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RESUMO

Diversidade e estrutura genéticas de populacoes de batata-da-serra (Ipomoea serrana
Sim.-Bianch. & L.V. Vasconcelos) da Chapada Diamantina, Bahia, utilizando
marcadores ISSR

A batata-da-serra, [pomoea serrana Sim.-Bianch. & L.V. Vasconcelos, é uma liana endémica
da Chapada Diamantina, Bahia, cuja raiz tuberosa é consumida por populacdes humanas ha
muitos anos. Apesar da espécie, classificada como vulneravel pela IUCN (Unido Internacional
para a Conservacdo da Natureza), estar submetida a pressao antropica devido a exploracao de
raizes tuberosas, para uso na alimentagao, sdo raros os estudos com a espécie, razdo pela qual
€ de grande importancia conhecer a diversidade e estrutura genética da espécie. Estudos sobre
diversidade e estrutura genética a partir de marcadores moleculares sdao importantes por
fornecerem dados sobre impactos da exploracdo antrépica sobre as populagdes, podendo
oferecer subsidio para planos de manejo e conservacdo de espécie. Cinco populacdes da
Chapada Diamantina, constituindo um total de 142 individuos, foram investigados com quatro
iniciadores Inter Simple Sequence Repeats (ISSR), resultando em 34 bandas, das quais 25
foram polimorficas. A andlise dos pardmetros genéticos mostrou que as populagdes
apresentam variabilidade moderada, com 73,8% de bandas polimérficas, 0,264 de indice de
diversidade de Nei e 0,389 de indice de Shannon (valores médios). A maior parte da variacao
ocorreu dentro das populagcdes (77%), estimado pela andlise de varidncia molecular
(AMOVA), enquanto que a variacdo entre populacdes foi de 23%, o que corroborou os
resultados de estruturacdo obtidos pelo programa Structure, analise de coordenadas principais
(PCoA) e agrupamento estimado pelo método Neighbor-Joining, a partir do coeficiente de
dissimilaridade de Jaccard. A analise Bayesiana separou os individuos em quatro grupos,
sendo que as populacdes Andarai e Capdo foram alocadas em grupos distintos, enquanto as
outras trés populagdes compartilharam individuos distribuidos em outros dois grupos. Este
estudo, por seu carater pioneiro com relacdo aos marcadores moleculares, constituiu o
primeiro passo para o conhecimento da diversidade genética da espécie. Estudos futuros
poderdo ampliar o conhecimento sobre a espécie podendo oferecer subsidio para a elaboracado
de um plano de manejo para esta espécie que tem sido explorada na regiao.

Palavras chave: Convolvulaceae, Espécie endémica, Caatinga, Cadeia do Espinhaco, Serra do
Sincora
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ABSTRACT

Genetic diversity and structure of batata-da-serra populations (Ipomoea serrana
Sim.-Bianch. & L.V. Vasconcelos) from Chapada Diamantina, Bahia, using ISSR
markers

batata-da-serra, [pomoea serrana Sim.-Bianchi. & L.V. Vasconcelos, is an endemic liana from
the Chapada Diamantina, Bahia, whose tuberous roots have been consumed by human
populations for many years. Although the species, classified as vulnerable by the ITUCN
(International Union for Conservation of Nature), is subject to anthropic pressure due to the
exploration of tuberous roots for food consumption, few studies have been conducted on the
species, which is why it is of great importance to know the diversity and genetic structure of
the species. Studies on genetic diversity and structure with molecular markers are important
for providing data on the impacts of anthropogenic exploitation and can be useful for the
species management and conservation. Five populations of Chapada Diamantina, consisting a
total of 142 individuals were studied with four ISSR primers, resulting in 34 bands, 25 of
which were polymorphic. The genetic diversity analysis showed that populations have a
moderate variability, with 73.8% of polymorphic bands, Nei’s unbiased gene diversity (He)
was 0.264; Shannon diversity index (I ) was 0.389, average values. Most of the variation was
within populations (77%), as estimated by the analysis of molecular variance (AMOVA),
whereas the variation between populations was 23% of the total, which corroborated the
results of program Structure, principal co-ordinate analysis (PcoA) and cluster analyses, using
the Neighbor-Joining method, and the dissimilarity coefficient of Jaccard. The Bayesian
analysis separated the individuals into four groups, with populations Andarai and Capao
allocated into different groups, while the other three populations shared individuals in two
other groups. Considering the pioneering characteristic of this study at the molecular level, it
represents the first step towards the knowledge on the genetic diversity of the species. Future
studies will increase the knowledge on the genetics of the species and may provide subsidy
for the development of a management plan for a species that has been explored in the region.

Keywords: Convolvulaceae, Endemic species, Caatinga, Cadeia do Espinhaco, Serra do
Sincora
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1 INTRODUCAO

A batata-da-serra, Ipomoea serrana Sim.-Bianch. & L.V. Vasconcelos, é uma liana
cuja raiz tuberosa é consumida por populacdes humanas da Chapada Diamantina, Bahia
(MMA, 2007; ROCHA, 2012; VASCONCELOS; SIMAO-BIANCHINI, no prelo). A planta
foi utilizada durante os ciclos de ouro e diamante por garimpeiros da regido e, desde entdo,
tem sido incorporada ao cardapio local pelos moradores e por restaurantes que a oferecem
como iguaria tipica (Figura 1), principalmente na cidade de Lengo6is/BA
(AZEVEDO-GONCALVES et al., 2010).

Figura 1 - Uso gastrondmico da batata-da-serra. A) como entrada (com coco de licuri e canela) em restaurante no
municipio de Lencéis; B) como salada em restaurante de hostel no municipio de Mucugé. Foto: Tatiane de
Oliveira Gongalves e José Geraldo de Aquino Assis, respectivamente.

Embora a espécie silvestre esteja submetida a pressao antropica devido a exploracao
de raizes tuberosas, para uso na alimentacdo, sdo raros os estudos com batata-da-serra
(AZEVEDO-GONCALVES et al,, 2010; ROCHA, 2012), razdo pela qual é de grande
importancia conhecer os impactos desta exploracdao sobre as populagoes.

O conhecimento da diversidade e estrutura genética pode ser obtido por meio de
marcadores moleculares (FALEIRO, 2007). Estudos dessa natureza sao importantes por

fornecerem dados sobre impactos da exploracdo sobre as populacdes, e podem oferecer

subsidio para planos de manejo e conservacao de espécies (FRANKHAM et al., 2008).
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1.1 Objetivos

O objetivo geral deste trabalho é caracterizar a diversidade e estrutura genética de
populagoes de I. serrana da Chapada Diamantina, Bahia, utilizando marcadores moleculares
ISSR (Inter Simple Sequence Repeats).

Como objetivos especificos, pode-se citar:

a) Otimizar métodos de extracao de DNA para a espécie;

b) Otimizar iniciadores de ISSR para amplificacées;

c) Avaliar o nivel de diversidade genética intra e interpopulacional;
d) Avaliar a estrutura genética populacional;

e) Gerar dados visando o estabelecimento de praticas de conservagao da espécie.

1.2 Hipadteses

Espera-se encontrar maior diversidade genética na populacao de Mucugg, ja que a

mesma se encontra em regido protegida com fiscalizacdo, no Parque Municipal Sempre Viva.

Como conjunto de populagoes amostradas se encontram distantes, no minimo, 10,5
km, com distancia média entre os pontos de cerca de 20 km, espera-se encontrar as

populagoes estruturadas.

Lianas podem alcangar novos espacos, com a queda da arvore que a sustenta, e se
propagar vegetativamente (PUTZ, 2012). Desta forma, espera-se encontrar baixa

variabilidade dentro das populagdes.
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2 DESENVOLVIMENTO

2.1 A familia Convolvulaceae Juss.

A espécie I. serrana pertence a familia Convolvulaceae, uma das cinco familias da
ordem Solanales, conforme o Angiosperm Phylogeny Group - APG. Na familia, que possui
forte suporte a monofilia baseado em caracteres morfologicos (JUDD et al.,, 2009) e
moleculares (STEFANOVIC et al., 2002; REFULIO-RODRIGUEZ; OLMSTEAD, 2014),
predominam subarbustos ou ervas com ramos eretos ou voluveis sinistrogiros e sem gavinhas,
raramente arvores.

Em sua maioria, as espécies da familia Convolvulaceae apresentam raizes pivotantes,
ndo sendo raras raizes tuberosas, floema intraxilematico, presenca de células laticiferas,
folhas alternas, sem estipulas, embora possa ocorrer pseudo-estipula em I. cairica (L.) Sweet.
e I quamoclit L. Apresentam inflorescéncias cimosas, producao de alcal6ides
(SIMAO-BIANCHINI, 1998), flores actinomorfas com cinco &reas mesopétalas bem
distintas, pentdmeras, gamopétalas, mondclinas, isostémones, hipoginas; corola funiliforme,
plicada; androceu com estames geralmente de tamanhos desiguais; ovario bilocular,
geralmente com dois 6vulos por loculo. Capsulas com deiscéncia longitudinal em quatro
segmentos, eventualmente indeiscentes, ou bagas (SOUZA; LORENZI, 2008). A presenca de
latex na maioria das espécies dos géneros Ipomoea L. e Convolvulus L. ndo pode ser
extrapolada para a familia. Devido a ampla variacdo morfolégica, sobretudo nas folhas, a
taxonomia da familia ainda é confusa (SIMAO-BIANCHINI, 1998).

Com distribuicdo cosmopolita, exceto por areas geladas ou desertos absolutos, a maior

concentracdo de espécies esta nos tropicos (FERREIRA, 2009; JUDD et al., 2009;
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SIMAO-BIANCHINI, 1998; SOUZA; LORENZI, 2008). Bem representadas no Brasil, elas
ocorrem nas mais diversas formacdes vegetais, alcancando cerca de 350 espécies no pais
(SIMAO—BIANCHINI; PIRANI, 2005), sendo 15 delas indicadas como raras (BIANCHINI;
ROSARIO, 2009).

Os dois géneros mais bem representados no Brasil, Ipomoea L. e Jacquemontia
Choisy, ainda carecem de estudos (SIMAO-BIANCHINI, 1998), embora novas espécies
tenham sido descritas nos tltimos anos (FERREIRA; MIOTTO, 2011; SIMAO-BIANCHINI;

PIRANI, 2005; VASCONCELOS; SIMAO-BIANCHINI, no prelo).

2.2 O género Ipomoea L.

Com cerca de 600-700 espécies (AUSTIN; HUAMAN, 1996; FERREIRA, 2009;
JUDD et al., 2009; SIMAO-BIANCHINI, 1998), o género Ipomoea compreende o maior
nimero de espécies dentro da familia Convolvulaceae. Mais da metade das espécies esta
concentrada nas Américas, somando cerca de 500 espécies, sendo que a maioria é nativa e
poucas foram introduzidas. H& espécies ainda ndo descritas especialmente na Bolivia,
Paraguai e Brasil, sendo este dltimo um exemplo de conhecimento incompleto sobre o género
Ipomoea (AUSTIN; HUAMAN, 1996). Siméo-Bianchini e Pirani (2005) mencionaram 140
espécies dentro do género no Brasil, e novas descri¢des tém sido realizadas.

Trata-se de um género com espécies de grande relevancia para a economia englobando
alimenticias, ornamentais, medicinais, agricolas (FERREIRA, 2009; ISLAM, 2006;
LORENZI, 1991; MEIRA et al., 2012; MOHANRAJ; SIVASANKAR, 2014; XAVIER et al.,
2015), bem como matéria prima para producao de bioetanol (WALUYO et al., 2015), dentre

as quais a I. batatas (L.) Lam. (batata doce) tem tido destaque como objeto de estudos
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(KHOURY et al., 2015; NASCIMENTO K.O et al., 2013; VEASEY et al., 2007; ZAWEDDE
et al., 2014), com destaque para estudos moleculares na subsecado 2.6 deste trabalho.

O género ndao pode ser considerado um grupo natural de acordo com os dados
moleculares de Miller et al. (1999, 2004). A maioria de seus representantes possui habito
volivel, crescimento rapido e nectarios extraflorais na porcao distal dos peciolos e na base das
sépalas (SIMAO-BIANCHINI, 1998). Em Ipomoea as areas mesopétalas - regido central de
cada pétala que fica exposta no botdo de Convolvulaceae - é sempre muito distinta, bem
delimitada por nervuras de consisténcia mais firme, geralmente de coloracdo mais escura
(SIMAO-BIANCHINI, 1998). Apresentam flores que secretam néctar sendo que algumas
Ipomoea séo polinizadas por beija flores (JUDD, 2009; SIMAO-BIANCHINI, 1998), abelhas
principalmente do género Cemolubus, Bombus e Melitoma (EPPERSON; CLEGG, 1987;
SIMAO-BIANCHINI, 1998; STUCKY, 1985; STUCKY; BECKMANN, 1982; ENNOS,
1981), mariposas (McMULLEN, 2009; SIMAO-BIANCHINI, 1998), borboletas, vespas,
besouros e dipteros (SIMAO-BIANCHINI, 1998) e formigas (BRITO et al., 2012). As
sementes sdo relativamente grandes, mas provavelmente dispersas pelo vento (JUDD et al.,

2009).

2.3 A espécie Ipomoea serrana Sim.-Bianch. & L.V. Vasconcelos

Endémica da Chapada Diamantina (FUNCH et al., 2004), a espécie I. serrana, ou
batata-da-serra (Figura 2) ocorre em altitudes que variam de 450 a 1200 metros acima do
nivel do mar, crescendo entre rochas ou serrapilheira, em campos rupestres em montanhas

(VASCONCELOS; SIMAO-BIANCHINI, no prelo).
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A espécie I. serrana, uma liana de ramos glabros e latex hialino, é morfologicamente
semelhante a I. pintoi O’Donell, diferindo desta por apresentar padrdo de nervagdo foliar
actinédroma com 4-5 pares de venagdo, enquanto I. pintoi apresenta distribuicao de nervura
foliar broquidédroma com 9-12 pares de venacio (VASCONCELOS; SIMAO-BIANCHINI,

no prelo).

Figura 2 - A) Flor; B) parte comestivel da planta de Ipomoea serrana Sim.-Bianch. & L.V. Vasconcelos,
denominada batata-da-serra

L serrana, batata-da-serra, apresenta folhas simples, alternas, inflorescéncias cimosas
dicasiais com 9-12 flores, botdes florais elipsdides, sementes elipséides, marrom brilhante, 6
x 3 mm, tricomas em ambos os lados com 5-8 mm de comprimento (VASCONCELOS;
SIMAO-BIANCHINI, no prelo). Simdo-Bianchini' visualizou em lupa as exsicatas da
batata-da-serra e observou a presenca de nectarios extraflorais na posicao distal do peciolo
(informacao verbal).

O status de conservagao da espécie I. serrana na IUCN (Unido Internacional para a
Conservacdo da Natureza) é Vulneravel (VU). Sua raiz tuberosa, popular na culinaria local
tem sofrido extracdo excessiva, e algumas localidades estdo extintas (VASCONCELOS;

SIMAO-BIANCHINI, no prelo).

Além da I. serrana, as espécies I. anamariae Sim.-Bianch. & L.V. Vasconcelos, I.
pintoi O'Donell, I. rupestris Sim.Bianch. & Pirani e I. longistaminea O'Donell também tém

tubérculos que, de acordo com as etiquetas de herbario, sao chamados de batata-da-serra,

! Professora Dra. Rosangela Simdo Bianchini Instituto de Botanica do Estado de Sdo Paulo e programa de

P6s-Graduagdo em Biodiversidade Vegetal e Meio Ambiente.
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diferindo, entre si, por sutis caracteristicas morfolégicas (VASCONCELOS;
SIMAO-BIANCHINTI, no prelo).

Foram  observadas  visitas de  mamangava do  género = Bombus
(AZEVEDO-GONCALVES et al., 2010) e formigas (BRITO et al., 2012) em flores de I
serrana, no entanto ndo se pode afirmar que se trate do polinizador ja que ndo ha estudos
desta natureza para a espécie.

Rocha (2012) identificou elevado contetido de agua e baixas concentracdes de lipideos
e proteinas na polpa de batata-da-serra in natura, considerando-a uma fonte alimenticia
promissora de baixo valor calérico. Além disso, a polpa apresenta atividade antioxidante e
baixo indice de contaminacdo microbioldgica para fungos e leveduras, Bacillus cereus e
mesofilos totais, sendo considerada uma fonte alimenticia segura.

A despeito das qualidades e da recomendacdo de utilizacdo da batata-da-serra, por
consistir num alimento seguro (ROCHA, 2012), se conhece pouco sobre a espécie e os
impactos sobre a sua exploracdo. E possivel que se trate de uma espécie incipientemente
domesticada, conforme a classificacdo de Clement (1999), pois deve ter sofrido algum tipo de
selecdo e intervencao ao longo de sua utilizagcdo, sendo possivel que a média fenotipica ndo
tenha sido alterada em comparacdo com populacdes selvagens, tais como aquelas em regioes
de dificil acesso e regides protegidas, todavia é possivel que haja variabilidade um pouco
menor em regides facilmente acessadas.

Os mecanismos reprodutivos e de dispersdo naturais da batata-da-serra sdo
desconhecidos. Todavia, ha importantes informacGes sobre lianas como seu mecanismo
adaptativo de formar raizes estoloniferas, originando brotos verticais que podem
eventualmente dar origem a plantas independentes (ENGEL; FONSECA; OLIVEIRA, 1998)

e sua capacidade de propagacdo vegetativa, maximizando a duracdo dos genotipos
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individuais, mas também o elevado grau de heterozigose pelo aciimulo de mutagdes somaticas
e de um sistema sexual obrigatoriamente cruzado (GENTRY, 1991).

As populacdes da batata-da-serra, por serem endémicas e possivelmente de tamanho
reduzido, podem sofrer efeitos de deriva e/ou selecdo natural, e 0 manejo inadequado pode
estar reduzindo ainda mais o seu tamanho. As analises genéticas permitem mensurar a
variabilidade e inferir sobre o fluxo génico. As abordagens de genética de populagdes
permitem analisar a diversidade entre e dentro de populagdes subsidiando estratégias de

manejo e conservacao (LOVELESS; HAMRICK, 1984; RAO; HODGKIN, 2002).

2.4. A Chapara Diamantina, Bahia

Estima-se que pelo menos 932 espécies tenham sido registradas na Caatinga, sendo
318 delas endémicas, com 20 géneros de plantas exclusivos da Caatinga (GIULIETTI et al.,
2003b). O Complexo da Chapada Diamantina (Figura 3) é uma das oito ecorregides da
Caatinga compreendendo uma area de 50.610 km? que se alonga no sentido Norte-Sul, em
forma de Y, seguindo o alinhamento do divisor de dgua da Chapada Diamantina, sendo a
regido mais alta do bioma caatinga (VELLOSO et al., 2002) (Figura 4). Esse conjunto de
extensos platés e altitudes que variam de 600 a 1300 metros possui relevo geralmente
acidentado, com grandes superficies planas de altitude, apresentando solos profundos e muito
pobres nos topos dos platos e rasos e pedregosos nas areas de relevo acidentado (SA et al.,

2003).
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Figura 3 - Mapa de ecorregides do bioma Caatinga. Fonte: Semindrio de Planejamento Ecorregional, 2001.
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Este complexo abriga a unidade de conservacdo de protecdo integral Parque Nacional

da Chapada Diamantina (PNCD) (Figura 5), com cerca de 152.400 ha de superficie,
abrangendo os municipios de Andarai, Ibicora, Itaeté, Leng6is, Mucugé e Palmeiras. Criado
em 1985, com o objetivo de proteger amostras representativas da Serra do Sincora, uma das
feicbes que compoem a Chapada Diamantina que, por sua vez, faz parte da Cadeia do
Espinhaco, de formagdo montanhosa, e que abriga grande riqueza de espécies de variadas
familias, e possui elevado niimero de tdxons endémicos (CONCEICAO et al., 2005; COSTA
et al., 2008; MMA, 2007; VELLOSO et al., 2002; ZAPPI et al., 2003), o PNCD se estende
por mais de 1.000 km, desde o centro-sul de Minas Gerais até a Chapada Diamantina na

Bahia (MMA, 2007).

~ Localizagao
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Brasil
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I Fneo

Figura 5 - Localizagdo do Parque Nacional da Chapada Diamantina. Fonte: Arquivo PNCD - Felipe Weber.
Disponivel em: <https://pt.wikipedia.org/wiki/Parque_Nacional_da_Chapada_Diamantina>. Acesso em: 14 fev.
2016
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Extensas areas do PNCD ja sofreram pressdao antrépica, e atualmente hd pequenas
rocas de subsisténcia de moradores que ali habitam. H4, portanto, ainda, um nivel de
antropismo fruto da atividade artesanal de garimpeiros locais, agricultores de café e
extrativistas vegetais. Os trechos ocupados correspondem a 1,6% da area do PNCD (MMA,
2007).

A Chapada Diamantina é conhecida pela riqueza de nascentes em meio ao semi-arido
e vegetacdo com fisionomia variada, como regides xerofiticas encontradas em grandes
altitudes, tipicas de Caatinga; regides campestres de solos rasos e profundos, desde formacoes
florestais até areas desprovidas de arvores com intensa cobertura de gramineas, normalmente
associadas ao Cerrado; formacdes com caracteristicas deciduais, semideciduais ou mesmo
perenefoliadas, associadas a solos profundos ou a cursos e corpos d’agua, associadas a Mata
Atlantica; e campos rupestres, que ocorrem sobre rocha exposta ou sobre litossolos, em geral
acima de 1000 metros, mas com ocorréncias em altitudes menores como em Andarai, em
regides com cerca de 500 metros (CONCEICAO et al., 2005; MMA, 2007).

A maior parte da diversidade da flora da Caatinga tem sido associada a maiores
altitudes e a areas rochosas, sob a hipotese de essa regido ter sido uma zona mais protegida
durante grandes oscilagGes climaticas do Pleistoceno e Quaternario. Possivelmente, em
periodos mais imidos, o nordeste brasileiro tenha sido coberto por diversos tipos de florestas,
desde perenifélias até caducifélias (GIULIETTI et al., 2003a).

Tanto a Cadeia do Espinhaco quanto a Caatinga e a Chapada Diamantina tém sido
diagnosticadas em estudos como regides importantes para a conservacdo (GIULIETTI et al.,
2003b; MMA, 2002; RAPINTI et al., 2008; ROCHA et al., 2005; TABARELLI et al., 2003;

VELLOSO, et al., 2002). As rochas presentes na Chapada Diamantina, que incluem arenitos
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metamorficos (quartzitos), argilas e conglomerados, datam do periodo Pré-Cambriano (Figura
6) com cerca de 500 milhdes de anos. A geomorfologia é complexa incluindo metamorfose
em nivel médio ou baixo, quebramento de varias dobras, disseccdo da paisagem por
movimentos tectonicos, processos de intemperismos por acao da agua, glaciacao e desgaste
climatico. A regido apresenta ainda extensas falhas geoldgicas, com destaque para a Boninal
(alinhamento Boninal-Itapebi). Depdsitos notaveis de pedras preciosas e semipreciosas, como
ouro, diamante e cristal de quartzito estdo presentes com datacdo, principalmente, do

Quaternario (ZAPPI et al.. 2003).
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A busca pelo ouro, pedras preciosas e indios para escravizacdao, por meio de lutas e
massacres dizimando os indios Maracas, levou os primeiros bandeirantes ao sertdo baiano,
incluindo a regidao da Chapada Diamantina, no século XVI (MMA, 2007). Vinculada a
extracdo de seus recursos minerais, deu-se a ocupacao do espaco na Chapada Diamantina.
Inicialmente, houve a exploracao do ouro em Rio de Contas e em Jacobina, e, posteriormente,
a dos diamantes, na regido das Lavras Diamantinas (MATTA, 2006), formada pela Vila de
Santa Izabel do Paraguacu (atual Mucugé), Vila dos Lencois (atual Lencois), Vila de Andarai
(atual Andarai) e Vila Bela Vista das Palmeiras (atual Palmeiras). Entre povoados efémeros e
perenes, a regido chegou a receber 50 mil imigrantes entre as décadas de 1840 e 1860,
provenientes de varias partes do pais (MMA, 2007). No século XIX, o garimpeiro José
Pereira do Prado (Cazuza do Prado) descobriu diamantes no rio Mucugé, caracterizando o
ciclo diamantifero de mineragdo com exploracgdo artesanal até inicio de 1980 quando passou a
contar com as dragas em um modelo de exploracdo mecanizado e de larga escala (MATTA,
2006). Os impactos da exploracdo de diamantes sdo de grande magnitude para o ambiente,
pois a ocorréncia dos mesmos se da em meio a sedimentos rochosos que sdao a base
estruturante dos solos, substrato para o crescimento de toda a vegetacdo, além de gerar a
mudanca do curso dos rios e riachos. Atualmente a mineracao esta proibida, embora ocorra
ainda em sua forma artesanal (MMA, 2007).

Grande volumes de sedimentos, na forma de solos e cobertura, foram mobilizados na
Chapada Diamantina pela agdo garimpeira, acelerando a acao sedimentar. Além disso, a acdo
antropica tecnogénica, ou conjunta antropica e nao antrépica, formaram novos e diferenciados
depdsitos e cicatrizes. Os dltimos 163 anos alteraram o ambiente das Lavras Diamantinas,
haja vista as coberturas inconsolidadas e a superficie rochosa exumada (NOLASCO;

MACEDO, 2005). Matta (2006) menciona impactos sociais, culturais e ambientais do
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garimpo na regido da Chapada Diamantina. Deste ultimo ele se refere a assoreamento de
bacias hidrograficas, perda de solo, desvios das redes de drenagem natural e dos rios, impacto
sobre os aquiferos e nascentes dos rios, perda da vegetacdo, presenca de sucatas e lixo nas
frentes abandonadas de servico, impacto visual e impacto sobre a fauna.

A Chapada Diamantina constitui uma area muito fragil ameacada pela agricultura,
extrativismo de plantas ornamentais e mineragdo (VELLOSO et al., 2002), na forma de
garimpos clandestinos; desmatamentos para comércio ilegal de madeira; técnicas de
agricultura inadequadas; caca de animais silvestres; saque de fosseis; turismo sem
planejamento e pesca predatéria (MATTA, 2006).

O grande pélo agricola da regido, com cerca de 7.000 ha plantados em sistema de
monocultura irrigado com pivd central e grande aporte de insumos agricolas, um dos
principais produtores de batata do Nordeste, situa-se nas terras planas da bacia do Alto
Paraguacu, ocupando partes dos municipios de Mucugé e Ibicoara, com predominadncia do
primeiro (MMA, 2007). Em uma posicdo privilegiada: situada a mais de 1.000 m acima do
mar, tem regime hidrico constante com permanente disponibilidade de 4gua, clima sub-timido
para seco, terra aravel e mecanizavel. Essa regido produz, além de batata, milho, tomate,
feijdo e olericolas (BATISTA, 2007; MMA, 2007). O extrativismo vegetal contempla lenha,
madeira, sempre-vivas - uma planta do género Syngonanthus, plantas ornamentais como
orquideas, bromélias, algumas palmeiras e cactos (MMA, 2007).

Vale et al. (2008), realizaram um zoneamento em que categorizou algumas areas de
uso extensivo caracterizadas por médio a baixo grau de antropizacdo, derivada de usos
antigos, associado a garimpo, agricultura, pasto, coleta de “sempre-viva”, retirada de plantas
ornamentais (orquideas, bromélias) madeira e lenha, dentre as quais as cristas residuais da

Serra do Sincora até o vale dos rios Mucugé e Cumbuca - zona que se estende até a BA-142
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(zona de uso intensivo) e continua do lado oposto ocupando toda a base da escarpa da serra. A
zona de uso intensivo, ao longo da rodovia que atravessa o PNCD, é constituida de areas de
vegetacdo rupestre e campos de “sempre-viva” que foram intensamente coletadas até os anos
90. Essas regioes foram usadas para pasto, desmatadas e sazonalmente queimadas,
comprometendo profundamente os ecossistemas e os recursos hidricos. Ha ainda areas
consideradas por Vale et al. (2008) sob o titulo “de recuperagdo”. Sao regides efetivamente
ocupadas dentro do Parque por comunidades remanescentes que praticam agricultura de
subsisténcia, sobretudo café, envolvendo desmatamento, introducdo de espécies exoticas, uso
da agua e do solo.

O Parque Municipal Sempre Viva, Mucugé, BA, foi criado pelo Decreto Municipal n°
235, de 15 de margo de 1999, em uma area de 540 ha, com altitude em torno de 1.000 m
acima do nivel do mar, concretizando assim a implantagdo do Projeto Sempre Viva. Seus
objetivos sdo assegurar a sobrevivéncia da sempre viva nativa na regido, de grande valor
comercial, promovendo seu cultivo para proporcionar alternativa econdmica a populacgao,
prioritariamente as familias de ex coletores, bem como o repovoamento dos campos onde esta
espécie foi dizimada e preservar os recursos naturais e historicos (ciclo diamantifero) do
municipio de Mucugg, através da criacdo de uma unidade de manejo sustentavel (BATISTA,

2007).

2.5 Conservacao e variabilidade genética

O conhecimento ecologico e as praticas tradicionais de extracdo sdo resultado da
observacao, da tentativa e erro, ao longo do tempo (SCHMIDT; TICKTIN, 2012) e todas as

atividades humanas tém consequéncias para o ambiente (RICKLEFS, 2011). A reducdo do
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tamanho populacional e da éarea de ocupacdo pode gerar impactos negativos sobre a
diversidade de populagdes (FRANKHAM et al., 2008), expondo as populacGes aos efeitos da
deriva (acaso) e de endogamia (cruzamento entre aparentados) (HARTL; CLARCK, 2010),
processos, que por sua vez, podem reduzir ainda mais a diversidade, podendo levar a
populacdo a um estado irreversivel, incapaz de se regenerar. PopulacGes pequenas e com
baixa variabilidade genética sdo mais suscetiveis a impactos de eventos estocasticos
(FRANKHAM et al., 2008), tais como alagamentos, incéndios, ou ainda a construcdo de
estradas e barragens, limitando a chegada de novos alelos pela falta de conectividade entre os
fragmentos, ou mesmo pela eliminacdo direta de individuos (FRANKHAM et al., 2008). E
importante que haja diversidade genética nas populagOes para a sua manutencdo ao longo do
tempo, ja que as alteragdes ambientais sao inevitaveis (RIDLEY, 2006).

A biologia da conservacao tem como um dos principais focos a manutencdo da
diversidade genética, pois esta é a base para adaptacdo e evolugdo de uma espécie (GALETTI
et al., 2008). Os recursos para a conservacao de espécies, no entanto, sao escassos no Brasil,
razdo pela qual estudos dessa natureza devem ser realizados a fim de indicarem o nivel de
prioridade para agoes de conservacao.

Espécies silvestres sdao exploradas em todo o mundo, e pode-se citar casos em que a
exploragdo nao constituiu um impacto negativo para a diversidade das populagdes, como o
caso de Syngonanthus nitens (Bong.) Ruhland (Eriocaulaceae), o capim dourado usado na
confeccdo de artesanato na regido do Jalapao, Estado de Tocantins (SCHMIDT; TICKTIN,
2012) ou o da Eschweilera ovata (Cambess.) Miers (Lecythidaceae), a biriba utilizada na
confeccdao do berimbau (GUSSON et al., 2005). Essas espécies possivelmente ja podem ser
classificadas como incipientemente domesticadas (CLEMENT, 1999), devido ao uso que tem

sido feito ja ha muitos anos.
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Sdo raros os estudos com a batata-da-serra. Pode-se mencionar o estudo de
caracterizacdo bromatologica e avaliagdo de compostos bioativos de Rocha (2012) e o de
densidade populacional, nimero de estruturas reprodutivas e observacdes ecolégicas de
Azevedo-Gongalves et al. (2010). Ainda ndo foram realizados estudos de diversidade genética
com I. serrana. A espécie estd submetida a pressdo antropica devido a extragdo de raizes
tuberosas, para uso na alimentacdo. Por outro lado, sabe-se que perturbacdes antrépicas
podem promover a abundancia de lianas de grande diametro em florestas tropicais (PHILLIPS
et al.; 2002 apud PUTZ, 2012). O conhecimento sobre a diversidade e estrutura genética da
batata-da-serra, bem como sobre os impactos de sua exploracdo nas populagoes, podera
oferecer subsidio para planos de manejo e conservacao da espécie, que é endémica da

Caatinga.

2.6 Marcadores moleculares

Os programas de conservagao e uso de recursos genéticos vegetais puderam avangar
com o aumento significativo de metodologias da genética molecular (GUIMARAES et al.,
2009; PINTO et al., 2001), as quais permitem acessar a variabilidade genética, oferecendo
suporte a estudos de conservagdo e uso de bancos de germoplasma (FALEIRO, 2007).
Marcadores moleculares sdo caracteristicas na molécula de DNA capazes de diferenciar dois
ou mais individuos e que serdo herdadas geneticamente (BOREM, 1997; BUSO et al., 2003;
GUIMARAES; MOREIRA, 1999; VIDOR et al., 2002). Sdo sequéncias de DNA informativas
para problemas diversos da genética (AVISE, 2004), dentre os quais a identificacdo de

polimorfismo, a identificagcdo direta do genotipo sem influéncia do ambiente, possibilidade de
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deteccao do polimorfismo em qualquer estadio do desenvolvimento da planta ou a partir de
cultura de células ou tecidos constituindo vantagens na sua utilizagdo (FALEIRO, 2007).

Ha varios tipos de marcadores moleculares, apresentando vantagens e desvantagens,
sendo a opcdo por um deles, ou por varios, orientada por fatores como o objetivo do estudo,
disponibilidade de infraestrutura, equipe treinada e recursos financeiros, e do nivel de
conhecimento de genética molecular da espécie a ser estudada. Entre os marcadores
moleculares dominantes, pode-se destacar o AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorphism), ISSR (Inter Simple Sequence Repeats) e RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA). As isoenzimas, RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) e
SSR (Simple Sequence Repeats), dentre outros, compdem o grupo dos marcadores do tipo
codominantes (FALEIRO, 2007). Avancos tecnoldgicos proporcionaram metodologias de alto
desempenho e acurdacia, como os SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms), marcadores
também codominantes capazes de identificar alteracGes elementares na molécula de DNA, as
mutacdes em bases Unicas da cadeia de bases nitrogenadas. Normalmente bi-alélicos e
abundantes no genoma, os SNPs podem ocorrer em regides codificadoras ou com fungao
regulatoria, porém, na maior parte das vezes sao encontrados em espagos intergénicos, sem
funcdo determinada (CAETANO, 2009).

Importantes ferramentas em estudos de genética de populacGes, mapeamento, analises
de similaridade e distancia genética (LOPES et al., 2002), estratégias de conservacdo dos
recursos genéticos, tais como a identidade genética, a diversidade, a frequéncia génica e os
relacionamentos filogenéticos dos recursos genéticos de determinado banco de germoplasma,
colecdo, repositério, os marcadores moleculares podem auxiliar em diferentes etapas como
coleta, manutencdo, caracterizacdo, manejo, aplicacdo e uso dos recursos genéticos

(FALEIRO, 2007).
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Muitos estudos com diferentes marcadores moleculares e objetivos tém sido realizados
com varias espécies de Ipomoea, tais como diversidade e estrutura genética de I. imperati
(Vahl) Griseb. (CENNAMO et al., 2013), de I. microdactyla Griseb. (GEIGER et al., 2014),
estudo de genética de populacdes com I. hederacea Jacq. (HULL-SANDERS; EUBANKS;
CARR, 2005), desenvolvimento de primers de SSR a partir de sequéncias de I. trifida (Kunth)
G. Don. (HU et al., 2004a) e de I. nil (L.) Roth (LY et al., 2012), relagdes taxonémicas de
algumas espécies de Ipomoea (KHALIK; OSMAN; AL-AMOUDI, 2012), base genética do
polimorfismo de cores em I. purpurea (L.) Roth. (ZUFALL; RAUSHER, 2003) e diversidade
genética para I. batatas (batata doce) (BUTELER et al., 1999, 2002; CAMARGO et al., 2013;
DUNCAN; RAUSHER, 2013; FAJARDO; LA BONTE; JARRET, 2002; GICHUKI et al.,
2003; HIRAKAWA et al., 2015; HU et al., 2004b; HWANG; TSENG; LO, 2002; KARURI et
al., 2009, 2010; KRIEGNER et al., 2003; MARTINS et al., 2014; RODRIGUEZ-BONILLA
et al.,, 2014; ROULLIER et al., 2011; 2013a; 2013b; SCHAFLEITNER et al., 2010; SILVA et
al., 2013; VEASEY et al., 2008; WANG et al., 2011; YADA et al., 2010; YANG et al., 2015;

ZHANG D.P. et al., 1999; ZHANG D. et al., 1998, 2000).

2.6.1 Marcadores ISSR

Desenvolvidos por Zietkiewicz, Rafalski e Labuda (1994) e Gupta et al. (1994), os
ISSR (Inter Simple Sequence Repeats) sdao fragmentos de DNA de 100 a 3.000 pb
amplificados via PCR (Polymerase Chain Reaction) usando um unico iniciador (16 a 20 pb)
construido a partir de sequéncia de microssatélites. Sua utilizacdo envolve extracdo de DNA,
amplificacdo via PCR, eletroforese para separacdo dos fragmentos obtidos e visualizagdo do

polimorfismo utilizando coloragdo. Apresenta vantagens como a geracao de grande nimero de
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bandas informativas por reacdo, e o fato de nao haver necessidade de conhecimento prévio de
dados de sequéncia de DNA para a constru¢cao do primer utilizado (FALEIRO, 2007). A
domindncia do marcador é sua principal desvantagem (ZIETKIEWICZ; RAFALSKI;
LABUDA, 1994), pois limita a informagdo ndo permitindo atribuir gen6tipo para os locos.

Marcadores ISSR tém sido utilizados em diversos estudos genéticos (FALEIRO, 2007)
para varias espécies de plantas, tais como delimitacGes de espécies para apoio taxondémico em
orquideas (FAJARDO; VIEIRA; MOLINA, 2014; RODRIGUES et al., 2015) e cambui
(LIMA et al., 2015), relacdes filogenéticas entre géneros de Cucurbitaceae (PAYEL et al.,
2015) e diversidade genética em Portulaca oleracea L. (ALAM et al., 2015), Juniperus
brevifolia (Seub.) (BETTENCOURT et al., 2015), Salvia lachnostachys (Benth.) (ERBANO;
SCHNELL-E-SCHUHLI; SANTOS, 2015), Vitis vinifera L. (HESSAM et al., 2015), Primula
heterochroma Stapf. (NOROOZISHARAF et al., 2015), Jatropha sp. (PAZETO et al., 2015);
Passiflora setacea DC. (PEREIRA et al., 2015), Linum glaucum Boiss. & Noé (TALEBI et
al., 2015), Prunus mira Koehne (TIAN et al., 2015), Oeceoclades maculata (Lindl.) Lindl.
(UENO et al., 2015), Manihot esculenta Crantz (VIDAL et al., 2015), Praxelis clematidea
(Griseb.) R.M.King & H.Rob. (WANG et al., 2015), Trifolium alexandrinum L. (ZAYED et
al., 2015), Camellia sp. (ZHOU et al., 2015), Dalbergia sissoo DC. (JAVAID et al., 2014),
Olea europaea L. (LINOS et al., 2014), Pinus tabulaeformis f. shekanensis (LIU Z.H. 2014),
Phoenix dactylifera L. (SABIR et al., 2014), Dioscorea trifida L. (NASCIMENTO W.F. et al.,
2013) e Cattleya labiata Lindl. (PINHEIRO et al., 2012). Marcadores ISSR foram também
utilizados para espécies de Ipomoea batatas L. (Lam.) (CAMARGO et al., 2013; HU et al.,

2003; HUANG; SUN, 2000; MOULIN et al., 2012; ZHANG K et al., 2014).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Coleta de tecido vegetal e voucher

A coleta de tecido vegetal foi realizada em junho de 2014, compreendendo amostras
de folhas saudaveis de 20 individuos de I. serrana na populacdo Capdo, no municipio de
Palmeiras e distrito de Caeté-Agu, 32 em Igatu, no municipio de Andarai e 30 em cada uma
das demais populacdes (Andarai, Lencois e Mucugé), com municipios com 0s mesmos
nomes, respectivamente, totalizando 142 individuos em cinco populagdes, na regido da
Chapada Diamantina, Bahia (Figura 7; Tabela 1). Seis individuos aleatérios da populagdo
Capdo (41, 43, 46, 47, 49 e 50) e dois da populacdio Mucugé (120 e 134) tiveram botdes
florais coletados, além do material foliar. S6 foram considerados para coletas individuos

distantes uns dos outros em no minimo 2 metros.

Y ESA129863 - CAPAO
POP2

|ESA129866 - LENCOIS &
; POP4

iANDARAI‘ - MIGARAPA

o POP1

&

ESA129863 - CAPAO

'\F ESA129866 £ LENGOISSRANDARAI - M. CARAPA p's
b

ESA129864 JIGATU ®E a1 20867 - (UCUGE ESAIZSBG(;IF-’;GATU y
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Googleearth | Co_og[e“earth

Figura 7 - Mapa da coleta de tecido vegetal de Ipomoea serrana Sim.-Bianch. & L.V. Vasconcelos,
batata-da-serra. A) estado da Bahia, onde pode ser observada a localizacdo central da Chapada Diamantina. B)
delimitacdo do Parque Nacional da Chapada Diamantina, em verde, com as regides de coleta
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Tabela 1 - Coleta de tecido vegetal de 142 individuos de Ipomoea serrana, batata-da-serra, em cinco populac¢des
da Chapada Diamantina/BA

~ < L . N° de g
Populacao Municipio / Localidade Individuos Coordenadas geograficas
POP1-Andarai Andarai — Morro do Garapa 29 12°43'40.65"S  41°22'02.40"0O
POP2-Capdo Palmeiras — Caeté-Acu 20 12°30'23.57"S  41°30'08.42"0
POP3-Igatu Andarai — Rampa de Caim 19 12°52'59.97"S  41°19'40.24"0
POP4-Lengois Lencois — Cérrego da Onga até 28 12°33'08.56"S  41°24'16.34"0

Ribeirdo do Meio
POP5-Mucugé Mucugé — Parque Sempre Viva 26 12°59'22.78"S  41°20'16.60"0O
Total de
Individuos 122

As populacoes estavam dentro dos limites geograficos do PNCD, exceto a populagdo
Mucugé que se encontrava no Parque Municipal de Mucugé — Projeto Sempre Viva. Guias
locais® (comunicagdo verbal), durante a coleta, relataram que as regides de facil acesso
apresentam poucas plantas, devido a exploracdo. Ja as regidoes mais altas e de dificil acesso
apresentam maior abundancia das plantas.

O material coletado foi acondicionado em solugdo aquosa (35 g NaCl, 3 g CTAB -
Brometo de Cetil Trimetil Amonio, 70 mL agua destilada) (ROGSTAD, 1992, adaptado por
Céssio Van den Berg, comunicagdo pessoal®), em tubos de 1,5 mL, para que chegassem
conservados ao laboratério, onde foram submetidos as etapas subsequentes do trabalho.

Além do tecido coletado para a extracdo de DNA, foram coletados ramos com
estrutura floral, em cada populacdo, para constituir o voucher que foi depositado no ESA -

Herbério da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”, em Piracicaba/SP, na forma de

> Sr. Djalma (pseud6énimo Fuquinha), ex garimpeiro e morador do municipio de Lengdis e Sr. Teté, guia local

no Capao, Distrito de Caeté-Ac¢t, municipio de Palmeiras.

®  Professor Dr. Céssio Van den Berg. Universidade Estadual de Feira de Santana/BA.
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exsicata, sob os registros ESA129863 a ESA 129867. Os locais de coleta foram também

georeferenciados (Tabela 1).

3.2 Extracdo de DNA, quantificacdo e padronizacao

Antes da extracdo de DNA foi necessario retirar o excesso da solugdo conservante, no
qual as amostras foram acondicionadas, usando um papel absorvente sobre o fragmento da
folha e, posteriormente macerando-a com 1,5 mL de tampdo STE (30 mM Tris-HCI, 8,55%
Sacarose, 50 mM EDTA). O material macerado foi, entdo, transferido para um tubo de 1,5 mL
e colocado em centrifuga (5.000 rpm, 10 min), resultando em duas fases, sendo que o
sobrenadante foi descartado.

Muitos testes foram realizados a fim de se obter alta concentracao e baixa viscosidade
de DNA. Os testes consistiram basicamente na utilizagdo de kits de extracdo de DNA, como
LGCBio (Brasilica - Kit para Extracdo de DNA Genomico), NucleoSpin® DNA Tissue
(Macharey- Nagel), Omega (E.Z.N.A.® HP Plant DNA Mini Kit Protocol - Speciments with
Lower DNA Content) e Qiagen (DNAeasy® Plant Mini kit); purificacio de DNA com
Wizard® Genomic DNA Purification Kit Promega e purificacio de DNA total de plantas por
tratamento com acetato de amonio (ROMANOQO; BRASILEIRO, 1999); protocolo modificado
CTAB para Ipomoea (GAWEL; JARRET, 1991); e adaptacoes no protocolo de Doyle e Doyle
(1987) que incluiam variagdes na concentracio de CTAB (2 e 3%) e PVP
(Polivinilpirrolidona) (1, 2 e 3%), inclusdo de Proteinase K, tempo em banho maria e na fase
do isopropanol, e limpeza com alcool etilico absoluto.

Por fim, ap6s todos os testes, as extragdes de DNA seguiram com o protocolo CTAB

adaptado de Doyle e Doyle (1987), conforme etapas a seguir: (1) isolamento do DNA por
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meio do rompimento da membrana celular, com a adicdo de 800 pL de tampdo de extragcdo
CTAB [3% CTAB, 1,4 M NaCl, 0,1 M Tris-HCI pH 8,0, 20 mM EDTA pH 8,0, 3% PVP], 1%
de proteinase K (10 mg.mL-) e 2% de [(-mercaptoetanol, homogenizando-os e incubando a
65°C, por 30 minutos homogeneizando por inversdao a cada 10 minutos; (2) purificagdo do
material por meio da adigdo de 500 pL de cloroférmio:alcool isoamilico (24:1), emulsificacdo
e centrifugacdo por 10 min a 13.000 rpm com recuperacdo da fase aquosa (acondicionada em
novo microtubo) e repeticdo deste procedimento com o acréscimo de 200 pL. de CTAB, com
posterior recuperacdo da fase aquosa em novo tubo e adicao de 500 pL de isopropanol gelado.
Homogeneizar o material por 10 minutos e, em seguida, centrifugd-lo por 10 min a 13.000
rpm para a precipitacdo do pellet de DNA; (3) novos ciclos de lavagem para retirar sais que
porventura tenham ficado aderidos, vertendo o sobrenadante e adicionando 1 mL de etanol
70% e depois, repetindo este procedimento, com alcool absoluto. A seguir, o microtubo era
deixado na bancada overnight para secar completamente para, s6 entdo, ser ressuspendido em
50 pL de tampdo TE 0,1 M EDTA com 5 pL. de RNAse (10 mg.mL+) e incubado por 30
minutos a 37°C. O material extraido era, entdo, armazenado a -30°C.

O material foi quantificado em gel de agarose a 1%, corado com Gel Red, e utilizando
solucoes padrdes (12,5 e 25 ng Lambda DNA Invitrogen™), em tampao TBE 10X (Tris-HCI
90mM, Acido Bérico 90mM e EDTA 2mM) diluido dez vezes e submetido a 3,75V/cm por
60 minutos. Com esse procedimento cada amostra tinha sua concentracdo observada, e
procedia-se a uma padronizacdo de uma fracdao do DNA total para 10ng/pL, concentragdo em

que seria utilizado em etapa posterior.
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3.3 Otimizacdo de reacdo, amplificacao e visualizacao de bandas

Seis individuos aleatérios de diferentes populagdes constituiram o grupo que foi
testado para os 20 iniciadores de ISSR (WOLFE, 2000) (Tabela 2). Os testes consistiram em
variacOes da temperatura de anelamento e adicdo de DMSO (Dimetryl Sulfoxide) e/ou BSA
(Bovine Serum Albumin) ao mix da reacdo de amplificagao.

A reacdo de amplificagdo foi realizada no termociclador BioRad® T100 Thermal
Cycler, com volume final de 25 pL [1UTag-Polimerase; 1X tampdo de amplificacao; 2,83
mM MgClz; 0,66 pmoles primer; 0,07 mM de cada dNTP; 0,5 ml/ml BSA e 50 ng DNA]. As
condic¢Ges da amplificacdo incluiram 1 ciclo de desnaturagdo inicial (5 min a 94°C), 35 ciclos
[desnaturacdo (45s a 94°C), anelamento (45s com a temperatura de anelamento para cada
iniciador, Tabela 3) e extensdo (90s a 72°C)], seguido de 1 ciclo de extensdo final da cadeia
de DNA (5 min a 72°C).

Tabela 2 - Iniciadores ISSR testados em Ipomoea serrana, batata-da-serra, e suas respectivas sequéncias
(WOLFE, 2000)

Iniciador Sequéncia (5'- 3")

AW3 [GT]6-RG
BECKY [CA]7-YC
CHRIS [CA]7-YG
DAT [GA]7-RG
GOOFY [GT]7-YG
JOHN [AG]7-YC
MANNY [CAC]4-RC
MAO [CTC]4-RC
OMAR [GAG]4-RC
TERRY [GTG]4-RC
7 [CT]8-RG
UBC814 [CT]8-TG
UBC843 [CT]8-RA
UBC844 [CT]8-RC
UBC 898 [CAJ6-RY
UBC899 [CA]6-RG
901 [GT]6-YR
902 [GTI6-AY
M1 CAA-[GA]5

M2 GGGC-[GA]8
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Finalizada a amplificagdo, as amostras foram submetidas a eletroforese em gel de
agarose 2% em tampao TBE 1X, por 15 min a 60V seguido de 03:45h a 80V, utilizando Gel
Red como corante e 100 bp DNA Ladder (Invitrogen™) como referencial de bandas. Os géis
foram fotografados sobre fonte de luz ultravioleta com auxilio do sistema de
fotodocumentacdo Syngene (Synoptics Ltda.). As leituras dos géis foram realizadas

manualmente através de comparagao dos padrdes de bandas em gel de agarose.

3.4 Analise de dados

Os dados foram tabulados manualmente na forma de uma tabela binaria, onde (1)
significa a presenca de uma banda e (0) a sua auséncia. Foram consideradas para analise
bandas robustas e inequivocas, com boa resolu¢cdo. O nimero de bandas e o nimero de
bandas polimérfica, bem como o niimero de bandas privadas foi obtido por meio de anélises
descritivas. Foi também calculado o indice Rp, que visa avaliar a qualidade do iniciador
(ADHIKARI et al., 2015; CAMARGO et al., 2013; GRATIVOL et al., 2011; PREVOST;
WILKINSON, 1999; ZORATTI et al., 2015). Este indice foi obtido pela férmula R = XIb,
onde Ib (informatividade da banda) se refere ao valor de 1 - [2 x| 0,5—p |], onde p é a
relacdo entre gendtipos que partilham uma mesma banda. Com os dados binarios foi estimado
o coeficiente de dissimilaridade de Jaccard, e as andlises estatisticas foram processadas a
partir desses dados.

O percentual de locos polimérficos, indice de diversidade de Shannon — Wiener
(SHANNON, 1948) e de diversidade genética de Nei (NEI, 1978) constituiram as bases para a
estimativa da diversidade genética. Para dados dominantes, por ndo se aplicar o calculo de

heterozigosidade esperada, o indice de diversidade de Nei torna-se uma medida de
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variabilidade genética estimada (He = 1- Ipi®), onde pi é a frequéncia de cada banda na
populacgdo. O indice de Shannon - Wiener (H = - X pi.log pi ), sendo pi a frequéncia do alelo i
(banda i no caso de dados dominantes). Esse indice é adequado para andlise de marcadores
dominantes (SUN; WONG, 2001), explicitando o grau de certeza com que se prevé a
proximidade genética entre os individuos. Essas analises foram realizadas por meio do
programa GenAlEx (versao 6.501) - (PEAKALL; SMOUSE, 2012).

A andlise de coordenadas principais foi realizada pelo programa GenAlEx (versdo
6.501) - (PEAKALL; SMOUSE, 2012), baseada na matriz de distancias genéticas, tanto para
individuos quanto para populagdes.

Com a finalidade de avaliar a diversidade genética dentro e entre as populacdes de
Ipomoea serrana, bem como inferéncias de estrutura populacional, foi realizada a Analise de
Variancia Molecular (AMOVA) (EXCOFFIER; SMOUSE; QUATTRO, 1992) através do
programa GenAlEx (versdao 6.501) - (PEAKALL; SMOUSE, 2012). A AMOVA pode ser
utilizada com dados de marcadores dominantes por meio das estatisticas ¢, as quais foram
calculadas com 9.999 permutagoes, no mesmo programa.

Para se verificar o nimero de grupos geneticamente distintos, foi utilizada a analise
Bayesiana por meio do programa Structure 2.3.4 (PRITCHARD et al., 2000; FALUSH et al.,
2007). As andlises foram realizadas utilizando-se 10 simulag¢des independentes feitas para
cada valor de nimero de agrupamento K (K de 1 a 10). Em cada simulacdo, foram
consideradas 800.000 iteracdes de MCMC (Markov Chain Monte Carlo) com um descarte
inicial (burn in ) de 200.000. A anélise foi realizada usando o modelo de ancestralidade com
mistura e utilizando frequéncias alélicas correlacionadas. O ntimero mais provavel de
agrupamentos (K ) foi determinado pelo método de Evanno et al. (2005) a partir do aplicativo

online Structure Harvester 0.6.93 (EARL; VON HOLDT, 2012).
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Para inferéncias sobre isolamento por distancia foi realizado teste de Mantel
(MANTEL, 1967) no software GenAlEx 6.501 (PEAKALL; SMOUSE, 2012), utilizando as
distancias geograficas em linha reta entre as populacdes, medidas em GoogleEarth, com base
em coordenadas geograficas obtidas por meio de GPS durante a coleta, associadas a distancias

genéticas ndo viesadas de Nei (NEI, 1978), com significancia testada com 9.999 permutacdes.
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4 RESULTADOS

4.1 Testes para extracao de DNA

Os kits para extracdo de DNA ndao foram eficientes para a espécie Ipomoea serrana,
exceto o Kit Qiagen (DNAeasy® Plant Mini kit), que proporcionou amostras livres de
viscosidade, porém com baixa concentracao de DNA (5-10 ng/pL).

Os protocolos de purificacdo ndo se mostraram eficientes sobretudo por reduzirem a
concentracdo de DNA ou até mesmo a esgotarem. No entanto, o protocolo de purificacdo de
DNA total de plantas por tratamento com acetato de amonio (ROMANO; BRASILEIRO,
1999) reduziu significativamente a viscosidade, mas reduziu bastante a concentragdo de DNA
(aproximadamente 5 ng/pL).

O protocolo de DNA que proporcionou melhores resultados para o trabalho realizado
foi o de Doyle e Doyle (1987) modificado, conforme descrito no item 3.2. Amostras extraidas
a partir de bot0es florais apresentaram alta concentracao de DNA, bem como material livre de
viscosidade (Figura 8). As amostras de DNA obtidas a partir de folhas apresentaram
concentracdo baixa (10-15ng/pL) e niveis variaveis de viscosidade. Para a reducdo da
viscosidade, a amostra recebia uma quantidade maior de tampao TE 0,1 M EDTA. Esse
procedimento, por reduzir a concentracao, reduzia também o rendimento do estoque de DNA.

Todavia, as amplificacdes puderam ser realizadas com estas caracteristicas.

= == -
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Figura 8 - Gel de quantificacdo de extracdo de DNA de Ipomoea serrana Sim.-Bianch. & L.V. Vasconcelos,
batata-da-serra, com destaque dos individuos cuja extracdo se deu a partir de botGes florais, individuos da
populacdo Capdo (14 e 15), com lambda de 25ng/pL (poco n°. 1) e 12,5ng/pL (pogo n°. 20)
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4.2 Testes para otimizacao da Amplificacao

Quatro iniciadores apresentaram boa resolugdo e polimorfismo, dentre os quais DAT,
Manny, Omar e Terry (WOLFE, 2000), que foram utilizados neste estudo (Tabela 3; Figura
9). Os iniciadores UBC844 e John foram monomorficos, e os demais ndo tiveram otimizacao
satisfatoria em tempo habil para este estudo.

Tabela 3 - Iniciadores ISSR (WOLFE, 2000) otimizados para Ipomoea serrana, batata-da-serra, com suas
respectivas temperaturas de anelamento e informacoes de diversidade genética (NB = N° de bandas, NBP = N°

de bandas polimérficas, PBP = Percentual de bandas polimérficas e Rp = Poder de resolugdo)

Sequéncia  Temperatura

Intervalo de

Iniciador (' - 3') Otimizada (°C) Bandas (pb) NB NBP PBP
DAT [GA]7-RG 50 380 — 800 7 6 86,0
MANNY [CACJ4-RC 49 350 — 1000 9 4 44,0
OMAR [GAGJ4-RC 50 250 — 1000 10 9 90,0
TERRY [GTGJ4-RC 50 400 — 1300 8 6 75,0
Total 34 25 74,0
Média 8,5 6,25 73,8

Figura 9 - Padrdao de bandas de marcadores ISSR para o iniciador MANNY para a populacdo Leng6is/BA de

batata-da-serra (Ipomoea serrana )
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Alguns individuos ndo amplificaram, em pelo menos dois dos iniciadores, mesmo
ap0s sucessivas tentativas, e foram, portanto, retirados das analises reduzindo o nimero de N,

antes 142, para 122.

4.3 Diversidade e estrutura genética

Os quatro iniciadores utilizados proporcionaram 34 bandas, dentre as quais 25 foram
polimérficas (73,8%), com variagdo no tamanho dos fragmentos de 250 a 1300 pares de bases
(Tabela 3). O indice de Rp, que é um indicador do poder de discriminacdao de bandas do
iniciador, variou de 6,51 para o iniciador DAT até 10,89 para o iniciador Manny. O iniciador
Omar também obteve um elevado valor de Rp, 10,20, apresentando o maior nimero de
bandas e de bandas polimérficas.

O percentual de bandas polimoérficas para cada populacdao variou de 58,8% na
populacao 2 - Capao a 73,5% nas populacoes 1 e 4, Andarai e Lencois, com percentual médio
de 69,4% (Tabela 4). A populacao Capao foi a tinica que apresentou bandas privadas, num
total de duas (Figura 10).

Tabela 4 - Anélise genética de cada populacdo de Ipomoea serrana, batata-da-setra (N = nimero de individuos, I

= indice de Shannon, He = diversidade genética de Nei (1973) e P = porcentagem de locos polimoérficos. (Desvio
padrdo entre parénteses)

Populacao N I He P (%)
POP1-Andarai 29 0,3880 (0,048) 0,2610 (0,034) 73,53
POP2-Capao 20 0,3410 (0,054) 0,2360 (0,038) 58,82
POP3-Igatu 19 0,4060 (0,048) 0,2760 (0,034) 70,59
POP4-Lencois 28 0,4080 (0,046) 0,2750 (0,033) 73,53
POP5-Mucugeé 26 0,4010 (0,049) 0,2730 (0,035) 70,59
Média 0,3888 0,2642 69,41
Total de individuos 122
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Figura 10 — Estimativas de diversidade genética para popula¢des de Ipomoea serrana, batata-da-serra

O indice de Shannon variou entre 0,341 (populacao 2 - Capao) e 0,408 (populacao 4 -
Lencéis) com média de 0,389. O indice de diversidade de Nei variou com valores
compreendidos entre 0,236 (populacdo 2 - Capao) e 0,276 (populacdo 3 - Igatu) com média
0,264 (Tabela 4).

A andlise de variancia molecular (AMOVA) indicou populacdes altamente
estruturadas (Tabela 5), apresentando valor de @st de 0,235, P = 0,000. A variacao entre as
populacées foi 23%, enquanto que a maior parte da variabilidade foi observada dentro das

populacdes (77%).

Tabela 5 - Anélise de variancia molecular para populacdes de Ipomoea serrana, batata-da-serra (GL = grau de
liberdade, SQ = soma dos quadrados e MS = Quadrados Médio). p (9.999 permutacdes) = 0,0000

Fonte de Variacao GL SQ MS CDZ“\I})::il;:Ct?: V,i‘,l;i?eﬁﬁo
Entre populagdes 4 186,563 46,641 1,697 23%
Dentro de populagoes 117 646,659 5,527 5,527 77%
Total 121 833,221 7,224 100%

st = 0,235; p=0,000
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Na analise de coordenadas principais (PCoA), as duas primeiras coordenadas foram
responsaveis por 28,7% da variagao total entre os individuos. A analise mostrou a separacao
da populacdo 2 (Capao) mais evidente, todas no quadrante inferior da coordenada principal 2,
e no quadrante a esquerda da primeira coordenada, e uma sutil separacao da populacdo 1
(Andarai), principalmente alocadas no quadrante a esquerda da primeira coordenada, e no
quadrante superior da segunda coordenada, sendo que as demais encontraram-se misturadas
(Figura 11). Isso fica mais evidente na Figura 12, com o resultado plotado para populagées,

evidenciando as populagdes Andarai e Capdo bem separadas.
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Figura 11 - Andlise de Coordenadas Principais dos 122 individuos de Ipomoea serrana, batata-da-serra, com
base em marcadores ISSR
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Figura 12 - Andlise de Coordenadas Principais das cinco populacdes de Ipomoea serrana, batata-da-serra, com
base em marcadores ISSR
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As populagdes 1 (Andarai) e 2 (Capdo) também se separam das demais no
dendrograma estimado pelo método Neighbor-Joining (Figura 13), a partir do coeficiente de
dissimilaridade de Jaccard (S). No entanto ndo houve um bom suporte de bootstrap para a

separacao das populagoes.
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Figura 13 - Dendrograma estimado pelo método Neighbor-Joining, com robustez de 1.000 reamostragens
bootstraps, a partir do coeficiente de dissimilaridade de Jaccard (S) para individuos de Ipomoea serrana,
batata-da-serra. Vermelho: Populacdo 1 - Andarai; Azul: Populacéo 2 - Capao; Verde: Populagdo 3 - Igatu; Rosa:
Populacdo 4 - Leng6is e Amarelo: Populacado 5 - Mucugé
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A partir de simulagdes realizadas pelo programa Structure utilizando abordagem
bayesiana, o nimero mais provavel de K agrupamentos foi definido como quatro, segundo a
metodologia de Evanno et al. (2005) (Figura 14). No entanto, o K definido como dois também

pode ser utilizado como hipétese para agrupamentos.

DeltakK = mean(|L"(K)|) / sd(L(K))

200

150F

Delta K
=
o
=)

50

Figura 14 - Valores de AK para cada valor de K das populagdes prévias de Ipomoea serrana, batata-da-serra,
conforme Evanno et al. (2005)

As duas hipoteses de agrupamento em dois grupos (K = 2) e quatro grupos (K = 4)
podem ser interpretadas biologicamente. Para K = 2, individuos das populagdes 1 e 2 (Andarai
e Capdo, respectivamente), foram agrupados em um subgrupo (vermelho) e as demais
populagoes tiveram seus individuos alocados em ambos subgrupos (vermelho e azul), de
maneira mais misturada (Figura 15). Para a hipotese K = 4, quatro subgrupos foram
propostos, com os individuos de Andarai em um subgrupo distinto (vermelho), com alguns
individuos do subgrupo verde; os individuos de Capdo foram alocados em outro subgrupo
distinto (azul); e os individuos das populacoes de Igatu, Lencg6is e Mucugé, mostraram-se
distribuidos em outros dois subgrupos distintos dos demais (verde e rosa) (Figura 16), com

algumas misturas.
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Nado houve correlacdo significativa das distancias genéticas com as distancias

geograficas entre as populagoes, estimadas pelo teste de Mantel (r = -0,252, p 0,336).

ANDARAI CAPAO IGATU LENCOIS MUCUGE
100%

50%

Figura 15 - Andlise da estrutura genética de individuos de Ipomoea serrana, batata-da-serra, da Chapada
Diamantina para dois agrupamentos (K = 2) e (K = 4)
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5 DISCUSSAO

5.1 Isolamento de DNA genomico e otimizacao de iniciadores

Este é o primeiro trabalho molecular para a espécie I. serrana. Nem mesmo a I. pintoi,
espécie muito semelhante que também ocorre nas proximidades da regido de distribuicdo da I.
serrana dispde de estudos moleculares. Nao havia, portanto, protocolos especificos ou
adaptados para o isolamento e purificacdo de DNA.

O DNA obtido através de botoes florais apresentou excelente qualidade com alta
concentracdo e baixa viscosidade proporcionando alto rendimento. Possivelmente, se todas as
amostras deste trabalho tivessem sido obtidas por meio de botdes florais, haveria um nimero
maior de iniciadores, jA que a qualidade do DNA ¢é importante para as amplificacGes
(ALJANABI; MARTINEZ, 1997; KIM et al., 1997). A maioria das amostras, no entanto, foi
obtida a partir de folhas, e apresentaram baixa concentracdo e alta viscosidade. Foi possivel
trabalhar com concentracdo baixa e assumindo algum nivel de viscosidade. Isto teve impacto
na otimizacdo de iniciadores, pois, provavelmente, substancias ficavam aderidas ao DNA
dificultando a amplificacdo dos fragmentos desejados (BESSETTI, 2007; MOREIRA, 1998;
WILSON, 1997). A elevada viscosidade dificulta a pipetagem bem como pode prejudicar a
acao da enzima DNA polimerase, impedindo a amplificacdo (FANG; HAMMAR; GRUMET,
1992, apud POREBSKI; BAILEY; BAUM, 1997). O uso de BSA (FARELL; ALEXANDRE,
2012) facilitou a amplificacdo, embora alguns individuos nao tenham amplificado mesmo
com BSA, os quais foram retirados da anélise. A presenca de nectérios extraflorais pode ter
contribuido com substancias viscosas aderidas ao DNA, embora durante as extragdes a regiao

proximal do peciolo fosse descartada, no entanto isso se deu sem o auxilio de uma lupa para
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exame individual do nectério para sua total remocdo, o que seria dificil para o cumprimento
dos prazos deste trabalho.

Os iniciadores, com excecdo dos utilizados e dos monomorficos, ndo puderam ser
otimizados neste trabalho por limitacao de tempo, no entanto isso ndo quer dizer que eles nao
amplificam, mas sim que demanda um tempo maior para a sua otimiza¢do e uma melhora na

qualidade das amostras de DNA.

5.2 Diversidade e estrutura genética

O polimorfismo médio de bandas para os iniciadores foi da ordem de 73,8% (Tabela
3) e pode ser considerado moderado. Estudos com outra espécie do género (I. batatas)
apresentaram polimorfismo de bandas de 80,8% com 10 iniciadores ISSR (CAMARGO et al.,
2013), 94,2% com 9 iniciadores ISSR (HE et al., 2005) e 62,2% com 15 iniciadores ISSR
(HUANG; SUN, 2000).

O elevado indice Rp observado para o iniciador Omar (10,20) (Tabela 3) corroborou o
maior numero de bandas. O iniciador Manny com Rp 10,89 ndo evidenciou esta relacdao, mas
todos os iniciadores, cuja variacdo de Rp foi de 6,51 a 10,89, tiveram niveis capazes de
distinguir os gendtipos e mostrar polimorfismo de bandas (DERBNATH, 2007), haja vista
estudos com Solanum tuberosum de Prevost et al. (1999) com Rp entre 4,6 e 12,5, com
Cymbopogon de Adhikari et al. (2015) com Rp entre 1,2 e 4,8, com I. batatas de Camargo et
al. (2013) com Rp entre 0,44 e 6,18 e com Vaccinium vitis-idaea de Debnath (2007), com Rp
de 2,1 a 9,4, utilizando ISSR, em que os iniciadores foram assumidos como relevantes para

distinguir genotipos.
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A variabilidade genética estimada pelo percentual de locos polimérficos para
populagoes, indice de diversidade de Nei e indice de Shannon (PBP = 69,4%, He = 0,264, I =
0,389, valores médios) mostram uma variacdo genética moderada, em consonancia com o
estudo realizado por Huang e Sun (2000) com I. batatas e espécies aparentadas em que a PBP
variou de 28% em I. umbraticola a 78,1% em I. trifida. No estudo com Oeceoclades
maculata, uma orquidea terrestre com provavel sistema reprodutivo por autogamia, Ueno et
al. (2015) consideraram os indices He = 0,2556 e I = 0,3869, ambos estimados para o total de
individuos avaliados, altos. A variabilidade genética moderada é diferente do esperado para
lianas que geralmente apresentam baixa variabilidade pela alta taxa de propagacdo vegetativa
(ENGEL; FONSECA; OLIVEIRA, 1998; GENTRY, 1991; PUTZ, 2012). A populacao de
Lengois apresentou maior He (0,408) coincidindo com o maior percentual de bandas
polimorficas (73,5%) e alto indice de Shannon (0,275). A populacao Capao (PBP = 58,8%, He
= 0,341, I = 0,236) apresentou os menores indices de diversidade, e foi a inica que apresentou
bandas privadas, talvez retratando algum isolamento ja que os agrupamentos obtidos pelo
Structure, PCoA e também dendrograma evidenciam uma separacao maior desta populagdo
que esta situada mais ao norte dentre as populacées deste estudo. A diversidade genética da

populacdao Mucugé também apresentou moderada diversidade genética.

E possivel que a heterozigosidade esteja sendo mantida por acimulo de mutacdes
somaticas e fecundacdo cruzada, como ocorre em lianas (GENTRY, 1991). A exuberancia da
flor, em cor, beleza e producdo de néctar consistem em atrativos para polinizadores, um forte
indicio de alogamia e zoofilia, do contrario seria deveras dispendioso para o organismo a
producdo de tais caracteristicas, pois trata-se de alocacdo de recursos para fins reprodutivos
(KARLSSON; MENDEZ, 2005). Além disso, ha mecanismo de autoincompatibilidade em I.
trifida (TSUCHIYA, 2010), I. batatas (VEASEY, et al., 2007) e I. pandurata (STUCKY,

BECKMANN, 1982), um mecanismo para privilegiar fecundagdo cruzada. Até o momento
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ndo se conhecem estudos determinando o sistema reprodutivo da espécie em estudo, mas os
dados discutidos acima, e também a observacdo de que a maior parte da variabilidade
encontra-se dentro de populagoes, pode ser um indicio de sistema reprodutivo por alogamia,
ou sistema misto.

As andlises de estrutura genética, Structure, PCoA e dendrograma, mostraram que
além da separacdo da populacdo Capao ja discutida, a populacdo Andarai também destacou-se
das demais. Ja as populacdes Igatu, Lencdis e Mucugé mostraram-se distribuidas em outros
dois grupos, com individuos de cada uma dessas trés populacdes pertencentes a ambos os
grupos. Uma das hip6teses desse trabalho era a de encontrar todas as populacdes estruturadas,
mas houve uma certa mistura no caso dessas trés ultimas populacdes. A variacdo entre as
populacoes detectada pela anélise de variancia neste estudo foi de 23% com @st de 0,235
(p=0,000), representando um alta estruturacao.

A falta de correlacao entre distancias geograficas e genéticas fica evidenciada no fato
de Capao e Andarai compartilharem bandas, mas serem distantes geograficamente. As
populacdes Igatu, Lencois e Mucugé, apesar de distantes, compartilham muitas bandas,
evidenciando uma grande mistura. Nao se conhece ainda sobre polinizacdo e dispersdo da
espécie, importantes aspectos para elucidar o padrao encontrado.

E possivel que os garimpeiros tenham afetado a estruturacdo das populacdes, que
tenha havido fluxo génico no periodo do garimpo que teve inicio onde hoje situa-se a cidade
de Mucugé se estendendo pela margem leste do PNCD, ao longo dos rios (MATTA, 2006),
incluindo Andarai, Igatu e Lencdis. Isso poderia explicar a mistura de alelos nas regides mais
manipuladas pelo garimpo, deixando a populacdo de Capdo mais separada.

A acdo de coletores, com manejo inadequado, também pode estar afetando a
variabilidade dentro das populacoes, pois a raridade da planta tem sido comentada por

habitantes da regido. Os coletores locais, geralmente ex-garimpeiros e guias turisticos, relatam
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a ocorréncia de muitas batatas por planta, ressaltando que ndo se deve retirar a batata
principal, do contrario perde-se a planta. Os relatos tradicionais referem-se ainda a presenca
da planta ao longo da antiga rota do garimpo.

Também é possivel que eventos estocasticos estejam operando nas populacdes por seu
tamanho reduzido (FRANKHAM et al., 2008; HARTL; CLARCK, 2010; RIDLEY, 2006)
causando estruturagdo detectada neste trabalho. Ha registros’, produzidos pelo ICMBio
(Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade), de incéndios regulares na
Chapada Diamantina nas esta¢des secas, constituindo, pois, evento aleatério que pode estar
atuando como pressdo de deriva genética nestas populagdes pequenas.

Embora ndo seja uma espécie cultivada, provavelmente trata-se de uma espécie
incipientemente domesticada (CLEMENT, 1999), sofrendo algum tipo de selecdo e
intervencdo ao longo de sua utilizagdo, uma vez que a planta é coletada para uso na culinaria
local, ou seja, de alguma forma ela vem sendo explorada pelo homem. E possivel que a média
fenotipica ndo tenha sido alterada em comparagdo com populacGes selvagens, tais como
aquelas em regioes de dificil acesso e regides protegidas. No entanto, é possivel que haja

variabilidade um pouco menor em regides facilmente acessadas.

4 https:/drive.google.com/file/d/0BwDzbmbUzsm4eWdTRWdhX2tqNmM/view?usp=sharin
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6 CONCLUSOES

Este estudo, por seu carater pioneiro no campo molecular para a espécie I. serrana,
constituiu o primeiro passo para o conhecimento da diversidade genética da espécie, tendo
estabelecido uma forma de se obter DNA passivel de utilizacao em técnicas moleculares.

Apesar da pressdao antrépica decorrente do uso na gastronomia local, foi observado
moderado nivel de diversidade genética dentro das populacdes de I. serrana, com as analises
a partir de ISSR. Também foi verificada diversidade entre as populacoes, revelando elevada
estruturacdo genética.

O conhecimento da diversidade genética é importante para a conservagao
(FRANKHAM et al., 2008), e este trabalho constitui fonte de dados para o conhecimento da
biodiversidade brasileira, estando de acordo com os artigos 12 — Pesquisa e treinamento — e
15 — Acesso a recursos genéticos — da Convengdo sobre Diversidade Biologica — CDB® -
estabelecida durante a ECO-92, realizada no Rio de Janeiro em junho de 1992. Além disso,
este estudo oferece dados referentes a espécie endémica submetida a pressao antrépica.

Estudos futuros para esta espécie poderiam ampliar a amostragem, bem como avaliar
caracteristicas morfo-agronomicas, fenologicas, e maior nimero de marcadores moleculares,
incluindo marcadores codominantes para inferéncias de maior espectro como o sistema
reprodutivo. Além disso, a ampliacdo desse tipo de estudo podera constituir base para a

elaboracdo de um plano de manejo para a espécie que tem sido explorada na regido.

> http://www.mma.gov.br/estruturas/sbf_dpg/_arquivos/cdbport.pdf
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