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RESUMO

Barbacenia paranaensis L.B.SM. (Velloziaceae) é a Unica representante da familia ocorrente
no estado Parana e se apresenta em formacdes rochosas encravadas nas areas de limite sul do
cerrado brasileiro. Para compreender como o processo reprodutivo pode estar relacionado a
evolucdo de populacbes de B. paranaensis, serdo realizados estudos integrados do
funcionamento floral e sistemas de polinizagdo e reproducdo, abordando os eventos sucessivos
no nivel floral e, se possivel, em abordagem multipopulacional. Tais estudos serdo fundamentais
para contextualizar o nivel de variabilidade e estrutura genética atual e o grau de isolamento
genético entre populacdes disjuntas, que serdo quantificados a partir do emprego de marcador
molecular altamente variavel do tipo ISSR para as populacdes da espécie, percorrendo toda a
amplitude de sua distribuicdo geogréafica. O projeto fornecera ainda diretrizes para tomada de
decisdes conservacionistas sobre quais as populacdes séo prioritarias para efetiva preservacao
das espécies em seus habitats naturais, pautadas em dados biologicos quantificados a cerca da

viabilidade e status de conservacédo genética da espécie.

1. INTRODUQAO E JUSTIFICATIVA

Estudos sobre a diversidade e estruturacdo genética de algumas das espécies ocorrentes
em campos rupestres podem contribuir para um melhor entendimento dos processos evolutivos
de tdxons ocorrentes neste tipo de ambiente. Além disso, a disjuncdo de afloramentos rochosos
forma um sistema comparado a ilhas oceéanicas, em termos de isolamento espacial e restricao de
fluxo génico, e por apresentarem condi¢cfes ecoldgicas distintas, que funcionam como barreiras a
migracao, sdo ideais para estudos evolutivos em espécies de plantas que ocupam este habitat

(HARLEY, 1995).

A familia Velloziaceae compreende cerca de 240 espécies, predominantemente de
distribuiciio Neotropical, com 25 espécies ocorrendo na Africa, trés em Madagascar e uma na
peninsula Arabica (sul do Yemen) (SALATINO et al. 2001). A biogeografia das Velloziaceae tem
sido considerada de grande interesse devido a esta disjuncdo da sua distribuicdo. A taxonomia da

familia é extremamente controversa, tanto nas subdivisdes infrafamiliais quanto na circunscricdo



dos géneros (MENEZES et al. 1994; BEHNKE et al. 2000; MELLO-SILVA, 1991, 2000, 2005;
SALATINO et al. 2001; STEVENS, 2001). Varios autores tém dividido a familia tradicionalmente
em duas subfamilias, Vellozioideae e Barbacenioideae, porém com diferengcas na delimitacao de
ambas (MELLO-SILVA, 1991). Estudos recentes mostram que a subfamilia Vellozioideae é
parafilética, e uma definicdo mais ampla, englobando as Barbacenioideae, tem sido proposta

(BEHNKE et al. 2000; MELLO-SILVA, 2005; SALATINO et al. 2001; STEVENS, 2001).

O género Barbacenia tem aproximadamente 100 espécies com flores em tons claros, como
branco, amarelo e lildas e em tons mais fortes como rosa, violeta e vermelho (MELLO-SILVA,
2004). H& espécies do género que apresentam flores tubulosas e produtoras de néctar, sendo
relacionadas a coleta de recursos pelos beija-flores (CONCEICAO et al. 2007), muito embora a
aparéncia floral e a categorizacdo das sindromes seja algo especulativo sem estudos de
observacdo direta. Esse género apresenta flores com 6 estames, corona presente, estigmas
lineares ou elipticos (MELLO-SILVA, 2009). Barbacenia paranaensis é a Unica espécie da familia
ocorrente no estado do Parana. Assim como as demais espécies de Velloziaceae B. paranaensis
ocorre em afloramentos rochosos destacados nas poucas areas de cerrado a noroeste do estado,
as quais representam o limite sul da distribuicdo deste bioma no Brasil. O habito da espécie é
erva perene, apresentam folhas densamente imbricadas |aminas linear-lanceolada
completamente e subdensamente pilosa em ambas as faces, bainha delgada. A inflorescéncia é
uniflora, o perianto possui de 40 a 55 mm de comprimento, verde, com tonalidades vinosas,

tépalos reflexos na antese (SMITH,1962).

O modo como as pegas florais se desenvolvem e o0 modo como 0s gametas sdo formados
sdo as etapas iniciais do processo reprodutivo de organismos vegetais sexuados (BRIGGS;
WALTERS 1997; RICHARDS, 1997). Na flor madura, o funcionamento e as mudancas temporais
nas pecas florais e o0 modo como os graos de poélen sdo expostos, determinam como 0sS
polinizadores ajustam seu comportamento a exploracdo dos recursos florais realizando, em
contra partida, a transferéncia de gametas entre flores (FRANKIE; HABER 1983; THORP, 2000).

Apoés a transferéncia do pélen para o estigma, processos histoquimicos sdo desencadeados de



modo a restringir ou permitir que grdos de pdélen germinem e sejam capazes de fecundar os
ovulos da mesma flor ou em flores de individuos distintos. Porém, nem todos os oOvulos
fecundados apresentardo o mesmo vigor, sendo 0 sucesso de sobrevivéncia normalmente
influenciado pela origem do pdlen e pela proximidade genética das plantas parentais. Em dltima
analise, acontecimentos sucessivos, através de um sistema de filtros, estdo envolvidos ao longo
do processo reprodutivo, definindo que tipo de prole serd preponderantemente formada, sendo
este, um passo evolutivo fundamental na estruturacéo e na diferenciacdo genética em populagdes

naturais de plantas (BRIGGS; WALTERS 1997, RICHARDS 1997).

Para se compreender como 0 processo reprodutivo pode estar relacionado a evolucdo de
populacdes de B. paranaensis, fazem-se necessarios estudos integrados do funcionamento floral
e sistemas de polinizacdo e reproducdo, abordando os eventos sucessivos no nivel floral. Tao
importante quanto, é determinar o nivel de variabilidade e estrutura genética atual, de modo a se
estimar o grau de isolamento genético entre populacfes disjuntas, e os processos filogeogréaficos
antigos, que podem eventualmente determinar a presenca de linhagens genéticas divergentes

entre grupos populacionais.

2. OBJETIVOS

Para compreender o processo evolutivo em populagcdes naturalmente fragmentadas de
Barbacenia paranaensis nos campos rupestres do Parana serdo investigados: (i) o nivel atual de
variabilidade e estrutura genética intra e interpopulacional; (ii) quantos contingentes populacionais

podem ser detectados; (iii) quais as relagdes evolutivas historicas entre as populacées.

Na tentativa de compreender como eventos pré e poés-fertilizacdo podem determinar o
sistema de reproducédo e o nivel de endogamia em populacdes naturais de B. paranaensis, sera
investigado: (i) quem sao os polinizadores e como acessam o recurso nas flores; (i) como as
estruturas florais promovem o movimento do poélen dentro da flor e o contato do polen e estigma
com o corpo do polinizador; e (iii) caso seja uma espécie autocompativel, se existe reducdo na
viabilidade e germinagdo de sementes originadas por autocruzamentos ou cruzamentos entre

vizinhos, possivelmente aparentados.



3. PLANO DE TRABALHO E CRONOGRAMA

Semestres
Atividades 12|34
Coleta de amostras em campo X
Extracdo de DNA e inclusdo das amostras no DNAUPCB X
Amplificacdo e eletroforese dos fragmentos de ISSR XX
Andlise dos dados de variabilidade genética X[ X]| X
Estudo de biologia floral, polinizacéo e sistema de reproducéo X X
Elaboracéo de artigos cientificos X
Apresentacdo dos resultados em eventos cientificos X
Redacéo final da dissertagéo X

4. MATERIAL E METODOS
Populagcdes e amostragem
As areas de estudo encontram-se localizadas na regido dos Campos Gerais do Parang,

Sul do Brasil. No levantamento prévio foi verificado que a espécie encontra-se no municipio de
Sengés, na localidade Rio do Funil, Fazenda Morungava e existem informacdes que foi
encontrada no municipio de Itararé (Species Link 2012, acesso em 12 de marco de 2012). Com
base nesses dados, o presente projeto ira verificar essas localidades e buscar outros possiveis
locais para amostrar todos os individuos encontrados nas populacdes.
Extracdo de DNA, amplificacdo e sequenciamento

O DNA total ser& extraido seguindo protocolo de DOYLE;DOYLE (1987) e os produtos de
extracdo serdo visualizados em gel de agarose 0,8% e tampao TAE 1x, corados em brometo de
etidio e fotografados. O DNA total sera armazenado em ultrafreezers (-80°C) e as amostras serao
tombadas no banco de DNA total da Universidade Federal do Parana (DNAUPCB).

Para investigar estrutura e divergéncia interpopulacional serdo empregados marcadores
dominantes altamente variaveis como 0os ISSRs em cerca de 20 individuos por populacéo. Para

amplificacdo através de PCR (Polymerase Chain Reaction) seguiremos o protocolo para um



volume final de 20pl, contendo: tampao1X, 2,5mM de MgCl2, 0,2mM de dNTPs, 0,5mM de primer,
1 unidades de TagDNA polimerase (Invitrogen) e cerca de 15 a 150ng de DNA gendmico. Para a
amplificagéo dos fragmentos seguremos o programa com desnaturacao inicial a 94°C por 1,5 min,
seguido de 36 ciclos de amplificacdo a 94°C por 40 segundos a desnaturagéao, intervalos de 47° a
50°C por 45 segundos para o anelamento, 72°C por 1,5 minuto para a extenséo, seguindo, apos a
etapa de ciclagem, uma extenséao final a 72°C por 5 minutos.
Anélise dos dados genéticos

Os locos de ISSR serao codificados como presenca (1) ou auséncia (0) de uma banda para
a construcdo de uma matriz de fendtipos. Serdo consideradas homélogas todas as bandas de
tamanho molecular em um mesmo primer (WILLIAMS et al. 1993). Uma matriz de distancias
euclidianas quadradas sera construida a partir da matriz de fenétipos ISSR e submetida a uma
andlise de variancia molecular (AMOVA), utilizando o programa GenAlEx 6.3 do Excel®
(PEAKALL & SMOUSE 2006). A AMOVA sera utilizada para quantificar a proporcdo da
diversidade genética intraespecifica atribuida a diferenca interpopulacional. Através da AMOVA
sera produzida uma matriz de ST entre todos os pares de populagdes, que sera utilizada para
construir uma arvore utilizando neighbour-joining através do programa PHYLIP (FELSENSTEIN
1993). Sera conduzida anélise Bayesiana a partir de simulacdes de Monte Carlo e Cadeia de
Markov (MCMC) para avaliar a estrutura populacional, utilizando genoétipos multilocus dos
individuos amostrados, para deteccdo de K provaveis populacdes, assumindo modelo de
populacdes mistas utilizando o programa STRUCTURE 2.2 (FALUSH et al. 2007) para
marcadores dominantes.
Biologia floral, polinizacdo e sistema de reproducéo

O padréao fenoldgico de reproducdo ser4 acompanhado desde o inicio da formacdo de
botdes até a formacao dos frutos, em cerca de 70 individuos marcados, em intervalos semanais.
Onde sera descrito quantitativamente o processo de producéo floral durante toda a fase
reprodutiva no nivel populacional.

Para a compreensao da biologia e do funcionamento floral serdo descritos: todo o processo

de antese e amadurecimento das pecas reprodutivas para verificacdo da possivel ocorréncia de



isolamento temporal entre gineceu e androceu; a morfologia floral e polinica; a microestrutura e
recompensas a partir da disseccdo das pecas florais; presenca de osmoforos em teste com
vermelho neutro; e presenca de pigmentos que absorvem no ultravioleta a partir de testes em
atmosfera de hidréxido de aménio (DAFNI 1992).

A diversidade e o comportamento de visita dos polinizadores de B. paranaensis seréo
investigados através de observacao focal em periodos intercalados durante todo o dia e parte da
noite, de modo que possamos verificar quais s&o os visitantes, em que frequéncia realizam visitas
e qual horario de maior atividade. Serd dada énfase na descricdo do comportamento do
polinizador em relagdo a manipulacdo das pecas reprodutivas e padrao de transferéncia polinica,
namero de visitas realizadas na mesma planta e de alternancia de plantas visitadas durante o
forrageamento do polinizador. Caso se confirme entomofilia, visitantes florais seréo coletados
durante as visitas e identificados por especialista. Por outro lado, caso se confirme, ornitofilia os
visitantes serdo fotografados e identificados a partir de guias de campo.

Para o estudo do sistema de reproducdo e verificacdo da possivel ocorréncia de
autocompatibilidade em B. paranaensis serdo realizadas polinizacdes experimentais, em duas
populacdes distintas, utilizando: 40 flores para autopolinizagdes; 40 para polinizagbes cruzadas;
40 botdes florais ensacados para exclusao dos polinizadores e verificacdo da eventual ocorréncia
de autopolinizacdo espontéanea e agamospermia; e 40 flores marcadas como controle. Seréo
analisados todos os frutos resultantes dos tratamentos para a estimativa da viabilidade dos
embrides. A variancia do nimero de sementes bem formadas por tratamento serd analisada
através de ANOVA um critério e as médias comparadas pelo teste Tukey, na intencao de se
testar a possivel ocorréncia de depressdo endogamica nas populacdes. A taxa de sucesso
reprodutivo em condi¢cfes naturais serd avaliada através da quantificacdo de frutos formados por
planta em relacdo ao numero de flores produzidas, em planta ndo manipuladas, de individuos
diferentes.

Serdo fixadas em FAA amostras de flores de todos os tratamentos apos 18, 24, 48 e 72h,
para o acompanhamento e descricdo do crescimento do tubo polinico, em microscopio de

epifluorescéncia.



5. VIABILIDADE DE EXECUQAO DO PROJETO

O trabalho sera realizado no Departamento de Botanica da UFPR, no Laboratério de
Filogenia e Genética da Conservacdo de Plantas e no Laboratorio Multiusuéario de Biologia
Molecular, que dispdem de todos 0s equipamentos necessérios para extracdo, armazenamento,
amplificacédo de amostras de DNA, quantificacdo e fotodocumentacao de produtos amplificados e
demais reacdes. Embora existam recursos financeiros que viabilizem parte do material de
consumo necessario ao desenvolvimento do projeto de dissertagdo proposto, este projeto sera
submetido a editais de financiamento de 6rgdos de fomento cientifico, como Cnpq, Fundacao
Araucéria e Fundacao Boticério.
6. PRODUTOS ESPERADOS

Serdo apresentados trés posteres com resumos publicados em anais de congressos
nacionais ou internacionais, e publicados dois artigos cientificos em peridédicos de reconhecida
qualidade na area da pesquisa. O projeto fornecera ainda diretrizes para tomada de decisfes
conservacionistas sobre quais as populacbes sdo prioritarias para efetiva preservacdo das
espécies em seus habitats naturais, pautadas em dados biologicos quantificados a cerca da
viabilidade e status de conservacdo genética da espécie.
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