa Catarina.

Populagbes Meiose | Meiose Il

Associagdo Disjuncao Metafase Il Disjuncao Tétrades

Diacinese Anéafase I/ Anéafasell/

Metafase | Teléfase | Tteléfase I

N** % N % N % N % N IM
01-UFSM* | 135 88,89d 120 90,00de | 153 90,19abc | 176 91,47bc | 1063 89,84bc
02 - AGE 152 94,08abcd | 138 92,75abc | 132 92,42abc | 156 91,02abc | 1185 90,46bc
03 - RBC 174 89,66cd 114 90,35cd 131 90,10bc 173 94,21abc | 1042 90,40bc
04 - SVS 212 96,70ab 216 92,12bcd | 145 97,24a | 207 95,65ab 980 94,47 a
05-TOR 196 90,31bcd 112 87,50e 129 86,04c 126 88,90c 995 88,74c
06 - FAF 208 94,33abcd | 177 97,10a 102 94,12abc | 117 93,16abc 964 89,73bc
07 - CAC 217 95,85abc | 163 96,3lab | 123 95,12ab | 151 96,68a 1056 92,05ab
08 - EPA 263 97,34a 147 96,60ab 164 94,51abc | 171 90,64bc 988 91,40bc

*UFSM - Universidade Federal de Santa Maria; AGE- Arroio Grande; RBC: Reserva Bioldgica da
CORSAN; SVS: Séo Vicente do Sul; TOR: Torres; FAF: Fazenda Amola Faca; CAC: Cacador;
EPA: EPAGRI Cacador; ** Numero de células analisadas; %: percentual de normalidade. Letras
na coluna correspondem as diferencas significativas pelo Teste do )(2 com a =0,01.

3.3. Viabilidade do pdlen
Na Tabela 4 encontram-se os resultados da comparacéo das
estimativas da viabilidade do polen com trés diferentes corantes para as
oito populacdes: Em todas as populagdes, ocorreram diferencas
significativas dentro de cada populacdo, entre os trés corantes testados.
Observou-se, pela andlise dos resultados, que o corante orceina acética
2% foi o que apresentou maior porcentagem de viabilidade para todas as
populac¢des, enquanto que o corante reativo de alexander foi aquele que
apresentou a menor porcentagem de viabilidade.
Na populacdo UFSM, quando os grdos de polen foram corados
com orceina acética e carmim propidnico, as porcentagens de viabilidade
ndo apresentaram diferencas significativas entre si, porém quando

coradas com reativo de alexander as mesmas diferiram. O mesmo



ocorreu com as populagdes de AGE, RBC, SVS e EPA. Nas populacdes
de TOR, FAF, e ECA, os trés corantes apresentaram diferencas
estatisticas entre si (Tabela 4).

Na comparacdo entre as populacdes, dentro de cada corante, ndo
houveram diferencas significativas entre as oito populagbes para o
corante orceina acética. Para o corante Carmim propiénico, ocorreram
diferencas entre as populacbes. AGE diferiu de TOR, UFSM, COR, e
SVS, sendo semelhante a FAF, CAC e EPA. O Corante reativo de
alexander foi 0 que apresentou maiores diferengas entre as populacdes
(Tabela 4).

No presente trabalho, a viabilidade polinica foi considerada alta
acima de 85%, evidenciando-se diferencas significativas entre as

populacdes analisadas.

Alta porcentagem de viabilidade do pédlen, semelhante a
encontrada em carqueja, também foi observada em espécies nativas com
caracteristicas medicinais. Em cinco espécies da familia Urticaceae
(urtigas), procedentes do Rio Grande do Sul, Karsburg (2002), encontrou
acima de 87% de podlen viavel. Passiflora edulis (maracuja) apresentou
um valor médio superior a 80% (Souza et al., 2002); em Syzygium cumini
(Jambolom) da familia Myrtaceae o percentual foi acima de 93,19%
(Loguercio, 2003). Entre outros géneros de plantas nativas, de modo geral
nas leguminosas, com caracteristicas forrageiras destacam-se: Género
Leucaena, variando de 71 a 98% (Boff, 2002). Em 17 espécies do género
Adesmia, a viabilidade do pélen apresentou-se acima de 90% para a
maioria dos o0s acessos estudados (Tedesco, 2000). Nos géneros
Eriosema e Rhynchosia, também nativas na Regido Sul, foi encontrada
uma porcentagem de viabilidade do pdlen superior a 94%, demonstrando
alto potencial de fertilidade dos gametas masculinos, com excecéo de E.
glabrum, que apresentou alta inviabilidade do pélen, 14 a 27% (Biondo &
Battistin, 2001).



Na comparacao entre 0s trés corantes, constatamos que o corante
orceina acética superestimou a viabilidade, pois cora polens viaveis e
inviaveis com a mesma intensidade (Figura 1E). Nos polens corados com
carmim propidnico, os considerados viaveis mostraram uma coloragcao
mais intensa e os inviaveis uma cor mais fraca. Como ndo existe outro
parametro comparativo, as vezes a distincdo entre vidveis e inviaveis
torna-se duvidosa (Figuras 1F, 1G). O corante reativo de alexander é o
mais indicado para estimar a viabilidade do pdolen na carqueja, pois
permitiu distinguir com mais seguranca pélen viavel do inviavel. O viavel
apresenta parede celuldsica de cor verde, pelo fato de ter afinidade com a
corante verde-malaquita, que em reacdo quimica cora a celulose e
hemicelulose presentes na parede da célula. O protoplasma celular do
pélen reage quimicamente com a fucsina acida dando cor purpura (Figura
1H). O pdlen inviavel apresenta a parede celulésica verde e o
protoplasma, mal distribuido, pouco corado e ndo raramente ausente
(Figura 11).

TABELA 4 - Comparagdo das estimativas (%) da viabilidade do podlen entre corantes
dentro de cada populacdo e entre populacbes dentro de cada corante, em oito
populacdes de Baccharis trimera, provenientes de Santa Catarina e Rio Grande do Sul.

Orceina acética 2% Carmim propidnico 2% Reativo de Alexander

Populacdes N** % N % N %
viabilidade viabilidade viabilidade

UFSM* 2891 98,65aA 2821 97,13 a BC 2799 90,10 b DE
AGE 2459 98.74a A 2536 98,15a A 2408 91,57 ¢ DE
RBC 2434 97.99aA 2428 96,91a BC 2740 91,69 b BCD
SVS 2649 98,75a A 2376 96,80 a BC 2907 93,36b A
TOR 2625 98,02a A 2226 96,74b C 2620 88,90cE
FAF 2705 98,41aA 2700 97,63b ABC 2895 90,57cCD
CAC 2442 98,85a A 2487 97,99b AB 2827 92,71 c CDE
EPA 2758 97,64 aA 2489 97,23a ABC 2420 92,31 b BC

*UFSM — Universidade Federal de Santa Maria; AGE- Arroio Grande; RBC: Reserva Bioldgica da
CORSAN; SVS: Sédo Vicente do Sul; TOR: Torres; FAF: Fazenda Amola Faca; CAC: Cacgador;
EPA: EPAGRI Cacador; *Numero de polens viaveis; % percentual de viabilidade; Letras
(mindsculas) diferentes nas linhas correspondem as diferencas dentro da populacgéo,
entre corantes. Letras (mailsculas) diferentes nas colunas correspondem as diferengas

entre as populagbes dentro de cada corante. pelo Teste do )(2 coma=0,01.



FIGURA 1 — Bacharis trimera (Less) DC. : A) metafase mitética 2n=2X=18 cromossomos; B)
diacinese (9ll); C) tel6fase Il normal; D) tétrade normal; E) polen corado com orceina acética; F)
pélen normal corado com carmim propidnico; G) pélen anormal corado com carmim propidnico; H)
pélen normal corado com reativo de alexander; I) pélen anormal corado com reativo de alexander.



A taxa de viabilidade polinica € um fator importante para o
melhoramento, conservacdo e cultivo de plantas, pois em espécies
alébgamas, como a carqueja, o fluxo génico através do polen aumenta a
possibilidade de formacao de diferentes combinagcdes entre alelos e, em

Gltima analise, de variabilidade genética.

As diferencgas significativas, encontradas para as fases no processo
de microsporogénese entre as populacdes, bem como para a viabilidade
do pdlen, revelam a ocorréncia de variabilidade genética entre e dentro
das mesmas, caracteristico com sua forma de reproducéo e fluxo génico:
dioicidade, fecundac&o cruzada, polinizacdo por abelhas, dispersado de
sementes pelo vento, condicbes edafo-climéaticas e os diferentes biomas
em que elas ocorrem. Estes aspectos devem ser levados em
consideracao na determinacdo de estratégias de cultivo e de conservacao
genética desta espécie.

No contexto da variabilidade genética de plantas medicinais
Scheffer et al. (2004) ressaltaram a importancia da variabilidade
interespecifica e intraespecifica, em especial das espécies nativas.
Segundo os autores, a variabilidade existente € o resultado da presséao
ambiental nos diversos biomas, produzindo caracteristicas que sdo muito
importantes nos trabalhos de conservacdo. Deve—se considerar que o
status da variabilidade genética das plantas medicinais resulta na
necessidade de se estabelecer diferentes estratégias de manejo e de
conservagao. Ainda, a existéncia de diferentes tipos de compostos ativos
produzidos, por estas plantas, podem resultar em usos diferenciados e

consequente diferenca de estratégias.



4. CONCLUSOES

As oito populacdes avaliadas de Bacchatris trimera (Less) DC. sao

diploides com 2n=2x=18 cromossomos.

Nas oito populagbes de Baccharis trimera (Less) DC. tanto na
meiose | quanto na meiose I, a porcentagem de células normais, indice
meiodtico e viabilidade do pdlen foram acima de 85%. Estes dados
confirmam que as populacdes possuem uma microsporogénese normal,
no processo evolutivo da espécie, ndo ocorrendo problemas quando da
sua introdugédo em programas de selecdo, cruzamento e producao de

sementes.

O corante mais indicado para a estimativa da viabilidade do pdlen,

na espécie Bacchatris trimera (Less) DC. é o reativo de alexander.

As diferencgas significativas, encontradas para as fases no processo
de microsporogénese entre as populacdes, bem como para a viabilidade
do podlen, revelam a ocorréncia de variabilidade genética entre e dentro
das mesmas. Este aspecto deve ser levado em consideracdo na
determinacdo de estratégias de cultivo e conservagdo genética desta

espécie.
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CAPITULO Il

Distribuicdo da variabilidade genética em carqueja [Baccharis
trimera (Less) DC] utilizando marcadores alozimicos.

RESUMO:Este trabalho buscou gerar informacdes relativas a diversidade
e estrutura genética em dez populacdes naturais de Baccharis trimera
(Asteraceae), bem como caracterizar o sistema de cruzamento em quatro
populacdes naturais da espécie sob diferentes tipos vegetacionais e
condi¢Bes edafo - climaticas, procedentes dos Estados do Rio Grande do
Sul, Santa Catarina e Parana. Foram utilizados marcadores alozimicos,
revelados a partir de eletroforese em gel de amido (penetrose 30-13%),
com tampao eletrodo—gel Tris—citrato para os sistemas enzimaticos ACP,
a - EST, B - EST, MDH, PRX, NADHDH e GTDH. Para a caracterizagéo
da estrutura genética foram utilizadas as estatisticas F de Wright. O
sistema reprodutivo foi caracterizado a partir da avaliacdo da existéncia
de equilibrio de panmixia e endogamia, bem como a partir da estimativa
da taxa de cruzamento multilocos. As populacdes estudadas
apresentaram indices elevados de diversidade genética (Ho=0,217;
He=0,215 e P=71%) para os individuos adultos e (H0=0,272, He=0,269,
e P=80%) para as progénies. Os resultados obtidos indicaram auséncia
de cruzamentos entre aparentados para adultos e para progénies, com
Fis=-0,0249 e -0,0184, respectivamente, porém, nao significativos e uma
baixa divergéncia genética entre populacbes para adultos e progénies
FST=0,032 e 0,0135, no entanto, significativa, revelando que a maior
parte da variabilidade genética encontra-se distribuida dentro das
populacdes, com excesso de heterozigotos. A espécie é aldgama com
Tm=1,05 e com elevado valor de fluxo génico (Nm=7,3). As populacbes
estudadas estdo em equilibrio de panmixia e endogamia. Estes resultados
sdo coerentes com o0s mecanismos de polinizacdo e dispersao de
sementes na espécie. No estudo, surgiram indicativos de que o tamanho
efetivo populacional e o tipo vegetacional sdo os fatores de maior
influéncia nas diferencas encontradas entre as populacdes. Os resultados
encontrados fornecem referenciais que possibilitam definir estratégias
para a conservacao de recursos genéticos da espécie.

Palavra Chaves: carqueja, variabilidade genética, isoenzimas



Genetic variability distribution in carqueja [Baccharis trimera (Less)
DC] using allozyme markers

ABSTRACT: This study sought to generate information related to the
diversity and genetic structure within ten natural populations of Baccharis
trimera (Asteraceae), as well as to portray the crossing system within four
natural populations of this specie in different vegetations and edafo-
climate conditions, come from the states of Rio Grande do Sul, Santa
Catarina and Parana. Allozyme markers were used, revealed from the
eletroforese in starch gel (penetrose 30 of 13%), with Tris-citrate gel-
electrode tampon for the ACP, a - EST, B - EST, MDH, PRX,
NADHDH e GTDH enzimatic systems. For the genetic structure
portrayal, F de Wright's statistics were used. The reproductive system was
classified from the evaluation of the existence of panmixy and inbreeding
equilibrium, as well as from the multiloci rate crossing estimate. The
populations studies presented high indexes of genetic diversity
(Ho=0,217; He=0,215 and P=71%) for the adults and
(Ho=0,272, He=0,269, e P=80%) for the progenies. Results
obtained indicated lack of crossing among parentals for adults
and for progenies, with F;s= -0,0249 and -0,0184, respectively,
however, meaningfulless, and a low genetic divergence among
populations for adults and progenies Fst=0,032 e 0,0135, on
the other hand, meaningful, revealing that mostly of the
genetic variability is inside populations, with a surplus of
heterozygotes. The specie is allogamic with T,=1,05 and with a high genic
flow (Nm=7,3). The populations studied are under an equilibrium of
panmixy and inbreeding. These results are coherent with the polinization
and seed dispersion mechanisms in this specie. There were indicators, in
the study, that the effective populational size and the vegetation type are
the most influencial factors in the differences found among the
populations. The results give referentials that can define strategies for the
conservation of genetic resources of this specie.

Key-words: carqueja, genetic variability, allozyme



1. INTRODUCAO

Baccharis trimera (Less) DC. é uma Asteraceae de ocorréncia
natural no Sul do Brasil. E conhecida popularmente como carqueja,
carquejinha ou carqueja amarga e por diversas sinonimias no Brasil:
Baccharis genistelloides var. trimera; B. triptera;, Caccalia decurrens;
Coniza genistelloides; Molina reticulata; M. trimera (Correa, 1926; Barroso
& Bueno, 2002).

7

A carqueja é uma espécie dibica, propagando-se por meio de
sementes com dispersdo principalmente pelo vento e vegetativamente a
partir de rizomas formando touceiras. No grupo sucessional é classificada
como pioneira, ocorrendo em locais de plena incidéncia solar, podendo
ser encontrada desde o nivel do mar até altitudes de 2.800 m; em areas
com disturbios, onde os solos sdo acidos, esgotados, bem drenados,

pobres em nutrientes e matéria organica (Correa, 1926; Hansel, 1992).

Na medicina popular, € usada para combater gripes, febres,
problemas intestinais e impoténcia. Porém, é mais conhecida como um
importante medicamento para problemas do figado (Cruz, 1962; Balbach,
1963), aspecto atribuido, pelo conhecimento popular, ao seu sabor
extremamente amargo. Esta espécie faz parte da composicdo de
inimeros chas emagrecedores a venda em lojas de produtos naturais. E
citada, por Correa (1926), como sendo uma planta que substitui o lupulo
para a fabricacdo de cerveja. Possui, em sua composicao, flavonadides,

Oleos essenciais e terpenos (Hansel, 1992).

As plantas medicinais representam, hoje, grande potencial de
recursos farmacolégicos, econémicos e sociais. Porém, conforme Reis
(1996a), a exploracdo de plantas de uso medicinal, da flora nativa,

atraveés da extracéo direta do ecossistema, tem levado a reducao drastica



das populacdes naturais destas espécies, seja pelo processo predatério,
seja pelo desconhecimento dos mecanismos de perpetuacdo das
mesmas. Desse modo, considerando o valor das plantas medicinais, néo
apenas como recurso terapéutico, mas como fonte de recurso econémico,
torna-se importante estabelecer linhas de acdo voltadas para o
desenvolvimento de técnicas de manejo e/ou cultivo, tendo em vista a
utilizacdo dessas espécies vegetais pela humanidade, aspecto aliado a

manutencao do equilibrio dos ecossistemas tropicais.

Varios autores tém enfatizado a importancia da conservacao
genética de espécies vegetais de forma efetiva. De acordo com Guerra &
Reis (1999), a conservagcao genética eficiente requer o conhecimento da
biologia da espécie, da dinamica e estrutura das populacdes e um manejo
adequado que proporcione para a espécie e ao ecossistema a expressao
de seu potencial evolutivo. Para Kageyama (1987), a conservagao de
recursos genéticos in situ, numa forma ideal, considerando-se o carater
de continuidade de evolucéo das populacées em conservacéao, pressupde
longo prazo, o que tem implicagdes com a preservagao da variabilidade
suficiente para as populacées, com tamanho de reservas para sua
estabilidade e com guestdes de uso ou potencial para o recurso genético

preservado.

Nesse sentido, a caracterizacdo da diversidade genética €
imprescindivel a escolha de estratégias visando a conservacao dessas
espécies. Conforme destacam Reis et al., (2002) a avaliacdo da
diversidade genética de populacbes naturais € um instrumento
importante, considerando que permite identificar o fluxo génico nas
populacdes, consequéncia direta dos processos de polinizacao e
dispersdo de sementes. Este conhecimento permite inferir praticas de
manejo que visem a conservacdo nao apenas do individuo, mas da

diversidade genética da espécie como um todo.



O uso de marcadores alozimicos tem-se mostrado importante
ferramenta para quantificar a variabilidade genética em populacfes
naturais, permitindo avaliar a movimentacdo de alelos, efeitos de deriva
geneética, sistema reprodutivo e niveis de endogamia (Reis, 1996b).
Assim, é possivel desenvolver estratégias mais eficientes de conservacao
de formacdes vegetais no sentido de usar os recursos genéticos de forma
sustentada (Nodari et al., 2002).

Estudos utilizando este marcador vém contribuindo para
fundamentar estas estratégias. Reis (1996) caracterizou a distribuicdo da
variabilidade genética em Euterpe edulis em nivel geografico local e
regional, no qual foram encontradas divergéncias genéticas entre as
populacbes estudadas. A analise das frequéncias alélicas e de
agrupamento indicaram uma adequacdo ao modelo de isolamento por
distancia geografica, reforcado pelo gradiente de altitude como
componente basico da distribuicdo da variabilidade genética encontrada

para a espécie.

Auler et al. (2002) caracterizou a estrutura genética de nove
populacdes naturais de Araucaria angustifolia, no Estado de Santa
Catarina, onde foi verificada baixa variabilidade genética entre
populacdes. Neste estudo, os valores dos indices de diversidade foram
menores nas populacbes mais degradadas, indicando que a
fragmentacdo e a degradacdo vém contribuindo para a alteracdo da
frequéncia e da dindmica dos alelos nas populac¢des estudadas.

Sebben et al. (2000) avaliaram os efeitos de manejo tradicional em
Tabebuia cassinoides em uma populacdo manejada e uma néo
manejada. Os resultados revelaram valores elevados de endogamia e
baixa divergéncia entre as populagbes. Revelaram, também, efeitos
negativos sobre a populacdo manejada, como menor quantidade de
alelos, menor heterozigosidade observada e esperada, menor taxa de

cruzamento, entre outros.



Em espécies medicinais, Mariot et al. (2002), estudando
populacdes naturais de Piper cernuum, encontrou elevada divergéncia
genética entre populacdes (Fst=0,380) e uma menor divergéncia entre
regides (Fst=0,062). Foi encontrado também um excesso de
heterozigotos (Fis=-0,170). O autor também concluiu que a espécie
depende constantemente da formacéo de clareiras para manutencao do
dinamismo populacional, sugerindo o efeito fundador responsavel pela

estruturacdo encontrada nas populacdes estudadas.

Steenbock (2003) estudou duas populacdes naturais de Maytenus
ilicifolia. O autor encontrou niveis de diversidade maiores que a média
esperada para espécies tropicais. A espécie também apresentou
elevados coeficientes de endogamia, gerados por condicionantes do

sistema reprodutivo e pela existéncia de deriva genética.

Estes trabalhos indicam a importancia de gerar estudos individuais
e a necessidade de estabelecer diferentes estratégias para cada espécie

a ser conservada, manejada ou domesticada.

Dessa forma, o conhecimento sobre a estrutura genética, da
espécie em foco, proporciona informacdes relevantes para o
desenvolvimento de estratégias apropriadas para 0 manejo e a
conservacao da mesma. Neste sentido, o objetivo deste trabalho consistiu
em estudar a distribuicdo da variacdo genética entre e dentro das

populacdes e determinar a taxa de cruzamento da espécie.



2. MATERIAL E METODOS

2.1. Amostragem

Para atingir os objetivos propostos, foram coletadas amostras
foliares de 300 individuos adultos reprodutivos, aleatoriamente, em dez
populacdes naturais procedentes dos Estados do Rio Grande do Sul,
Santa Catarina e Parana, sob diferentes gradientes de altitude, tipos

vegetacionais e condi¢des edafo-climéticas (Tabelas 1 e 2).

Para as progénies, foram coletadas sementes de dez plantas para
quatro populacdes (UFSM, AGE, RBC e SVS) (Tabela 1). De cada matriz
foram genotipadas 10 plantas, totalizando 100 plantas para cada uma das
quatro populagdes. As mesmas foram germinadas em meio de Agar 6%.
Apéds a germinagdo, foram transferidas para uma estufa com temperatura
controlada no Horto Florestal do Departamento de Engenharia Florestal da
UFSM (Universidade Federal de Santa Maria). Os locais de coleta estao

nas Tabelas 1 e 2.

TABELA 1 — Populag@es, sigla, locais de coleta e nimero de individuos coletados em
dez populacdes naturais de Baccharis trimera no Sul do Brasil.

Populagcbes Sigla Municipio/Estado N*

1. Campus/UFSM** UFSM Santa Maria/RS 30
2. Arroio Grande AGE Santa Maria/RS 30
3. Reserva Biolégica da CORSAN***  RBC Val da Serra/RS 30
4. Sao Vicente do Sul SVS Séo Vicente do Sul/RS 30
5. Torres TOR Torres/RS 30
6. Fazenda Amola Faca/EPAGRI****  FAF Lages/SC 30
7. Cagador CAC Cacador/SC 30
8. Cacador/EPAGRI EPA Cacador/SC 30
9. Turvo 1 TUR Turvo/PR 30
10. Turvo 2 (manejada) TUM Turvo/PR 30
TOTAL 10 300

* Numero de individuos amostrados; ** (UFSM) Universidade Federal de Santa Maria;
*** (CORSAN) Companhia Rio Grandense de Saneamento e Abastecimento de Agua;
***x (EPAGRI) Empresa de Pesquisa Agropecuaria e Extensdo Rural de Santa Catarina.

TABELA 2 — Altitude, tipo de solo, cobertura vegetal e historico das dez populagbes
amostradas de Baccharis trimera de ocorréncia natural no Sul do Brasil



Populacdo  Altitude (m) Solo Vegetagao Histdria e uso
1. UFSM* 113 Argissolo Floresta Reflorestamento com
Estacional pinus e eucaliptos.
Area de pastagem
Decidual
2. AGE 113 Argissolo Floresta Area de pastagens.
. Grande numero de
Estacional o
individuos/
Decidual individuos rocados.
3. RBC 450 Neossolo Floresta Coleta préximo a
L Estacional/ reserva.  Ambiente
litdlico sofreu  intervencao
OmbréfilaDensa/ antrépica para
Ombrofila Mista construgéo do
resevatorio.
4. SVS 120 Argissolo Campo(Estepe Pastagem
. natural/lavoura ha
Estacional) :
cinco anos. Grande
ndmero de
individuos
5. TOR 12 Argissolo Floresta Poucos individuos.
arenoso Ombréfila Densa. Area de pastagens,
bastante antropizado
6. FAF 918 Cambissolo Campos do Area de pastagens
Planalto com gado/ campo
natural
7.CAC 950 Nitossolo Floresta Grande numero de
(avermelhado) Ombrdfila Mista individuos/area de
pastagens
(antropizado)
8. EPA 950 Nitossolo Floresta Ambiente da
(avermelhado) Ombrdfila Mista re,serva/grande
namero de
individuos/rogado
9. TUR 1.044 solo argiloso Floresta Poucos
roxo distréfico.  Ombrofila Mista individuos/conservad
as — desmatamento
héa dois anos
10. TUM 1.044 solo argiloso Floresta Poucos

roxo distrofico.

Ombrofila Mista

individuos/com
extracao da espécie.

*UFSM — Universidade Federal de Santa Maria; AGE- Arroio Grande; RBC: Reserva Bioldgica da
CORSAN; SVS: Sédo Vicente do Sul; TOR: Torres; FAF: Fazenda Amola Faca; CAC: Cacgador;
EPA: EPAGRI Cacador; TUR: Turvo; TUM — Turvo manejada.

2.2. Eletroforese de isoenzimas



Para a caracterizacdo da estrutura genética, foram usados
marcadores alozimicos. O meio suporte utilizado para eletroforese foi o

gel de amido de milho (penetrose 30 a 13%).

Inicialmente, foi adaptado um protocolo basico com dois diferentes
sistemas tampao eletrodo/gel (Tris-Citrato, Citrato Morfolina), e 20
sistemas enzimaticos (Anexo 1), nas diferentes camadas de gel,
empregando-se os protocolos descritos por Alfenas et al. (1991; 1998) e
Kephart (1990), procurando-se obter aproximadamente 10 locos

polimorficos ativos em plantas adultas e jovens.

A partir das eletroforeses, foram avaliados: presenca ou auséncia,
intensidade, nitidez, migracdo das diferentes bandas e condicbes de
corrida, visando o estabelecimento do protocolo. Apés a identificacdo dos
sistemas com boa resolucdo tampao gel/eletrodo utilizado, estes foram
submetidos a analise para a observagéo de polimorfismo (Anexo 2 e 3).

A leitura dos zimogramas foi realizada logo apés a revelacédo das
isoenzimas; as bandas foram desenhadas em filme plastico, sendo
mantidas as dimensdes originais para a mensuracao das distancias de
migracdo. Além disso, os geéis foram fotografados para registro dos
resultados.

As analises foram realizadas no Laboratorio de Fisiologia do
Desenvolvimento e Genética Vegetal (LFDGV) do Centro de Ciéncias
Agrarias (CCA), Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC),
Floriandpolis/SC.

2.3. Andlises estatisticas

A diversidade genética foi caracterizada a partir das estimativas das
frequéncias alélicas, heterozigosidade média observada (H,),
heterozigosidade esperada (He) das populagbes (Nei, 1973), numero



médio de alelos por loco (A), porcentagem de locos polimérficos (P) e
indice de fixacdo de Wright (F).

As fregliéncias alélicas foram estimadas por: P = nj/n;, onde Pij =
freqiéncia do alelo i na populagéo j; nj = numero de ocorréncias do alelo
i na populacéo j; nj = numero total de alelos amostrados na populagéo j. A
heterozigosidade média observada (H,), para cada loco, foi obtida por H,
= 1- ZP; onde P; é a frequéncia dos gendtipos homozigotos ii e
heterozigosidade média esperada (He) He = 1- 2P ; 2, onde: Pi =
frequéncia alélica estimada do iésimo alelo de um loco. A porcentagem de
locos polimorficos (P) foi obtida através da média aritmética do numero
total de alelos pelo numero de locos. Considerou-se um loco polimérfico
aquele em que a frequiéncia do alelo mais comum néo ultrapassou 95%.
O numero médio de alelos por loco (A) foi obtido pela divisdo do nimero
total de alelos pelo nimero total de locos. O indice de fixacdo de Wright
(F) foi estimado como desvios da heterozigosidade esperada: F= (Ho-
He)/He.

A distribuicdo da variabilidade genética, entre e dentro das
populacdes, foi caracterizada pelas estatisticas F de Wright, segundo a
metodologia de Nei (1977). Esta estatistica admite que todos os desvios
de panmixia sejam exclusivamente devido aos efeitos de deriva e do
sistema reprodutivo. Estas estatisticas F podem ser obtidas a partir dos
conceitos de heterozigosidade observada e esperada, onde: H, é a
heterozigosidade média observada dentro das populacbes; Hs é a
heterozigosidade média esperada segundo Hardy-Weinberg (EHW) nas
populacbes e Hr é a heterozigosidade média esperada segundo EHW
para o conjunto das populacdes. Assim, Fis € definido como: Fis = Hs-
Ho/Hs, (-1< Fis <1), onde F;s é o desvio da proporcdo de heterozigotos
esperado segundo EHW dentro das populacdes, ou o indice médio de
fixacdo de alelos dentro das populacdes. Este parametro corresponde a
média do indice F individual de cada popula¢éo; Fir = Hr-Ho/H+, (-1 Fit

<1), onde F é o0 desvio da propor¢ao de heterozigotos observados dentro



das populacbes do esperado segundo EHW para o conjunto das
populagdes, ou o indice médio de fixacdo de alelos para o conjunto das
populacbes; Fst = Hr-Hs/Hr, (0 < Fst<1), onde Fst é o0 desvio da
propor¢cdo de heterozigotos esperados segundo o EHW do total das
populacdes, da proporcdo de heterozigotos esperados segundo EHW
dentro das populagdes, sendo também uma medida de divergéncia
genética entre as populagdes. Os valores médios de Fis, Fir e Fst foram
obtidos pela média ponderada dos locos. Os resultados foram obtidos
com o uso do programa Biosys-2 (Swofford & Selander, 1997).

A significancia dos trés coeficientes (Fis, Fir e Fst) foi testada loco
a loco empregando-se a estatistica x° pela abordagem de LI & HORVITZ
(1953) e WORKMAN & NISWANDER (1970): Fis O x? = NFis® (k — 1);
com GL = [k(k-1)1/2; Fir O X* = 2NFir? (k — 1); com GL = [k(k-1)]/2; Fst O
X% = 2NFsr (k — 1); com GL = (n — 1)(k-1).

Para testar a significancia dos valores médios dos locos foi

empregado o somatdrio dos x? dos locos e o somatério dos graus de
liberdade (GL) dos locos (WORKMAN & NISWANDER, 1970).

2.4 Sistema reprodutivo
Para a caracterizacdo do sistema reprodutivo, inicialmente, foi
testada a aderéncia das frequiéncias genotipicas ao equilibrio de panmixia

e endogamia e, posteriormente, estimada a taxa multiloco de cruzamento.

A aderéncia ao equilibrio de panmixia foi testada comparando-se as
frequéncias genotipicas observadas e esperadas, conforme a extensdo do
teorema de Hardy-Weinberg para o niamero correspondente de alelos para
cada loco e agrupando-se 0s genoétipos em classes: homozigoto para o
alelo mais frequente; heterozigoto entre o alelo mais freqiente e os
demais; e todos os demais gendtipos. O teste de aderéncia ao equilibrio
de endogamia (equilibrio de Wright) foi realizado também se comparando
as freqléncias genotipicas observadas e esperadas, estabelecendo-se,

contudo, os valores esperados a partir de uma extensao do teorema de



Hardy-Weinberg que agrega o indice de fixacdo (F) (Wright, 1951). Neste
caso, 0 X2 é testado com um grau de liberdade a menos, portanto, s pode
ser empregado quando ha trés alelos ou mais por loco.

As taxas de cruzamento unilocos (ts) e multiloco (t,) foram
estimadas para as populacbes pelo programa MLTR de Ritland (1997),
baseado no modelo de cruzamento misto de Ritland & Jain (1981). O
modelo assume que as plantulas resultam de uma mistura de cruzamentos
aleatorios e autofecundacéo, cujas pressuposi¢des bésicas sdo: (1) que o
conjunto de podlen € homogéneo para 0s cruzamentos com todos 0s
genadtipos maternos; (2) que os alelos de diferentes locos segregam
independentemente e (3) que os locos ndo séo afetados pela selegéo ou
mutacdo entre o evento reprodutivo e a analise (Ritland e Jain, 1981,
Ritland, 1990). Para estimar o erro padrao da taxa de cruzamento unilocos
e multilocos, para a populacdo, o programa utilizou o método bootstrap,
onde a unidade de amostragem foram plantas dentro de familias.
Utilizaram-se 1000 reamostragens dentro de familias, com base em
Ritland (1997). O teste de homogeineidade das frequéncias alélicas do
polen e ovulos foi realizado atraves da estimativa de Fst de Wright (1965).
A significancia de Fsr foi dada pelo teste de x2 (Workman e Niswander,

1970), conforme ja descrito, anteriormente, para a andlise estatistica F.

O fluxo génico aparente foi estimado a partir da relacdo proposta
por Wright (1951), entre a quantidade de migrantes (Nm) e a divergéncia
entre populacdes (Fst), pela formula Fst = 1/(1+ 4Nm). Adicionalmente, foi
feita a estimativa de vizinhanca (Nb - nimero de individuos numa area de
vizinhanca ou area onde ocorre panmixia, conforme Wright, 1931), como

sugerem Slatkin & Barton (1989), pela formulaNb =211 Nm .



3. RESULTADOS

A analise de eletroforese de isoenzimas permitiu a obtencéo de 30
locos, distribuidos em 20 sistemas isoenzimaticos (Auler, 2003). Levando-
se em consideracdo o critério de boa resolugdo e infra-estrutura
disponivel, foram selecionados sete sistemas enzimaticos: ACP, a EST, 3
- EST, MDH, PRX, NADHDH e GTDH. Estes sistemas exibiram um total
de dez locos para adultos e oito para progénies, passiveis de
interpretacdo, segundo os principios da segregacdo mendeliana. Os
mesmos apresentaram-se polimorficos (critério 95% para o alelo mais
comum, Tabela 3).

TABELA 3 - Sistemas enzimaticos utilizados em individuos adultos de populacdes

naturais de Baccharis trimera, bem como em suas progénies maternas, nimero de locos
observados com possibilidade de interpretacdo genética (tampdo utilizado: Tris- Citrato).

Sistemas Namero de Estrutura da Namero de Estrutura da
enzimaticos locos: enzima locos: enzima
Adultos Progénies
ACP 2 Monomérica 2 Monomérica
o —EST 1 Monomérica 1 Monomérica
B-EST 1 Monomérica 1 Monomérica
MDH 2 Dimérica 2 Dimérica
PRX 2 Monomérica 1 Monomérica
NADHDH 1 Monomérica 1 Monomérica
GTDH 1 Monomeérica - Monomeérica
Total 10 08

A enzima ACP apresentou dois locos. ACP-1 foi monomoérfico
apenas para a populacdo de individuos adultos da UFSM. O loco ACP-2
foi polimérfico para todas as populacdes. A enzima apresentou-se
monomeérica para ambos os locos (Tabela 4). Para a -EST e 3 - EST foi
observado um loco para cada sistema, ambos polimérficos para todas as
populagBes, com enzima monomérica de boa resolucdo, tanto para os
adultos como para as progénies (Tabelas 4 e 5). A enzima MDH
apresentou trés locos, sendo que foram considerados somente os dois de
melhor resolu¢cdo. MDH-1 foi polimérfico para todas as populacdes, tanto
para adultos, como para as progénies maternas, enquanto que MDH-2 foi



polimérfico para trés populacdes de progénies e quatro populagdes de
individuos adultos. A enzima peroxidase (PRX) apresentou dois locos de
boa resolucdo para individuos adultos (PRX-1 e PRX-2) e um para
individuos das progénies (PRX-1). Os dois foram polimorficos para todas
as populagdes de individuos adultos e PRX -1 foi polimorfico para trés
populagcbes de progénies, com enzima monomeérica. As enzimas
NADHDH e GTDH apresentaram somente um loco cada, com boa
resolucdo. A NADHDH foi polimérfica para a maioria das populacdes de
individuos adultos e para todas as populagfes das progénies maternas. O
sistema GTDH s0 foi detectado para populacdes de individuos adultos,
sendo polimérfico apenas para AGE e SVS, com dois alelos (Tabelas 4 e
5).

3.1. Frequéncias alélicas

As frequéncias alélicas, para as dez populacbes de adultos e
quatro populacdes de progénies maternas, de Baccharis trimera, Sao
apresentadas nas Tabelas 4 e 5, respectivamente. Nas progénies
maternas, nao foram revelados os locos PRX-2 e GTDH, por

apresentarem baixa resolucéao neste grupo de plantas.



TABELA 4 — Freqliéncias alélicas para dez locos isoenzimaticos a partir de individuos adultos de
dez populacdes de Baccharis trimera no Sul do Brasil.

Populagbes/Numero de individuos

Loco Alelo UFSM AGE RBC SVS TOR FAF CAC EPA TUR TUM
*
N** 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30
ACP-1 1 1000 0,867 0,850 0,717 0,917 0,883 0,967 0,900 0,933 0,950
2 0,000 0,133 0,150 0,283 0,083 0,117 0,033 0,100 0,067 0,050
N 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30
ACP-2 1 0,783 0,800 0,767 0,800 0,800 0,867 0,900 0,733 0,917 0,900
2 0,183 0,200 0,217 0,167 0,200 0,067 0,050 0,217 0,083 0,100
3 0,033 0,000 0,017 0,033 0,000 0,067 0,050 0,060 0,000 0,000
N 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30
o-EST 1 0,667 0,650 0,700 0,600 0,683 0633 0600 0,817 0,633 0,650
2 0,333 0,350 0,300 0,333 0,317 0,333 0,383 0,183 0,367 0,350
3 0,000 0,000 0,000 0,067 0,000 0,033 0,017 0,000 0,000 0,000
N 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30
B-EST 1 0,767 0,783 0,733 0,750 0,750 0,717 0,600 0,733 0,700 0,650
2 0,183 0,217 0,200 0,217 0,250 0,267 0,350 0,183 0,300 0,350
3 0,060 0,000 0,067 0,033 0,000 0,017 0,050 0,083 0,000 0,000
N 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30
MDH-1 1 783 0,800 0,783 0,667 0,833 0,817 0,867 0,883 0,867 0,967
2 0,217 0,200 0,217 0,267 0,117 0,183 0,133 0,117 0,133 0,033
3 0,000 0,000 0,000 0,067 0,050 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
N 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30
MDH-2 1 0,867 1.000 0,950 0,983 1000 1000 1000 1000 1000 0,983
2 0,133 0,000 0,060 0,017 0,000 0000 0,000 0,000 0,000 0,017
N 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30
PRX -1 1 0,933 0,950 0,983 0,917 0967 0933 0950 0,850 0,983 0,917
2 0,067 0,050 0,017 0.083 0,033 0,067 0,050 0,150 0,017 0,083
N 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30
PRX-2 1 0,917 0,900 0,767 0,917 0,933 0,850 0,950 0,783 0,950 0,917
2 0,060 0,100 0,200 0,083 0,050 0,100 0,050 0,217 0,050 0,083
3 0,017 0,000 0,033 0,000 0,017 0,050 0,000 0,000 0,000 0,000
N 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30
NADHDH 1 0,950 1000 0,933 0,883 1000 0,750 0,900 0,933 0,967 0,933
2 0,050 0000 0,067 0,067 0000 0,250 0,100 0,050 0,033 0,067
3 0,000 0000 0000 0,050 0,000 0,000 0,000 0,017 0,000 0,000
N 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30
GTDH 1 1000 0,900 1000 0,867 1000 1000 1000 1000 1000 10000
2 0,000 0,100 0,000 0,133 0,000 0,000 0,000 0,000 0000 ,000
Total/ 26
alelos

*UFSM - Universidade Federal de Santa Maria; AGE- Arroio Grande; RBC: Reserva Bioldgica da
CORSAN; SVS: Sao Vicente do Sul; TOR: Torres; FAF: fazenda Amola Faca; CAC: Cacgador; EPA:
EPAGRI Cacador; TUR: Turvo; TUM — Turvo manejada. ** Nimero de individuos amostrados.



TABELA 5 - Freqliéncias alélicas para oito locos isoenzimaticos a partir de quatro
populacdes para progénies maternas de Baccharis trimera no Sul do Brasil.

Populacbes/Numero de individuos

Locos Alelos UFSM* AGE SVS RBC
N#** 99 98 99 99
ACP-1 1 0,899 0,888 0,869 0,934
2 0,101 0,112 0,091 0,066
3 0,000 0,000 0,040 0,000
N 97 100 100 100
ACP-2 1 0,747 0,815 0,720 0,850
2 0,160 0,170 0,220 0,150
3 0,093 0,015 0,060 0,000
N 100 100 100 100
o -EST-1 1 0,720 0,670 0,575 0,680
2 0,280 0,330 0,380 0,320
3 0,000 0,000 0,045 0,000
N 100 100 99 100
B-EST-2 1 0,615 0,620 0,596 0,670
2 0,350 0,315 0,369 0,305
3 0.035 0,065 0,035 0,025
N 95 100 100 99
MDH-1 1 0,832 0,880 0,670 0,884
2 0,168 0,120 0,245 0,016
3 0,000 0,000 0,085 0,000
N 100 100 100 100
MDH-2 1 0,950 0,980 0,980 1000
2 0,030 0,020 0,020 0,000
3 0,020 0,000 0,000 0,000
N 99 100 100 100
PRX-1 1 0,904 0,875 0,875 1000
2 0,076 0,125 0,100 0,000
3 0,020 0,000 0,025 0,000
N 95 99 99 100
NADHDH-1 1 0,963 0,955 0,848 0,980
2 0,037 0,045 0,121 0,020
3 0,000 0,000 0,030 0,000
Total/alelos 24

* UFSM - Universidade Federal de Santa Maria; AGE- Arroio Grande; RBC: Reserva
Biologica da CORSAN; SVS: Séo Vicente do Sul.

O loco ACP-1 apresentou dois alelos para nove das populacdes de
adultos e para todas as populacbes das progénies maternas. O alelo 2
sempre apresentou frequéncia reduzida para as mesmas. O loco também
apresentou o alelo 3 na populacdo SVS das progénies maternas nao
detectado para as populacdes de adultos.

O loco ACP-2 apresentou trés alelos para as populacdes de UFSM,
RBC, SVS, FAF, CAC e EPA. Nas demais populacgdes, o loco revelou dois
alelos com frequéncias variadas. Para as progénies, o alelo 3 foi



detectado para UFSM, AGE E SVS. As Progénies da populagéo de RBC
apresentaram dois alelos.

O loco a - EST apresentou trés alelos para as populacdes de SVS,
FAF e CAC de individuos adultos e SVS para as progénies maternas. As
demais apresentaram somente dois alelos.

O loco B - EST apresentou trés alelos para a maioria das
populacdes (UFSM, RBC, SVS, FAF, CAC e EPA) de adultos e para
todas as populagbes das progénies maternas. Para as demais, foi
verificada a presenca de dois alelos.

Nas populacdes de progénies maternas, o loco MDH-1 apresentou
trés alelos para a populacdo de SVS e dois alelos para as demais. Para
as populacées de adultos, o loco apresentou trés alelos para as
populacdes de SVS e TOR, sendo que as demais, apresentaram dois
alelos.

No loco MDH-2, o alelo trés somente foi verificado na populacéo de
UFSM para as progénies maternas, ndo sendo verificado para as
populagcdes de individuos adultos. O alelo 2 foi verificado para UFSM,
AGE e SVS para as progénies maternas e UFSM, RBC, SVS e TUM para
os adultos. As demais apresentaram somente um alelo.

Para o loco PRX-1, foram observados dois alelos para todas as
populacdes de adultos e um terceiro alelo para as populagbes UFSM e
SVS para as progénies maternas.

O loco PRX-2 soO foi verificado nas populacbes de individuos
adultos com trés alelos para UFSM, RBC, TOR e FAF. O alelo 2 foi
verificado para todas as populagoes.

As populagdes SVS e EPA de individuos adultos apresentaram trés
alelos para o loco NADHDH. O alelo 2 n&do esta presente nas populacdes
de AGE e TOR. Para as progénies maternas, somente a populacdo de
SVS apresentou o alelo 3. Nas demais, foi verificada a presenca de dois
alelos.



O loco GTDH so foi verificado para as populacfes de adultos com
dois alelos para AGE e SVS. As demais apresentaram somente um alelo.

3.2. indices de diversidade genética

A partir das frequéncias alélicas foram estimados indices de
diversidade genética: heterozigosidade observada (Ho) e esperada (He),
namero meédio de alelos por locos (A), porcentagem de locos polimorficos
(P) e indice de fixacdo de Wright (F), considerando—se individuos adultos
e progénies maternas, 0s quais sado apresentados nas Tabelas 6 e 7.
TABELA 6 — indices de diversidade genética para dez populacdes naturais de Baccharis

trimera procedentes do Sul do Brasil, obtidos a partir de dez locos em 300 individuos
adultos.

Populagbes* A p** H, H*** F

UFSM 2,1 80 0,213 0,215 0,009
(0,052) (0,052)

AGE 2,2 70 0,253 0,246 - 0,027
(0,044) (0,048)

RBC 1,8 80 0,197 0,216 0,088
(0,056) (0,053)

SVS 2,5 90 0,313 0,296 -0,057
(0,056) (0,051)

TOR 1,9 60 0,177 0,179 0,011
(0,051) (0,053)

FAF 2,2 80 0,250 0,245 -0,020
(0,062) (0,053)

CAC 2,1 50 0,207 0,189 - 0,095
(0,070) (0,059)

EPA 2,1 70 0,227 0,228 0,004
(0,052) (0,049)

TUR 1,8 60 0,157 0,161 0,024
(0,057) (0,053)

TUM 1,9 70 0,173 0,174 0,006
(0,048) (0,051)

MEDIA 2.1 71 0,217 0,215 -0,057

UFSM — Universidade Federal de Santa Maria; AGE- Arroio Grande; RBC: Reserva
Biologica da Corsan; SVS: Sao Vicente do Sul; TOR: Torres; FAF: fazenda Amola Faca;
CAC: Cagador; EPA: Epagri Cacador; TUR: Turvo; TUM — Turvo manejada.; ** Critério
95%; ***estimativa ndo viesada de Nei, (1978).

O numero médio de alelos (A) por loco variou de 1,8 a 2,5 e a
média geral de locos polimorficos (P) foi de 71% (critério 95% para o alelo



mais frequente) nas dez populagbes de individuos adultos. A
heterozigosidade média esperada (He) foi de 0,215, sendo o menor indice
registrado para a populacdo de TUR (0,161) e o maior para a populacéao
de SVS (0,296). A heterozigosidade observada (H,) foi superior a
esperada com média de 0,217. Os indices de fixacao alélica de Wright (F)
mostraram valores negativos para as populagbes de AGE, SVS, FAF,
CAC, sugerindo excesso de heterozigotos nestas populacdes (Tabela 6).
Valores positivos de F, porém, baixos, foram observados nas demais

populagdes, indicando a existéncia de endogamia em niveis reduzidos.

TABELA 7 — indices de diversidade genética para quatro populacdes de Baccharis
trimera procedentes do Rio Grande do Sul, obtidos a partir de oito locos em progénies.

Populagbes* N A pP** H, H*** F
UFSM 98,1 2,5 87,50 0,264 (0,057) 0,266 (0,056) 0,0075
AGE 99,6 2,3 75,00 0,254 (0,062) 0,253 (0,058) -0,0039
SVS 99,6 2,9 87,50 0,349 (0,062) 0,340 (0,062) -0,0264
RBC 99,8 2,0 75,00 0,223 (0,059) 0,217 (0,059) -0,0276
MEDIA 99,30 2,4 81,25 0,272 0,269 -0,022
MEDIA/

ADULTOS 2,1 80 0,244 0,243 0,013
(UFSM, AGE

,RBC e SVS)

*UFSM — Universidade Federal de Santa Maria; AGE- Arroio Grande; RBC: Reserva
Biologica da Corsan; SVS: Sao Vicente do Sul; ** Critério 95%; ***estimativa nédo viesada
de Nei, (1978).

Para as progénies maternas, o numero médio de alelos por loco (A)
variou de 2,0 a 2,9 com uma média de 2,4. A média de locos polimorficos
(P) foi de 80%. Também nas progénies maternas a herozigosidade
observada (Ho) foi superior a esperada (Heg), como ocorreu nos adultos
(0,272 e 0,269). O indice de fixacado foi negativo para os individuos das
progénies maternas, sugerindo excesso de heterozigotos para estas
populacbes. O mesmo nao aconteceu para as quatro populacbes de
adultos, onde a média de F apresentou-se, embora reduzido, positivo

(0,013), sugerindo valores reduzidos de endogamia (Tabela 7).



3.3. Estrutura genética das populactes avaliadas

Nas Tabelas 8 e 9 sdo apresentados, respectivamente, os valores
da estatistica F (Wright, 1951 e 1965) para as populacdes de individuos
adultos e para as populacbes de progénies maternas de Baccharis
trimera, por loco.

TABELA 8 - Estimativa das estatisticas F de Wright (Fis, Fir, Fst) para individuos adultos
de dez populagbes naturais de Baccharis trimera de ocorréncia natural no Sul do Brasil.

Loco Fis Fir Fst
ACP-1 0,0087 ns 0,0693 ns 0,0611**
ACP-2 -0,0496 ns -0,0204 ns 0,0278*
EST-1 0,0019 ns 0,0166 ns 0,0148ns
EST-2 -0,0264 ns -0,0085 ns 0,0174ns
MDH-1 -0,0236 ns 0,0127 ns 0,0355**
MDH-2 0,0638 ns 0,1351 ** 0,0761**
PRX-1 -0,0330 ns -0,0081 * 0,0241ns
PRX-2 -0,0172 ns 0,0216 ns 0,0382**
NADHDH-1 -0,1007 ns -0,263 ** 0,0676**
GTDH-1 -0,1351 * -0,0239 ns 0,0980**
Média -0,0249 ns 0,0086** 0,0326**

ns: ndo significativa; * significativa 5%; ** significativa a 1% pelo teste do x2.

TABELA 9 - Estimativa das estatisticas F de Wright para progénies de quatro populacdes

naturais de Baccharis trimera de ocorréncia natural no Sul do Brasil.

Loco Fis Fir Fst
ACP-1 -0,0552ns -0,0486ns 0,0063 ns
ACP-2 0,0189ns 0,0321ns 0,0135 **
EST-1 -0,0701ns -0,0506ns -0,098*
EST-1 -0,0100ns -0,0067ns -0,0033ns
MDH-1 0.0811ns 0,1163** 0,0383**
MDH-2 0,0836ns 0,0943* 0,116**
PRX-1 -0,1225** -0,1190** 0,0031ns
NADHDH-1 -0,0124ns 0,0245ns 0,0365**
Média -0,0184 ns -0,0046** 0,0135 **
Média **UFSM, -0,0203ns 0,0017** 0,0215**

AGE, SVS e RBC
(Adultos)

ns: ndo significativa; * significativa 5%; ** significativa a 1% pelo teste do x2 **UFSM -
Universidade Federal de Santa Maria; AGE- Arroio Grande; RBC: Reserva Biol6gica da CORSAN;
SVS:Sao Vicente do Sul.

Os valores de Fis obtidos (Tabela 8) foram negativos e corroboram
com os encontrados na Tabela 6, onde foi observado que valores baixos

ou auséncia de endogamia ocorrem entre e dentro das populacdes de



progénies maternas e dentro das popula¢cdes de individuos adultos.
Contudo, nao foram significativamente diferentes de zero.

Entre os individuos adultos somente os locos ACP-1, a - EST e
MDH-2 apresentaram valores positivos.

Analisando-se os dados da Tabela 8, pelo valor do Fsr, verifica-se
gue a maior parte da variabilidade genética esta dentro das populagdes e
que entre as populagcdes ha poucas diferencas (0,0326), contudo,
significativa, indicando divergéncias possivelmente associadas com a
presenca de alelos raros ou exclusivos. O mesmo aconteceu em relacéo
as progénies, este valor é bastante reduzido (0,0135), embora também se

apresente significativo (Tabela 9).

3.4. Sistema reprodutivo

3.4.1. Aderéncia ao equilibrio de Hardy-Weinberg e endogamia de
Wright.

Os resultados do teste de aderéncia, das populacdes naturais de
Baccharis trimera, avaliadas neste estudo ao equilibrio de panmixia e
endogamia para os individuos adultos e progénies estdo nas Tabelas 10 e
11.



TABELA 10 - Resumo do teste de Qui-quadrado (x2) para os desvios do equilibrio de
Hardy- Weinberg, considerando as frequéncias observadas e esperadas ndo agrupados
e agrupados e equilibrio de endogamia das dez popula¢des de individuos adultos de
Bacchatris trimera procedentes do Sul do Brasil.

Populagéo GL X2 P GLp** X3p** Pp** F(p)***
UFSM* 14 4,012 > 95 3 1,071 70-80 50-30
RBC 8 20,685 <1 - - - -
AGE 15 4,521 >95 3 1,678 70-50 -
SVS 20 10,125 >95 5 5,346 50-30 50-30
TOR 11 4,53 >90 2 0,201 >90 50-30
FAF 16 19,912 30-20 4 8,278 >5 70-50
CAD 14 7,189 >90 3 4,120 30-20 50-30
EPA 14 9,99 70-80 3 1,288 80-70 50-30
TUR 8 1,885 >98 - - - -
TUM 9 1,283 >95 - - - -

*UFSM — Universidade Federal de Santa Maria; AGE- Arroio Grande; RBC: Reserva
Bioldgica da CORSAN; SVS: Sao Vicente do Sul; TOR: Torres; FAF: fazenda Amola
Faca; CAC: Cacador; EPA: EPAGRI Cacador; TUR: Turvo; TUM — Turvo manejada;
**Alelos agrupados: nimero de homozigoto para alelo mais comum, nimero de
heterozigoto entre alelos comuns/raro, niumero de homozigotos raros e outros
heterozigotos; ***Coeficiente de endogamia.

TABELA 11- Resumo do teste de Qui-quadrado ( x?) para os desvios do equilibrio de
Hardy- Weinberg, considerando as freqiiéncias observadas e esperadas ndo agrupados
e agrupados e equilibrio de endogamia em quatro populacfes de progénies maternas
de Bacchatris trimera .

Populacao GL X2 P GLp** X3p** Pp** F(p)***
UFSM* 16 32,786 <1 4 5,979 20-30 50-30
RBC 9 31,818 <1 1 0,002 >95 20-10
AGE 12 27,72 <1 2 2,168 50-30 50-30
SVS 22 51,982 <1 7 15,427 10-5 50-30

*UFSM - Universidade Federal de Santa Maria; AGE- Arroio Grande; RBC: Reserva
Biologica da CORSAN; SVS: Sédo Vicente do Sul; **Alelos agrupados:nimero de
homozigoto para alelo mais comum, nimero de heterozigoto entre alelos comuns/raro,
namero de homozigotos raros e outros heterozigotos: *** Coeficiente de endogamia.

O teste da existéncia de equilibrio de panmixia (equilibrio de Hardy-
Weinberg), realizado para os adultos, sugere que todas as populacdes de
individuos adultos estdo em equilibrio de panmixia, exceto a populacao
RBC. O agrupamento de classes para alelos menos frequientes produziu
frequéncias que também aderiram ao equilibrio. O mesmo n&do aconteceu
com as progénies, pois todas apresentaram desvios a este equilibrio,
porém, isso ndo aconteceu quando os alelos foram agrupados por
classes, onde todas as populacdes aderiram ao equilibrio de panmixia.

Nas popula¢gdes com grau de liberdade suficiente, foi avaliado o equilibrio



de endogamia. Todas as populagdes analisadas tanto para os adultos,
bem como as progénies, estdo em equilibrio de endogamia (Tabelas 10 e
11).

3.4.2. Taxa de cruzamento

Na Tabela 12, sdo apresentadas as estimativas da taxa de
cruzamento multilocos (i) e a taxa de cruzamento dos locos isolados (ts),

estimadas nas quatro populacdes de Baccharis trimera .

TABELA 12 -Taxa de cruzamento multilocos (t), taxa de cruzamento média dos locos
isolados (t5), taxa de cruzamento entre aparentados (t,-ts) e taxa de autofecundacéo (S)
estimada em quatro populacdes naturais de Baccharis trimera.

Populagcbes tn ts t-ts S
UFSM* 1,105 (0,063) 1,070 (0,067) 0,035 (0,082) -0,105
AGE 0,991 (0,095) 1,017 (0,064) -0,025 (0,065) 0,009
SVS 0,917 (0,045) 0,980 (0,060). -0,064 (0,037) 0,083
RBC 1,200 (0,021) 1,200 (0,012) 0,000 (0,020) -0,2
Média 1,0532 1,0667 0,0135

*UFSM — Universidade Federal de Santa Maria; AGE - Arroio Grande; RBC: Reserva
Biologica da CORSAN; SVS: Sao Vicente do Sul.

Observando-se os dados da Tabela 12, todas as populacdes
apresentaram uma taxa de alogamia bastante elevada. Os maiores
valores foram verificados para UFSM e RBC, superiores a 1,0. Os valores
de endogamia (tn-ts) foram reduzidos, sendo negativos para AGE e SVS,
sugerindo auséncia de cruzamento entre aparentados. Para a populacao
de SVS a taxa de cruzamento t, foi 0,917, indicando possibilidade de

cruzamento misto.

3.4. Fluxo génico

As estimativas do valor médio aparente do fluxo génico, para as
dez populagbes de individuos adultos, foi de Nm = 7,33 individuos por
geracdo. O tamanho aparente médio de vizinhanga para Baccharis trimera

foi de Nb = 46,74 individuos. Este resultado sugere que as “unidades



panmiticas”, ou vizinhanga, como sugere Wright (1951), significando que
0S grupos parentais que trocam genes ao acaso estdo em torno de 46, 74

individuos.



4. DISCUSSAO

Os resultados obtidos, neste trabalho, usando marcadores de
isoenzimas, permitiram avaliar a distribuicdo da variabilidade genética em
populacdes naturais de Baccharis trimera.

Com base na analise destes dados, a distribuicdo das frequéncias
alélicas, nos dez locos, das dez populagbes de individuos adultos e nas
quatro populacdes das progénies maternas, variaram desde a completa
fixacdo, como, por exemplo, do alelo 1 do loco MDH-2 para as populacdes
de TOR, FAF, CAC, EPA, TUR e AGE nos individuos adultos, até elevado
polimorfismo como aconteceu com os locos a-EST e (3 - EST para todas
as populacdes de adultos e progénies. A presenca de alelos raros e/ou
exclusivos, que ndo ocorreram em individuos adultos e ocorreram nas
progénies e vice—versa, foram observados em algumas populacdes.
Temos, como exemplos: O alelo 3, do loco ACP-1, s6 ocorre ha
populacdo de progénies de SVS, o mesmo alelo ndo foi verificado nas
populacdes de adultos. Desta mesma forma, o alelo trés para o loco
MDH-2 s0 ocorreu para a populacdo de UFSM das progénies, ndo sendo
verificado para os individuos adultos. SVS também apresentou o alelo trés
para os sistemas NADHDH, EST-1, MDH-1 que n&o apareceu nas demais
populacdes de progénies. Estes resultados evidenciam diferencas entre
as populacdes em relacéo as frequéncias alélicas, sugerindo a ocorréncia
de fluxo génico proveniente de individuos reprodutivos ndo representados
na amostra das populagbes avaliadas ou em outras demes, condi¢des
adaptativas, efeitos de deriva genética, tamanho efetivo da populacdo
(este termo, utilizado no contexto deste trabalho, se refere ao nimero de
individuos reprodutivos da populacdo), bem como podem estar indicando
uma amostragem insuficiente.

A presenca destes alelos tem implicagbes na determinacdo de
estratégias de manejo e conservacao de populacdes naturais, pois a
extracdo de individuos da espécie, sem um manejo adequado, bem como

a reducdo do tamanho da populacdo pela acdo antropica (degradacao)



podera levar a perda destes alelos por deriva. Conforme discute Perecin
(2000), se o loco estiver sob selecdao e, a direcdo do aumento da
frequéncia deste alelo conferir maior adaptabilidade ao gendtipo que o
carrega, esse alelo podera ter sua freqiéncia aumentada nas proximas
geracdes. Assim esse alelo, poderd conferir maior adaptabilidade ao
genodtipo que o carrega. Cabe ressaltar que, na espécie em estudo, a
populacdo que apresentou maior niumero de alelos raros foi a populacéao
de SVS (Séao Vicente do Sul), cujo tamanho populacional é maior que as
demais e esta situada em um ambiente de campo.

A ocorréncia de alelos raros e/ou exclusivos também foi verificada
em outras populacdes naturais de espécies, como Maytenus ilicifolia, por
Perecin (2001) e Steenbock (2003); Araucaria angustifolia (Auler, 2002);
Tabebuia cassinoides (Sebben et al., 2000), entre outros.

A porcentagem de locos polimérficos foi alta, variando de 60% a
90% nos individuos adultos e 75% a 87% nas progénies. Estes valores
eram esperados, pois trabalhou-se com locos polimorficos.

Os niveis de diversidade genética He e Ho médios de (0,217;
0,217) para os adultos e (0,244; 0,243) para as progénies, apresentados
pelas populacbes de B. trimera, podem ser considerados altos se
comparados com outras espécies. Em espécies medicinais foi
encontrado em Taxus brevifolia Nutt He = 0,124 (Wheeler et al., 1995);
Piper cernuum Vell com He = 0,187 (Mariot et al., 2000). Steenbock (2003)
estudou duas populacdes naturais de Maytenus ilicifolia e encontrou He =
0,264 e 0,186 para individuos adultos e He = 0,152 e 0,151 para as
progénies maternas. Valores maiores que 0s encontrados para esta
espécie (B. trimera) foram encontrados por Reis (1996 b), o qual obteve
em Euterpes edulis (palmiteiro) He = 0,452 e H, = 0,467 para individuos
adultos e He = 0,436 e H, = 0,403 para as progénies, sugerindo uma alta
diversidade genética. Hamrick & Godt (1990) estimaram em 0,157 a He
de espécies de polinizacdo entomofilica e dispersdo anemocorica. Estes
resultados, comparados com os aqui obtidos, sugerem altos niveis de



variabilidade genética apresentados pela espécie, o que possivelmente
decorre de suas caracteristicas, tais como: ser uma espécie comum, de
alta densidade espacial e apresentar eficientes mecanismos de dispersao
de genes (pdlen e sementes), permitindo, assim, uma intensa troca génica
entre e dentro de populacdes. Estes altos niveis de variabilidade genética
possibilitam a ocorréncia de um grande nimero de novas combinacgdes
genotipicas, aumentando o potencial evolutivo da espécie, pela maior
capacidade de adaptacdo as possiveis mudancas ambientais. Contudo,
no presente estudo, os locos utilizados foram todos polimorficos,
produzindo valores maiores de diversidade quando comparados com
locos tomados ao acaso. Isto ja foi constatado em outros estudos
realizados por Reis (1996 b), Auler (2002) e Mariot, (2002).

Cabe ressaltar que a heterozigosidade observada apresentou-se
numericamente maior que a esperada tanto para adultos, quanto para as

progénies.

Os maiores indices de diversidade foram observados nas
populacdes de SVS, AGE, FAF, EPA, RBC e UFSM. Os menores estao
relacionados as populacdes de TOR, TUR e TUM.

Estes indices, encontrados através de isoenzimas, estdo de acordo
com os descritos no capitulo I, onde foi estudada a microsporogénese
(formacao e viabilidade do polen): A populacdo de Torres (TOR) foi
aguela que apresentou menores indices de viabilidade polinica,
apresentando também indices inferiores de variabilidade genética (obtidos
pelos marcadores de isoenzimas). Por outro lado, a populacdo de Séao
Vicente do Sul (SVS), apresentou maior viabilidade polinica,
apresentando também maiores indices de variabilidade genética.
Utilizando-se apenas os resultados obtidos por isoenzimas, as populacdes
de Torres (TOR), Turvo (TUR) e Turvo manejada (TUM) foram aquelas
gue apresentaram menores indices de variabilidade em relacdo as

demais.



Ha indicativos que estas diferencas podem estar relacionadas com
o tamanho efetivo populacional, considerando que a populagdo de SVS
constitui-se na populacdo com maior numero de individuos em
comparacdo com todas as demais. Por outro lado, 0 que caracteriza as
trés populacdes, anteriormente citadas (TOR, TUR e TUM), € o reduzido
namero de individuos (Capitulo I, Tabela 2).

Ainda em relacdo ao tamanho efetivo populacional, podemos
destacar outras populacdes que também apresentaram niveis elevados
de variabilidade genética (isoenzimas) e de viabilidade polinica: Arroio
Grande (AGE), Fazenda Amola Faca (FAF), Cacador (CAC) e EPAGRI
Cacador EPA. Nestas, também foi observado grande numero de

individuos.

Pode-se, também, estabelecer comparacfes em relacdo ao tipo de
vegetacdo. A vegetacdo caracteristica de TOR, TUV e TUM é floresta,
enquanto que a populacdo de SVS esta localizada em uma regido de
vegetacao predominante de campo nativo. Ha a possibilidade de que SVS
seja favorecida pelas caracteristicas da espécie (pioneira) por situar-se

uma area mais aberta, de plena incidéncia solar.

Além disto, h4 de se considerar que, na populacdo de TUM, é
realizada coleta (manejo) de parte da planta, aspecto que, aliado ao
reduzido numero de individuos, contribui para reduzir os recursos

disponiveis para polinizadores.

Neste sentido, numa analise mais geral, os resultados obtidos
sugerem o tamanho efetivo populacional e o tipo vegetacional como o0s
fatores que mais influenciaram os niveis de diversidade e a presenca de
alelos raros.

Contudo, estes aspectos requerem aprofundamento nas

investigacoes.



O indice médio de fixacdo dentro de populacdes (Fis) apresentou
valores negativos (-0,0249 e -0,0184) para adultos e progénies,
respectivamente, corroborando com o F médio de Wright (-0,057; -0,022)
para adultos e progénies, respectivamente, o qual sugere excesso de
heterozigotos indicando efeitos de selecdo em favor dos mesmos.
Contudo, estes valores ndo foram significativos e este excesso néao

mostrou desvios significativos do equilibrio de panmixia.

O excesso de heterozigotos tem sido investigado em palmiteiro
(Euterpe edulis Mart.) por Conte et al. (2003). Estes autores avaliaram
geneticamente o recrutamento de plantas em uma populacdo da espécie,
testando a hipotese da existéncia de selecédo em favor dos heterozigotos.
Foram analisadas varias categorias de plantas. Foi detectado um
aumento na frequéncia de heterozigotos na direcdo dos individuos
adultos. No entanto, os autores comentam que os marcadores alozimicos
nao demonstraram de forma inequivoca e continua, entre as categorias,
os efeitos de selecdo em favor de individuos heterozigotos, considerando
gue mais da metade dos locos polimérficos ndo manifestaram uma
tendéncia de aumento nas taxas de heterozigosidade na direcdo de
individuos adultos.

As populacbes de Baccharis trimera também ndo apresentaram
uma tendéncia clara do aumento de heterozigotos em favor dos
individuos adultos, tendo em Vvista que as progénies também
apresentaram excesso dos mesmos. Este aspecto requer estudos

adicionais.

O indice de fixacdo para o conjunto das populagdes (Fir)
apresentou valor positivo relativamente baixo para os adultos (0,0086) e
negativo (-0,0046) para progénies, ambos significativos, evidenciando

endogamia reduzida e/ou ausente no conjunto de populacdes.

A distribuicdo da variabilidade genética entre e dentro de

populacdes revelou que 96,7% da variabilidade genética encontra-se



distribuida dentro das populacbes e 3,3% entre populacdes. Para as
quatro populacdes de progénies maternas avaliadas, o Fst médio foi baixo
(0,0135), porém, também significativo (Tabela 8 e 9). Estes dados
sugerem a existéncia de uma baixa estruturacdo dentro das populacdes
de adultos e progénies. Possivelmente estas divergéncias podem estar
associadas a presenca de alelos raros e/ou exclusivos.

Este padrdo de estrutura genética € semelhante com trabalhos
encontrados na literatura que indicaram que as espécies de ocorréncia
tropical, que se reproduzem por alogamia ou por sistema misto e que tém
dispersdo de sementes e pdélen a longas distancias, mantém uma maior
proporcao de sua variabilidade genética dentro de populacées (Hamrick &
Godt, 1990).

Estudos realizados com outras espécies tropicais também vém
mostrando esta tendéncia. Reis (1996), estudando populacdes de Euterpe
edulis, encontrou em progénies de quatro populagbes que 98% da
variabilidade genética estava distribuida dentro de populacgdes.

Em nove populacbes naturais de Araucaria angustifolia, foi
encontrado aproximadamente 96% da variabilidade dentro de populacbes
(Auler, 2002).

Sebben et al. (2000), estudando popula¢des naturais de Tabebuia
cassinoides (caixeta), identificou aproximadamente 97% de variabilidade
dentro das mesmas. Scheffer (2001), estudando populac¢des de progénies
de M. licifolia, identificou 93,5% da variabilidade dentro destas
populacoes.

Steenbock (2003) encontrou, em populacbdes de Maytenus ilicifolia,
aproximadamente 97% da variabilidade dentro das populagbes de
individuos adultos.

A analise do sistema reprodutivo sugere que B. trimera reproduz-se
por fecundacdo cruzada. Estes resultados corroboram com o0s
encontrados para o equilibrio de panmixia. Os cruzamentos estédo

ocorrendo aleatoriamente com auséncia de cruzamento entre



aparentados. Do ponto de vista genético, isso pode representar um
grande potencial evolutivo, devido ao grande nimero de recombinacdes
genotipicas disponiveis as alteracbes ambientais e colonizacdo de novos

ambientes.

Em geral, as espécies tropicais tém apresentado altos niveis de
taxa de cruzamento como em Tabebuia cassinoides com t, = 0,895 e
0,783 (Sebb en et al. 2000). A espécie Maytenus ilicifolia apresentou
sistema de cruzamento misto, sendo preferencialmente aldogama com t,, =
0,954 e t, = 0,729 (Steenbock, 2003). Cabe ressaltar que os indices
encontrados, neste estudo, sdo compativeis com as caracteristicas da
espécie: espécie pioneira, polinizada por abelhas, sementes pequenas,
aladas e dispersas pelo vento, espécie didica. Neste sentido, sugere-se
que a reproducdo vegetativa € apenas um mecanismo para aumentar a

eficiéncia no processo de colonizagéo.

Em relac&o a possibilidade de cruzamento misto, na populacéo de
SVS, pode-se levantar algumas hipéteses: o aparecimento de individuos
com flores femininas (pestiladas) e masculinas (estaminadas) em fungéao
das condicbes ambientais; possibilidade de apomixia; existéncia de
cruzamentos preferenciais distorcendo as estimativas da taxa de
cruzamento. Alguns aspectos, apresentados no capitulo I, dao suporte a
estas hipoteses: populacdo densa, com formacdo de grandes
aglomerados (touceiras), maior numero de individuos femininos
(observacdes feitas durante a coleta de polen). Uma outra possibilidade &
a insuficiéncia amostral. Estas hipoteses remetem a necessidade de
estudos mais detalhados sobre a biologia floral da espécie e sobre fatores
ecolégicos a ela associados, bem como a necessidade de ampliar o
namero de filhos amostrados por planta.

N&o foi possivel detectar diferencas relacionadas aos gradientes de
altitude nas populacdes estudadas. Neste estudo, foram contemplados

gradientes desde o nivel do mar até cerca de 1.044 m de altitude (Tabela



2). Tendo em vista que, conforme literatura citada, a espécie ocorre até
2800 m, talvez seja interessante estudar populagdes localizadas em

gradientes maiores.

A analise dos indices de diversidade e das frequéncias alélicas
indicam que o tamanho efetivo da populacao e o tipo vegetacional sao os
fatores que mais influenciaram os resultados. A diminuicdo do tamanho
efetivo pela acdo antropica pode ter ocasionado a perda de alelos por
deriva genética e a diminuicdo nos niveis de diversidade nas populacdes

gue apresentaram indices reduzidos.



5. CONCLUSOES

Os resultados evidenciaram um alto nivel de diversidade para a
espécie, ocorréncia de alelos exclusivos e/ou raros, que representa
relevancia consideravel, pois permite uma melhor adaptacdo aos mais

diversos microambientes.

A distribuicBo da variabilidade genética entre e dentro de
populacdes revelou que 96,7% da variabilidade encontra-se distribuida
dentro das populacdes e apenas 3,3% entre populacdes. A divergéncia
genética entre as populacbes, apesar de baixa, foi estatisticamente

significativa.

Bacchatris trimera se reproduz por fecundagéo cruzada, com niveis

altos de fluxo génico e com cruzamento aleatoérios.

O tamanho efetivo populacional e o tipo vegetacional foram os
fatores que mais influenciaram os resultados. Os maiores indices de
diversidade e presenca de alelos raros/ou exclusivos foram observados
nas populacbes que apresentam maior numero de individuos

reprodutivos.

Estes resultados deveriam balizar estratégias adequadas para a
conservagcao de germoplasma, cultivo e manejo de forma sustentada da

espécie.
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CONCLUSOES FINAIS E FUNDAMENTOS PARA A CONSERVAQAO
GENETICA E/OU MANEJO DE Baccharis trimera .

Alguns aspectos relacionados aos eventos genéticos da espécie
foram elucidados nesse trabalho, constituindo-se em elementos a serem

considerados na conservagao de recursos genéticos da mesma.

De acordo com os resultados obtidos, constatou-se elevada
variabilidade genética nas populacbes para todos o0s parametros
avaliados. O estudo da microsporogénese, formacdo do pdlen e sua
viabilidade, contagem do numero de cromossomos, bem como da
estrutura e distribuicdo da variabilidade genética, fornece informacdes

relevantes para o conhecimento genético da espécie.

Estes aspectos, tomados em conjunto, apontam para a existéncia
de ampla variabilidade genética intra-especifica em Baccharis trimera,

possivelmente resultante de pressdes ambientais.

A andlise geral sugere associacdo do tamanho efetivo
populacional e do tipo vegetacional com os niveis de diversidade e as
frequéncias alélicas nas populagbes estudadas. Este conjunto de
condicdes ambientais pode estar influenciando a adaptabilidade das
mesmas. Assim, as informacgdes obtidas, no presente estudo, devem ser
consideradas no cultivo e conservacdo, juntamente com estudos de
ecologia, habitos de propagacdo da espécie, demografia e regeneracéo

natural.

A reducédo no tamanho das populacdes, através da exploracdo néo
sustentavel, fragmentacéo e degradacao das populacdes naturais leva a
deriva genética caracterizada pela perda e fixacdo aleatoria de alelos,
aumento de parentesco e da endogamia dentro das populagbes. Ainda
pode levar a mudancas na quantidade e comportamento de polinizadores,

gerando alteracbes nos niveis de cruzamento, com aumento da



autofecundacao tendo como consequiéncia a endogamia. Este aspecto
trds implicacBes importantes na conservagdo, manejo e melhoramento da
espécie, pois em plantas alégamas, como € o caso da carqueja, pode
levar a expressdao de genes deletérios que podem causar reducdo na

produtividade, fertilidade, viabilidade das sementes, vigor e adaptacgéao.

A alta viabilidade do poélen, a alta diversidade de genes, bem como
a alta taxa de cruzamento, levam a ampliacdo da variabilidade genética e
a manutencado do fluxo génico que permite troca alélica, possibilitando
uma ampla adaptacdo ao meio, pois as geracdes posteriores poderéo
sempre apresentar novos recombinantes. Portanto, a reproducao sexuada
€ um mecanismo eficaz para a perpetuacdo e evolucdo da espécie e
manutencdo da dinamica populacional. Estes aspectos, aliados a
ocorréncia de reproducdo vegetativa, estdo relacionadas com as
estratégias que estas plantas possuem para colonizar os mais diversos
ambientes de forma eficaz. Aqui, também, cabem novas investigacoes
guanto a relacdo entre estas caracteristicas e o principio ativo produzido
pela espécie. Esta se constitui em outra dimenséo importante para definir
estratégias de cultivo e/ou manejo, tendo em vista a conservagdo das
populacbes da espécie. Em outras palavras, alterando o ambiente de
ocorréncia, podera haver alteracbes em termos de qualidade e

quantidade do principio ativo.

Neste sentido, considerando a elevada heterozigosidade e
viabilidade do pélen, o grande nimero de alelos e que a maior parte da
variabilidade genética encontra-se dentro das populacdes, para conservar
recursos genéticos de Baccharis trimera, de modo eficaz, € importante
conservar in situ algumas populacdes relativamente grandes e com altos
niveis de variabilidade genética para que a espécie possa dar
continuidade em seu processo evolutivo. Assim, também, poderéo
constituir-se em populacbes bases para futuros programas de

melhoramento e cultivo da espécie. Cabe ressaltar que a possibilidade de



melhoramento e/ou cultivo da espécie constitui-se numa estratégia
relevante na ocupacao de areas degradadas e valorizagdo de formacgdes
secundarias, aspecto aliado a manutencdo de polinizadores para as

demais espécies do ecossistema onde ela ocorre.



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS GERAIS

ALEXANDER, M. P. A. Versatile stain for pollen fungi, yeast and
bacterium. Stain Technology. V.5 (1): p. 13-18, 1980.

ALFENAS, A.C.; PETERS,I.; BRUNE,W.; PASSADOR,G.C. Eletroforese
de proteinas e isoenzimas de fungos e esséncias florestais . URV,
Vigosa, MG, 1991. 242 p.

ALFENAS, A. C.; Eletroforese de isoenzimas e proteinas afins UFV,
Vicosa, MG, 1998. 554 p.

ARROYO, M. T. K. Breeding systems and pollination biology in
leguminosae. In: POLHILL, M. & RAVEN, P. H. (eds). ). Advances in
legumes Systematics 2 : p. 723 — 769, 1981.

AULER, N. M. F.; REIS M. S.; GUERRA P. M. ; NODARI R. O. The
genetics and conservation of Araucaria angustifolia: | genetic structure and
diversity of natural populations by means of non-adaptive variation in the
state of Santa Catarina, Brazil. Genetics and Molecular Biology. V.25,
n.3, p. 329-338, 2002.

AULER, N.M. F. Avaliagdo da distribuicdo regional da variabilidade
genética em populacdes naturais de  Baccharis trimera (carqueja) no
sul do Brasil. 2003. 48f. Exame de qualifica¢ao (doutorado). Universidade
Federal de Santa Maria. 2003.

BALBACH, A. A Flora Nacional na Medicina Doméstica . 11" edicéo.
Edicdes “A Edificacao do Lar”. Sdo Paulo. 1963. 230 p.

BARRET, S.C.H. & KOHN, J. R. Genetic and evolutionary consequences
of small population size in plants: implications for conservation. In: FALK,
D. A. & HOLSINGER, K.E. (eds.). Genetic and conservation of rare
plants . Oxford University Press. N. Y, p. 3-30, 1991.

BATTISTIN, A. Técnicas para Mitose e meiose em Vegetais
Universidade Federal de Santa Maria, setembro de 2000. 11p. Notas de

aula. Digitado em Microsoft Word for Windows 97.



BIONDO, E.; BATTISTIN, A. Comparagdo da eficiencia de diferentes
corantes na estimativa da viabilidade de graos de pdlen em espécies dos
géneros Eriosema (DC.) e Rhynchosia LOUR (Leguminosae-Faboideae),
nativas na regiao sul do Brasil. Bioikos , Campinas, v. 15, n. 1, p. 39-44,
2001.

BOFF, T. Comportamento meiético e fertilidade do pdlen em espécies de
Leucaena Bentham (Leguminosae/Mimosoidae). Dissertacao
(Mestrado/UFRGS) , Porto Alegre, 2002. 159 p.

CENARGEN - CENTRO NACIONAL DE RECURSOS GENETICOS.
Biodiversidade brasileira . Brasilia, EMBRAPA, 1995.

CORREA, M. P. Dicionéario das Plantas Uteis do Brasil . Ministério da
Agricultura, Instituto Brasileiro de Desenvolvimento Florestal. p. 205 e
214, 1926.

CORSAN - Companhia Riograndense de Saneamento e Abastecimento
de Agua, Santa Maria, Relatério dos Estudos ambientais, EPT 403/92 —
Gel 04/08/92. nov/93 179 -10-507 CAP-EE.

CRUZ, G. L. Dicionario das plantas uteis do Brasil . Civilizacao
brasileira., 1962. 177 p.

Di STASI, L. C. (organizador). Plantas medicinais: arte e ciéncia. Um
guia de estudo interdisciplinar.  Sao Paulo: UNESP. 1996. 230 p.

EMATER/RS. Plantas medicinais mais usadas no Rio Grande do Sul.
Catalogo EMATER/RS 2003.

EMBRAPA/IBAMA. Estratégias para conservagdo e manejo de recursos
genéticos de plantas medicinais e aromaticas. Resultados da 1 2 reunido
técnica . EMBRAPA/IBAMA, Brasilia, 2002.

GARCIA, A.G.; BATTISTIN, A. Microsporogénese de trés espécies do
género Macroptilium (BENTH.) URBAN ( leguminosae — Papilionoideae)
nativas no Rio Grande do Sul. Pesquisa Agropecuaria Gaucha , v. 8, nl-
2, p. 121-129, 2002.



GUERRA, M. Introdugdo a citogenética geral . Rio de Janeiro:
Guanabara. 1988. 142 p.

GUERRA, M. Como observar cromossomos. Um guia de técnicas em
citogenética vegetal, animal e humana. Ribeirdo Preto- Sao Paulo:
FUNPEC- editora. 2002. 131 p.

GUERRA, M. P. & REIS, M. S. Inventario dos recursos Florestais da
Mata Atlantica - A Exploracdo e Utilizacdo dos Recursos, Seus
Impactos Soécio-Econdémicos Atuais e Potencialidades de Manejo

Sustentavel. Araucaria angustifolia . Floriandpolis, 1999.

GOLVBOVSKAYA, I.N. Genetics control of meiosis. International Review
of Cytology. 58:247-290, 1979.

GUINET, P. H. Advances in legume biology - struture evolution, and

biology of pollen in Leguminosae. Missouri Botanical garden, 1989. 842 p.

HANSEL, R Hagers Handbuch fuer die Pharmazeutische Praxis
Springer Verlag. p. 795-801, 1992.

HAMRICK, J. L. GODT, M. J. W.; Factors influencing levels of genetic
diversity in woody plant species. New Forestv. v. 6, p. 95-124, 1990.
KAGEYAMA, P. Y; DIAS, I.S. Aplicagdo da genética em espécies florestais
nativas. In: Congresso Nacional sobre Esséncias Nativas. S&do Paulo,
Anais. 762-91, 1982.

KAGEYAMA, P.Y. Conservacdo “in situ” de recursos genéticos de
plantas. IPEF. V. 35, p. 7-37, 1987.

KARSBURG, I. V. Citogenética, eletroforese e concentracdo de
proteinas totais em cinco espécies da familia Urticaceae do Rio
Grande do Sul . 2002. 104f. Dissertacdo (mestrado/UFSM) Santa Maria,
2002.

KEPHART, S. R. Starch gel electrophoresis of plant isozymes: a
comparative analyses of techniques. Amer. J. Bot ., v. 7(5), p. 693-712,
1990.



LI, C. C. & HORVITZ, D. G. Some methods of estimating the inbreeding
coefficient. American Journal of Human Genetics, v. 5(2), p. 107-117,
1953.

LOGUERCIO, A. P. Microsporogénese, eletroforese e atividade
antimicrobiana de Syzygium cumini (L.) Skeels oriundo do Rio grande
do Sul. 2003, 89 p. (Tese Doutorado em Agronomia) — Universidade
Federal de Santa Maria, Santa Maria, Rio Grande do Sul. 2003.

LOVE, R. A. Estudos citolégicos preliminares de trigos Riograndenses.
Circular n. 74 . Secretaria da agricultura do Rio Grande do Sul. Porto
alegre. 14 p. 1949.

MAFFEI, E.M.D.; MARIN-MORALES,M.A.; RUAS, P.M.; RUAS, C.F;
MATZENBACHER, N.I. Cromosomal polymorphism in 12 populations of
Mikania micrantha (Compositae). Genetics and molecular Biology, Séao
Paulo, v. 22, n. 3, p.433-444, 1999.

MARIOT, A. ; DI STASI, L.C.; REIS, M.S. Genetic diversity in natural
populations of Piper cernuum. The American genetic Association . v.93,
p. 1-5, 2002.

MARKERT, C.L.; MOLLER, F. Multiple forms of enzimes: tissue,
ontogenetic, and species specific patterns. Proceedings of the national
academy sciences (USA), v. 45, p. 453-63, 1959.

McNEELY, J. A.; GADGIL, M.; LEVEQUE, C.; PADOCH, C.; REDFORD,
K. In: HEYWOOD, V. H. & WATSON, R. T.; (ed.) Global Biodiversity
Assenment, UNEP, Cambridge, University press, 1995. 1140 p.

MING, L. C. Plantas Medicinais Aromaticas e Condimentares . V. I, p
46, 1998.

MONTANARI Jr. |, Inventario dos recursos florestais da Mata atlantica:
Plantas medicinais. Exploragao, impactos atuais e potencialidades de
manejo. CCQBA- UNICAMP. 1999.



NASSAR, N. M. A. & FREITAS, M. Prospects of polyploidizing Cassava,
Manihot esculenta Crantz, by unreduced microspores. Plant Breending . v.
116, p.195-197. 1997.

NEI, M. Analysis of gene diversity in subdivided populations. Proc. Nat.
Acad. Sci . USA, v. 70(12), p. 3321-3, 1973.

NEI, M. F-statistics and analysis of gene diversity in subdivided
populations. Ann. Human. Genet ., v.41, p. 225-33, 1977.

NEI, M. Molecular evolutionary genetics. Columbia University Press , N.
Y., USA. 1987.

NODARI, R. O.; GUERRA, M. P. Aspectos genéticos e moleculares da
producdo vegetal. In: SIMOES, C. M. O. (org.). Farmacognosia — da
planta ao medicamento. 4 ed. Porto Alegre/Florianépolis: Ed.
Universidade - UFRGS/ ed. UFSC, cap.2,p.27-40, 2002.

OLIVEIRA, E. J. ; BATISTA, S. V. G; MALUF, W.R. Cultive carqgueja em
sua horta. Boletin Técnico de Hortalicas n. 027 —Departamento de

Agricultura. Lavras — MG, 1a edicéao, julho,1999.

OYAMA, K. Conservation biology of tropical trees: demographic and
genetic considerations. Environment update. v 1, p. 17-32, 1993.

PAGLARINI, m. S. meiotic behavior of economically importantplant
species: the relationship between fertility and male sterility. Genetics and
molecular Biology , Séo Paulo, v. 23, n. 4, p. 997-1002, 2002.

PERECIN, M.B. Diversidade genética em populacdes naturais de
espécies de espinheira-santa, Maytenus aquifolia Mart. E M. ilicifolia
Mart. Ex Reiss. (Celastraceae). 2001. 135f. Tese
(Doutorado)/ESALQ/USP. Piracicaba, ESALQ, 2001.

PINA-RODRIGUES, F.C.M.; COSTA, L.G.S.; REIS, A. Estratégias de
estabelecimento de espécies arboreas e o0 manejo de florestas tropicais.



In:. CONGRESSO FLORESTAL BRASILEIRO, 6, Campos do Jordéo,
1990. Anais. Campos do Jordao: SBS-SBEF, p.676-684, 1990

REIS, M. S. Manejo sustentado de plantas medicinais em ecossistemas
tropicais. In: Plantas medicinais: arte e ciéncia. Um guia de estudo
interdisciplinar. S&o Paulo: UNESP. P. 199 — 215, 1996 a.

REIS, M. S Distribuicdo e dindmica da variabilidade genética em
populacdes naturais de palmiteiro ( Euterpe edulis MARTIUS). 1996.
210f. Tese (Doutorado/ESALQ/USP), Piracicaba, 1996 b.

REIS, M. S; MARIOT, A.; STEENBOK W. Diversidade natural e aspectos
agrondmicos de plantas medicinais. In: SIMOES, C. M. O. (org).
Farmacognosia - da planta ao medicamento . ed. Porto
Alegre/Florianépolis: Ed. Universidade — UFRGS/Ed. UFSC, cap. 3 p. 41-
62. 2002.

RITLAND, K. Multilocus mating systemprogram: Version 1.1 . Toronto,
University of Toront, 1997.

RITLAND, K. & JAIN, S. A model for estimation of outcrossing rate and

gene frequencies using independent loci. Heredity, v. 47(1) p. 35-52,
1981.

RITLAND, K. A series of FORTRAN computer programs for estimating
plant mating sytems. The Journal of Heredity ,v. 81(3), p. 235-7. 1990.

S. A. S Institute. SAS/STAT Guide for personal computers
Version 6.03. SAS Institute Inc., Cary, NC. 1996.

SEBBEN, A. M. ; SEOANE, C.E.S.; KAGEYAMA, P.Y.; VENKOVSKY, R.
Efeitos do manejo na estrutura genética de populacdes de caixeta
(Tabebuia cassinoides). Scientia forestalis n. 58, p. 127-143, dez 2000.

SCHEFFER, M.C; MING, L.C.; ARAUJO, A. J. Conservagdo de
recursos genéticos de plantas medicinais. Recursos Genéticos e
Melhoramento de Plantas para o Nordeste Brasileiro.  2003. Disponivel



em (www.cpatsa.embrapa.br/livroorg/medicinaisconservacéo.doc).
Acesso em 12 de out. de 2004.

SINGH, R.J. Plant cytogenetics . Boca Raton: CRC Press, 1993.
391 p.

SHELDON, J.W.; BALICK, M.J.; LAIRD, S. A. Medicinal plants: can
utilization and conservation coexist? NYBG. Advances in economic
botany; v. 12, 1997. 104 p.

SLATKIN, M. E BARTON, N. H. A comparison of three indirect methods
for estimating average levels of gene flow. Evolution , v.43 (7), p. 1349-
1368, 1989.

SOUSA, M.M.; PEREIRA, T.N.S.; MARTINS, E.R. Microsporogénese e
Microgametogénese Associadas ao tamanho do botdo floral, antera e
viabilidade polinica em maracujazeiro-amarelo (Passiflora edulis Sims f.
flavicarpa Degener). Ciéncia Agrotecnica , Lavras. v.26, n.6, p.1209-
1217, 2002.

STEENBOCK, W. Fundamentos para manejo de populacdes naturais

de espinheira-santa, Maytenus licifolia Mart. Ex Reiss.
(Celastraceae). 2003. 145f. Dissertacao (Mestrado)/UFSC).
Floriandpolis, UFSC, 2003.

STRECK, E. V.. KAMPF, N. DALMOLIN,R.S.D.KLANT, E.;
NASCIMENTO, P.C., SCHNEIDER, P. Solos do Rio Grande do Sul,
UFRGS, 2002. 126p.

SYBENGA, J. Forty years of cytogenetics in plant breeding a personal
view. In: CURRENT Topics in plant cytogenetics related to plant
improvement . Viena : T. Lelley; Universitéts Verlag, . p. 22-33, 1998.

SWOFFORD, D.L.; SELANDER, R.B.A. A computer program for the
analysis of allelic variation in population genetics and biochemical
systematics. Release 1.7. Natural History Survey , lllinois. 1989. 43 p.



TASCHETO, O. M.; PAGLIARINI, M. S.; Niomero de cromossomos em
populacdes de pfaffia glomerata (Amaranthaceae). In: 46 Congresso
Nacional de Genética, 2000, Aguas de Lindéia, SP, Anais ... Aguas de
Linddia, p. 368, 2000.

TEDESCO, S.B. Morfologia, microsporogénese e modo de reproducao
das espécies Brasileiras do género  Adesmia DC. (Leguminosae ).
2000. 163f. Tese (Doutorado/UFRGS). Porto Alegre, UFRGS, 2000.

TORTOSA, R. D. Boletin de la Sociedad argentina de Botanica. El genero
Discaria (Rhamanaceae ). V.22 (1-4), p.301-335, Diciembre, 1983.

ZARCO, C. R. A New method for estimating karyotype asymetry. Taxon,
v. 35, p. 526-530, 1986.

WILMS, H. J.; CARMICHAEL, J. W; SCHANK, S. C. Cytolical and
morphological investigations on the grass Hemarthria altissima (poir)
Starpf et C. E. Hubb. Crop Science , v. 10, p. 309-312, 1970.

WHEELER, N. C .Weyerhaeuser Company, George R. Staebler
Forestry Reserarch Center, 505 N.Pearl Street, Centralia, WA 98531,
U.S.A.,1995.

WORKMAN, P .L.; NISWANDER, J. D. Population studies on
Southwetern Indian tribes Il. Local genetic differentiation in the Papagp.
Am J. human Genet ., v. 22, p. 24-49, 1970.

WRIGHT, S. The genetical structure of populations. Ann. Eugenics , v. 15,
p. 395-420. 1951.

WRIGHT, S. The interpretation of population structure by F-statistics
with special regard to systems of mating Evolution , V. 19, p. 395-420,
1965.



83

ANEXOS

ANEXO A - Sistemas enzimaticos testados em Baccharis trimera.

Enzima Caodigo Sigla
Shiguimato Desidrogenase E.C.1.1.1.25 SKDH
Malato Desidrogenase E.C.1.1.1.37 MDH
Isocitrato Desidrogenase E.C.1.1.1.42 IDH
Fosfatase Acida E.C.-3.1.3.2 ACP
Peroxidase E.C.1.11.1.7 PRX
Fosfoglucomutase E.C.2.75.1 PGM
Fosfoglucose Isomerase E.C.5.3.1.9 PGI
Glucose-6-Fosfato Desidrogenase E.C.1.1.1.49 G6PDH
Diaforase E.C.18.14 DIA

B - Esterase E.C.3.11.1 B-EST
0 - Esterase E.C3.11.1 O-EST
Fosfatase Alcalina E.C.3.3.3.1 ALP

6 — Fosfogluconato Desidrogenase E.C.1.1.1.44 6PGDH
Glicerato - 2 — Desidrogenase E.C.1.1.1.29 G2DH
Glutamato Desidrogenase E.C.1.4.1.3 GDH
Glutamato—Oxaloacetato— Transminase E.C.26.1.1 GOT
Sorbitol Desidrogenase E.C.1.1.1.14 SDH
Superoxido Dismutase E.C.1.15.1.1 SOD
Nicotinamida-Adenina-Dinucleotideo E.C.1.6.99.3 NADHDH
Desidrogenase

Manitol Desidrogenase E.C.1.1.1.67 MADH
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ANEXO B — Gendtipos de individuos adultos obtidos a partir de dez locos, para
dez populagdes de Baccharis trimera

POP  USM

0001USM11131112121211111111
0002USM11131212111211111211
00O3USM11111211111111111111
0004USM11111112111112111211
0005USM11111111112211131111
0006 USM11221111121112121111
0007USM11111112121111111111
0008USM11111211121111121111
0009USM11111211111111131111
0010USM11112213221111111111
0011USM11111213121111111211
0012USM11111122121111111111
0013USM11222211121111111111
0014USM11121111111111111111
0015USM11111111111111111111
0016 USM11121211111111111111
0017USM11111211111111111111
0018USM11111211121111111111
0019USM11111113121111111111
0020USM11111212121111111111
0021USM11111211121211121111
0022USM11111112111211111111
0023USM11121211111211111111
0024USM11122212111211111111
0025USM11111212111111111111
0026 USM11111211111111111111
0027USM11121212111111111111
0028USM11121111111112111111
0029USM11111111111111111111
0030USM11121111111112111111



POP COR

0001 COR11121111111111111112
0002COR11121112111112111111
0003 COR11121111111111111111
0004COR11121112111111111112
0005COR12121112111111111111
0006 COR11121211111111111111
0007 COR12112212111111111112
0008COR12111211121111111111
0009COR11111211121111111111
0010COR11111111121111111111
0011COR11121111111122111111
0012COR11121111121111111111
0013COR11111111221111111111
0014COR111111111711111111111
0015COR11111211111111121111
0016 COR11121212111111111111
0017COR11112212111111121111
0018COR11111112111111111111
0019COR11111111111111111112
0020COR11111211221111111111
0021COR11111211121111121111
0022COR11121122111111111111
0023COR11121111111111111111
0024COR12122211111111111111
0025COR12112211121111111111
0026 COR12111211121111121112
0027COR12111211121111111112
0028COR11112222111111121111
0029COR12111112111111111111
0O030COR11112212111111121111
POP AGE

0001 AGE22131111121211111211
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0002AGE11121212121111111111
0003 AGE11121111121111111111
0004 AGE12111112111111221111
0005AGE12121111111211121111
0006 AGE12121111111111121111
0007 AGE12121211111111111111
0008AGE11111211111111121111
0009 AGE11121112111211121111
0010AGE11111112111111111111
0011AGE11111211111112121111
0012AGE11111213111111121111
0013AGE11111213111111111111
0014 AGE11121211121111111111
0015AGE11122212111111111211
0016 AGE11111113111111121111
0017AGE11221113121111111111
0018 AGE 11121212121111131211
0019AGE11111212111111131211
0020AGE11121111121111111111
0021AGE11111112121111111111
0022AGE11112211111111111111
0023AGE11111112221111111111
0024 AGE11111122121111111111
0025 AGE12111211121111221111
0026 AGE11111211111111111111
0027AGE11111211111111111111
0028 AGE12121211121111111111
0029 AGE11111212111111121111
0030AGE12111111111111111111
POP SVS

0001SVS12121211121112111111
0002SVS12111111121111111111
0003SVS22111212121111111311

86



0004SVS11111111121112111111
0005SVS11111113131111111111
0006 SVS11111112131111111111
0007SVS11121112221111121211
0008 SVS11131211121111121211
0009SVS22121211111111111111
0010SVS11221213131211111211
0011SVS11112212111111111111
0012SVS12112211111111121311
0013SVS12111312121111121311
0014SvS12121312121111111112
0015SvS12111312121111111112
0016 SVS11121111121111111111
0017SVS11111312111111111111
0018 SVS12111212121111121112
0019SVS12131111121111111111
0020SVS11111211131111111111
0021SVS12111111121111111112
0022SVvS22121212111111111111
0023SVS11121111111111111111
0024SvS11111212111111111112
0025SvS11112211121111111111
0026 SVS11112211121112111111
0027SVS11111222111112111212
0028SVS11111211111112111111
0029SVS12121111111111111112
0030SVS12111211111111111112
POP TOR

0001 TOR11121212121112111111
0002TOR11121111121111111111
0003TOR11121111111111111111
0004TOR11121211111111111111
0005TOR11111212111111131111
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0006 TOR11111111111111111111
0007 TOR11111212111111111111
0008 TOR11111222131111121111
0009 TOR12121112131111111111
0010TOR11121111111111111111
0011 TOR11111212131112111111
0012TOR11112211111111111111
0013TOR11111211111111111111
0014TOR11121212221111111111
0015TOR11111112111111121111
0016 TOR11112212121111111111
0017TOR11111112111111111111
0018 TOR11121111111111111111
0019TOR11122212111111111111
0020TOR11121212111111111111
0021 TOR11111111111111111111
0022TOR12121222111111111111
0023TOR12111211111111111111
0024TOR11112211121111111111
0025TOR11111111111111111111
0026 TOR12111111111111111111
0027TOR11111111111111111111
0028TOR12121111111111121111
0029TOR11111111121111111111
0O030TOR11111111111111111111
POP LAJ

0001LAJ11111212111111111211
0002LAJ12111212121111111211
0003LAJ12111212121111121111
0004 LAJ12121213121111111211
0005LAJ11111312121111121111
0006 LAJ11111312111111121211
0007LAJ11111112111111111111
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0008 LAJ11131212111111111211
0009LAJ11111211111111131211
0010LAJ12111212121111131211
0011LAJ11131212111111111111
0012LAJ11111111121111111211
0013LAJ12111211111111111111
0014LAJ11111211111111131211
0015LAJ11111111121111111111
0016 LAJ11111111111111112211
0017LAJ11111112121111111111
0018LAJ11121111111111111111
0019LAJ11111212111111111211
0020LAJ11111211111111111111
00211LAJ11111211111112111111
0022LAJ11221211111111111111
0023LAJ11112222111111111211
00241LAJ11111111111112121211
0025LAJ12331122221111111111
0026 LAJ11112211121111111211
0027LAJ11111211111111111111
0028LAJ11111211111111221111
0029LAJ11111111111112111111
0030LAJ12111112111112111111
POP CAD

0001 CAD11111212111111111111
0002CAD11131212111111111111
0003CAD11121213111111111211
0004 CAD11121212121111111211
0005CAD11111212121111121211
0006 CAD11111212121111111111
0007 CAD11111111121111111111
0008CAD11111111121112111111
0009CAD11121212121111111111
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0010CAD11111212111111111111
0011 CAD11112222111111111111
0012CAD11111111111111111111
0013CAD11112222111111111111
0014CAD11112222111111111111
0015CAD11111212111111111111
0016 CAD11111212221111111111
0017CAD11131213111111111111
0018 CAD11111213111111111111
0019CAD11111111111111121111
0020CAD11111111111111111111
0021 CAD11131111111111111111
0022CAD11111111111111111111
0023CAD11111111111112111111
0024CAD11111111111111111211
0025CAD11111312111111111211
0026 CAD11111212111111111111
0027CAD11111212111111111111
0028CAD11111212111111111211
0029CAD12111212111111121111
0030 CAD12111212111112111111
POP EPA

00O01EPA11111111121111111311
0002EPA11111113121111111111
0O0O03EPA11111111121111121211
0004 EPA11131113121111121111
OO05EPA11111133121111121111
0006 EPA12131113221112121111
0007 EPA12122211111111121111
OOO8EPA11121111111112111111
0009 EPA11221111111112111111
0010EPA11131212111111121111
0011EPA11111212111111121111
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0012EPA11111112111111221111
0013 EPA11111112111111121111
0014 EPA22121212111111121111
0015EPA12121112111111121111
0016 EPA11121122111111121111
0017EPA11121211111111111111
0018 EPA11121212111111111111
0019EPA11121212111111111111
0020EPA11121212111112111111
0021 EPA11121211111112111111
0022EPA11121111111112111111
0023EPA11111111111112111111
0024EPA11111111111112111111
0025EPA11111111111111111111
0026 EPA11111111111112111211
0027EPA11111111111111111211
0028EPA11111111111111111111
0029 EPA11111111111111111111
0030EPA12111211111111111111
POP TUR

0001 TUR11111212121111111111
0002TUR11111111111111111111
0O0O03TUR11111211121111111111
0004TUR11111212111111111111
0O0O05TUR11111212111111111111
0006 TUR11111111111111111111
0007TUR11111111111111121111
0008 TUR11111111121111121111
0O0O0O9TURI11111111111111111111
0010 TUR11111212121111111111
0011 TUR11111212111111111211
0012TUR12111212121111111111
0013TUR11111111121111111111
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0014TUR12112222111111111111
0015TUR11111112111111111111
0016 TUR11121211121112111111
0017TUR11111212111111111111
0018 TUR11111212111111111111
0019TUR11122211111111111111
0020TUR11111111111111111111
0021 TUR11122222111111111111
0022TUR12121111111111111211
0023TUR11111212111111111111
0024TUR11121112111111111111
0025TUR11111211121111111111
0026 TUR11111112111111111111
0027TUR11112222111111111111
0028TUR11111111111111121111
0029 TUR11112211111111111111
0030TUR12111111111111111111
POP TUM

0001 TUM11111212111111111111
0002TUM11111212111112111111
0003TUM11111112111111111111
0004TUM11111211111111111111
0005TUM11111111111111111111
0006 TUM12111112111111111211
0007TUM11122211111111111111
0008TUM11111211111111111111
0009TUM12111112111111111211
0010TUM11111211111112121111
0011 TUM12121211111211111111
0012TUM11121211111111121111
0013TUM11121112111111111111
0014TUM11111112111111111111
0015TUM11111112111111111111
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0016 TUM11111212111111111111
0017TUM11111212111111111111
0018 TUM11112222111111111111
0019TUM11111212111111111111
0020TUM11121211111112121111
0021 TUM11112212111112111111
0022TUM11111112111111111111
0023TUM11121211111111121111
0024TUM11112222111111111111
0025TUM11111111111111111111
0026 TUM11111122121112111111
0027TUM11111111121111111211
0028TUM11111122111111111111
0029TUM11111211111111121111
0030TUM11111111111111111211
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ANEXO IlIl — Gendtipos obtidos a partir de oito locos para quatro populacdes de

progénies maternas de Baccharis trimera.
POP UFSM

0001USM1211111111111111
0002USM1111111111120011
0003USM1111111111111111
0004USM1111122211111111
0005USM1211111111111111
0006 USM 1112121222 111111
0007USM1213121111111111
0008 USM 1111221200 121111
0009USM1122111112111111
0010USM 12131222 12111111
0011USM1111121211111111
0012USM1211221112111211
0013USM1111111111221111
0014USM1122122211111111
0015USM1111111111111111
0016 USM1211112211121111
0017USM1111121212111111
0018USM1112111211111111
0019USM1122111211111211
0020USM1111121211111111
0021USM1111111112111111
0022USM 1112111212111211
0023 USM1111111112111100
0024USM1111111212111111
0025USM1111111212111111
0026 USM 1113112211111111
0027USM1111111112111111
0028 USM 1111 113312111100
0029USM1111221111111111



0030USM1111111111111111
0031 USM1211221111111111
0032USM1111121211111111
0033USM1111111211111111
0034 USM 111222 1112111100
0035USM1111121111111211
0036 USM1112121211111111
0037USM1111121311111300
0038 USM 112212121211 1100
0039USM1111111111111111
0040USM1113221211111111
0041USM1122112211111111
0042USM1111111211111311
0043USM1111111111111111
0044USM1113111211111111
0045USM1100111212111211
0046 USM1111111212111111
0047 USM 2211221211111311
0048USM 1112121112111211
0049 USM1112121211111212
0050USM1111121111111112
0051USM1111111211121111
0052USM1211111211111111
0053USM1111121211111111
0054 USM 1112 111212111312
0055USM1111111211111111
0056 USM 121211120011 1111
0057 USM 1111121212111111
0058USM1111121111111111
0059USM 11 131211001111 11
0060 USM 11 22 111200 11 11 11
0061USM1111112211111111
0062USM1111121111111111
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0063 USM1112221211111111
0064USM 1211111211111211
0065USM 1113121212111211
0066 USM 1133111212111211
0067 USM 1212 121212111111
0068 USM 1112121212111111
0069USM1112111112111111
0070USM1112121112111111
0071USM1111121211111211
0072USM 1111121200 131212
0073 USM1111122211111211
0074USM 1112 121312111112
0075USM 11131122 11111112
0076 USM1113111211111111
0077USM1113121211111111
0078 USM 1113111111111112
0079 USM 11121222 11131111
0080USM1211121211111111
0081USM1133111111111111
0082USM1111111212111111
0083USM1111111112111111
0084USM1111121311111111
0085USM1100121211111111
0086USM1111121111111111
0087USM1111121211111111
0088USM1211111112111111
0089USM1111111112111111
0090USM0000111211111111
0091USM1211111111111111
0092USM 1111121311131111
0093USM1211111111131111
0094USM1112111211111111
0095USM1113121211111211
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0096 USM1112111211111211
0097USM1211121112111111
0098 USM 1213111211111111
0099 USM 1213122211111111
0100USM1112111311111111
POP AGE

0001 AGE1111111211111211
0002AGE1111111211111111
0003 AGE1111122211111111
0004 AGE1111121211111211
0005AGE1111121211121111
0006 AGE1112111212111111
0007 AGE1111121211111211
0008 AGE1112121211111111
0009 AGE 1122121111111112
0010 AGE 1122221311121111
0011 AGE1112221211111111
0012AGE1111121211111111
0013AGE1111111211111211
0014 AGE1112111211111211
0015AGE1111111211111111
0016 AGE.1111121211111111
0017AGE1111112211111111
0018 AGE1111121211111112
0019AGE1111121111111211
0020AGE1111111111111211
0021 AGE1111121111111111
0022AGE1111121111111111
0023 AGE1111221111111211
0024 AGE.1111111111111111
0025AGE1111111111111111
0026 AGE 1211111211121111
0027 AGE1112113311111111
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0028 AGE1211111211111111
0029 AGE1112121111111111
0030 AGE 1222111212111111
0031 AGE1211112212111111
0032AGE1111121311111111
0033AGE1111121312111111
0034AGE1111111111111211
0035AGE1111221211111211
0036 AGE1111111211111111
0037AGE1211121111111111
0038AGE1111111211121111
0039AGE1111111111111111
0040AGE1111221311111111
0041 AGE1211121111111111
0042 AGE 2212111211111111
0043 AGE1112111211111111
0044 AGE 1211121122 111112
0045 AGE1112111211111112
0046 AGE 121212 1111111112
0047 AGE1111121111111111
0048 AGE1212121311111111
0049 AGE1112111211111111
0050AGE1211111211111111
0051 AGE1111121211111111
0052 AGE 1122121312111111
0053 AGE1211111212111111
0054 AGE1211111111111111
0055AGE 1111121122111111
0056 AGE 1111121122111111
0057 AGE1111121111111111
0058 AGE 1111123311111111
0059 AGE1111121311111111
0060AGE 1111121112111111
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0061 AGE1111121211111211
0062 AGE1111121112111111
0063 AGE 1211121211111211
0064 AGE1111111111111211
0065AGE 1222121111111111
0066 AGE1111111211111111
0067 AGE1111111311111211
0068 AGE1111111211111111
0069 AGE1211111211111111
0070 AGE 11122222 11111211
0071 AGE 1111221311111212
0072AGE1112111211111111
0073 AGE1112122211111111
0074 AGE0011121111111211
0075AGE 1112122211111211
0076 AGE 111212 1212111212
0077AGE1111121212111211
0078 AGE1111112212111111
0079 AGE1112111211111112
0080 AGE0012111212111100
0081 AGE 1212111222 111111
0082 AGE 1112122212111111
0083 AGE 1112122211111211
0084 AGE 1112121211111211
0085AGE1111221111111111
0086 AGE 1111122211111111
0087 AGE1111121111111211
0088 AGE 1212111111111111
0089AGE1111111211111111
0090 AGE1113111111111111
0091 AGE 1111121212111211
0092 AGE1111121112111211
0093 AGE1111121112111112
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0094 AGE1213121111111111
0095AGE1211121111111111
0096 AGE1111111111111111
0097AGE1111111111111111
0098 AGE 1113121211111111
0099 AGE 1211121211111111
0100AGE1111111111111111
POP SVS

0001SVS1113111111111111
0002SVS1111131111111111
0003SVS1112221113111111
0004 SVS1212123313111311
0005SVS1113121213111311
0006 SVS1113221112111112
0007 SVS1111131313111111
0008SVS1111111133111211
0009 SVS1111221233111213
0010SVS1112111313111212
0011SVS1111121111111212
0012SVS1113121211111312
0013SVS1111121211111112
0014SVS1211131213111111
0015SVS1211132211111111
0016 SVS1211221111111311
0017SVS1211121211111112
0018 SVS1211121111111113
0019SVS1111112212111222
0020SVS1211121113111111
0021SVS1211120012111111
0022SVS1112121213111311
0023SVS1111121113111111
0024SVS1111121213111112
0025SVvS1111122211111200
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0026 SVS1111121111111211
0027SVS0011111211111111
0028 SVS1111221211111112
0029SVS1111111211111111
0030SVS1112111112111111
0031SVS1112221111111111
0032SVS1112121211111112
0033SVS1112111222111111
0034SVS1112121211111211
0035SVS1112131213111111
0036 SVS1112121222111111
0037SVS1122121122111211
0038SVS1112121111111111
0039SVS1112121111111111
0040SVS1112111211111111
0041SVS1112221212111111
0042 SVS 1112122222 111112
0043 SVS1113221111111113
0044 SVS1112112222111111
0045SVS1112112211111111
0046 SVS1112221211111111
0047SVS1112221111111111
0048SVS1111121211111111
0049SVS1111111211111111
0050SVS1111121212111111
0051SVS1111121112111111
0052SVS1111131122111111
0053SVS1112111212111211
0054SVvS1211121212111111
0055SVS1111121222111111
0056 SVS1311121112111111
0057SVS1111121212111212
0058 SVS1113122212111211
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0059SVS1112111212111111
0060SVS1111112212111111
0061SVS1112111211111111
0062SVS1111221222111111
0063 SVS1111112222111112
0064 SVS1213121212111112
0065SVS1212121112111112
0066 SVS1213112211111112
0067SVS1111111213111112
0068 SVS1312111111111112
0069 SVS1112131311111113
0070SVS1112121211111112
0071SVS1312121212111112
0072SVS1111121211111111
0073 SVS1311111212111212
0074SVS1111131311111211
0075SVS1111131312111211
0076 SVS 1112121222 111211
0077SVS1111121222111211
0078SVS1111122211111111
0079 SVS1212122211111111
0080SVS1111121212111111
0081SVS1112121212111111
0082SVS1111121113121111
0083SVS1111121111111111
0084SVS1122121111111211
0085SVvS1312121111121111
0086 SVS1112221111111211
0087SVS1212111112111211
0088 SVS1212111212111112
0089 SVS 1312221212 111113
0090SVS1111121212111111
0091SVS1211122211111111
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0092SVS 111212122212 1111
0093SVS1312121111111113
0094SVS1112112211111111
0095SVS1112121111111111
0096 SVS1133121111111111
0097SVS1211111111121111
0098 SVS1133111211111112
0099SVS1211111211111111
0100SVS1311111111111111
POP COR

0001COR1111111111111111
0002COR1112121111111111
OO0O3COR1111121112111111
0004COR1112111211111211
O0O05COR1111221311111211
0OOO6COR1111111311111111
0007COR1111111112111211
0O008COR1111121211111111
0009 COR1111121200111211
0010COR1111121211111111
0011COR1111121211111111
0012COR1111121211111111
0013COR1111112212111111
0014 COR1111222211111211
0015COR1111121212111211
0016 COR1112121111111111
0017COR1112111311111211
0018 COR1111121211111111
0019COR1111111111111111
0020COR1111221311111111
0021 COR1111121111111212
0022COR1112111211111111
0023COR1112111211111111
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0024COR1111111212111211
0025COR1111121212111111
0026 COR1111121211111222
0027COR1112121112111111
0028COR1112112212111111
0029COR1111112211111111
0030COR1112111211111111
0031COR1212111111111211
0032COR1211111112111111
0033COR1111121211111111
0034COR1112121211111211
0035COR1112121211111211
0036 COR1111112212111211
0037COR1111121212111111
0O038COR1111111111111111
0039COR1111221211111111
0040COR1111111111111112
0041 COR1212111111111111
0042COR1111112211111111
0043COR1111121212111111
0044 COR1112121212111211
0045COR1112121111111111
0046 COR1112221211111111
0047 COR1111222211111211
0048COR1111121211111211
0049COR1111121211111211
0050COR1112121211111111
0051 COR1112111211111211
0052COR1211121211111111
0053COR1111121111111111
0054COR1111121111111111
0055COR1111121212111111
0056 COR1112121112111111
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0057COR1112121111111211
0058COR1111112211111111
0059COR1111111112111111
0060COR1111111112111111
0061 COR1111221311111111
0062COR1112111111111111
0063COR1112111111111211
0064COR1211121111111211
0065COR1112121111111111
0066 COR1111121112111211
0067COR1111121112111111
0068COR1112111112111111
0069COR1211111212111111
007/0COR1111111211111111
0071COR1211111211111111
0072COR1111111111111111
0073COR1211221211111211
0074COR1112111212111111
0075COR1111221111111111
0076 COR1111122211111111
0077COR1111121111111111
0078 COR1211121111111111
0079 COR1112122211111111
0O0B0COR1111111112111111
0081 COR1112112211111111
0082COR1211121211111111
0083COR1211121111111111
0084COR1111111211111111
0085COR1111111111111111
0086 COR1211111111111111
0087COR1111121111111111
0088COR1111121211111111
0O089COR1111111111111111
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0090 COR1222111111111112
0091COR1111111111111111
0092COR1112111111111111
0093COR1111111111111111
0094COR1111111211111111
0O095COR1111111111111111
0096 COR1111111211111111
0097COR1111221211111111
0098COR1111121111111111
0099COR1111121111111111
0100CORO0O011111111111111
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ANEXO C - Zimogramas, em gel, para seis sistemas enzimaticos empregados
em Baccharis trimera.
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