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1. INTRODUCAO

A Antartica € um continente rico em biodiversidade, sendo o Unico bioma do
Planeta a ter uma biota terrestre composta quase exclusivamente de organismos
inferiores(OCHYRA, 2000). A Antartica é parte do sistema ambiental global, a
regido ndo apenas exporta sinais climaticos, que afetam o clima global, mas
também importa sinais climaticos globais, sofrendo suas consequéncias. Impactos
ambientais antrépicos que ocorrem no Planeta sdo refletidos na Antértica, sendo
gue o continente gelado responde a essas agressdes de forma potencializada. O
Polo Sul do planeta ja esta mostrando sinais de poluicdo provenientes de muitas
formas diferentes. Por meio do fendmeno chamado vortice temporal onde os
ventos dos Continentes levam particulas de poluicdo que se acumulam na neve
quando ha precipitacdo. Os metais pesados sdo um dos poluentes mais toxicos a
vida. Muitos metais sdo essenciais para o crescimento de todos os tipos de
organismos, mas sao requeridos em baixas concentracdes. O estresse por metais
produz uma vasta gama de mudancas na composicdo quimica e estrutura
funcional das plantas, tais como a mudanca de absorcdo de certos elementos e
alteracdes na fotossintese, resultando em modificacbes no fenétipo. As plantas
necessitam de mecanismos para absorver do solo o ferro, em especifico, e
atender a demanda para o crescimento e desenvolvimento, e tambem evitar a
toxidez pelo excesso do metal, pois ambas as situagdes sao responsaveis por
varias disfuncdes nutricionais que afetam a fisiologia das
plantas(PONNAMPERUMA et al.1972, CHANEY et al. 1972). Na tentativa de se
fazer a avaliacdo genotipica, os marcadores moleculares tornam-se uma
alternativa, podendo ser utilizados como ferramenta para estudos de variabilidade
genética em resposta a tratamentos visando avaliar a taxa de polimorfismo dos
mesmos. O estudo aqui apresentado foi conduzido por meio dos marcadores
dominantes ISSR ("inter simple sequence repeat') que, embora sejam
reconhecidos como menos polimérficos, foram escolhidos porque nédo requerem
informacBes prévias de seqUéncias de DNA da espécie-alvo, produzem
fragmentos com grande reprodutibilidade, quando comparados a outros
marcadores com base em PCR néo especifico e requerem pouca infra-estrutura
em termos de equipamento de laboratério para execucao dos experimentos.

As espécies da familia das Polytrichaceae Schwagr. estdo amplamente
distribuidas no Continente Antartico podendo ser utilizadas como ferramenta para
avaliar as mudancas ambientais que ocorrem neste ecossistema, um dos mais
frageis do planeta. Polytrichum juniperinum desempenha um papel importante na
vegetacdo terrestre na Antartica como constituinte essencial nas varias sub-
formacdes de comunidades de musgo (OCHYRA, 1998).
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Assim o objetivo foi avaliar o nivel de variacdo genotipica em Polytrichum
juniperinum Hedw., em resposta ao estresse por ferro (Fe-EDTA) sob condi¢des
de cultivo in vitro.

2. METODOLOGIA

O experimento foi conduzido no Laboratorio de Botanica da Universidade Federal
do Pampa (UNIPAMPA), Campus Sao Gabriel, Rio Grande do Sul, Brasil. Foram
realizadas quatro concentracdes de Ferro (Fe-EDTA) para o cultivo em meio MS e
mantidos em camara B.O.D a +25°C. A partir do 45° dia de cultivo, foi realizada a
extracdo de DNA de P. juniperinum e posterior PCR utilizando primers ISSR, para
a amplificacdo de inter-regides microssatélites. A avaliagdo dos fragmentos
amplificados foi realizado com o auxilio do programa NTSYSpc para a criagao de
uma matriz de similaridade e posterior arvore de agrupamento.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Control 5 ml Fe-EDTA
Test 1 0 ml Fe-EDTA
Test 2 10 ml Fe-EDTA
Test 3 50 ml Fe-EDTA

Tabela I: Diferentes concentragcdes de ferro utilizadas para o cultivo de P.
juniperinum para o volume de 1litro.

Os fragmentos de ISSR foram julgados como caracteres binarios de presenca ou
auséncia de bandas, sendo excluidos os fragmentos cuja presenca era
inconsistente ou que foram observados como fragmentos fracos e de pequena
reprodutibilidade, em todos os tratamentos. A partir dos iniciadores ISSR
selecionados foram obtidos 18 fragmentos ISSR amplificados.
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Figura I: Fragmentos amplificados utilizando 3 primers nos diferentes tratamentos.
Sendo A, B, C, F, respectivamente teste 1, controle, teste 2, teste 3.
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Gréfico I: Dendograma gerado pelo programa NTSYSpc mostrando alteracdo na
variabilidade nos fragmentos ISSR no tratamento com maior concentracdo de
ferro.

De acordo com o dendograma gerado a taxa de polimorfismo dos tratamentos
com distintas concentracbes de ferro mostrou diferencas significativas em
comparacdo com o tratamento controle. Isso indica que a planta reagiu ao
tratamento, sugerindo que em maiores concentracdes deste metal, a variabilidade
genotipica é alterada. Em plantas superiores os efeitos de tais alteracfes sao
minimizados com a ativacdo de familias génicas responsaveis pela homeostase
de ferro. P. juniperinum, por representar uma linhagem basal, talvez esteja
ativando mecanismos distintos para suportar concentracdes elevadas de ferro
minimizando os efeitos deletérios, ja que na Antartica ndo sdo observadas
grandes alteracbes morfolégicas nessa planta. Segundo MEURER (2000),
sintomas de toxidez por ferro ocorrem em diferentes condi¢cdes de pH e de ferro
ativo, verificando-se teores criticos de ferro na solucdo do solo que variam de 30
mgL! até 500 mgL?, causando alteracdo fenotipica em plantulas de arroz e
variacao genotipica.

4. CONCLUSOES

O ferro € um elemento que provoca toxicidade indireta em concentracfes
elevadas em plantas, alterando o fenétipo. Este estudo sugere que o marcador
ISSR se mostra uma técnica util para a avaliacdo rapida e facil de variacdes
genéticas em tratamentos com diferentes concentracdes de ferro em P.
juniperinum, sendo que a uma concentracao de 50 ml de fe-EDTA em condi¢des
de cultivo in vitro de P. juniperinum ocorre alteracdo na variabilidade genética na
planta, indicando que a espécie tem seu genoma alterado somente a
concentragdes elevadas de ferro. Na deficiéncia de ferro, P. juniperinum néo tem
seu fenodtipo e variabilidade genética alterados, indicando que a planta néo
necessita do ferro para seu desenvolvimento.
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