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RESUMO

O género Cunila D. Royen ex L. pertence a familia Lamiaceae, e muitas de suas espécies
apresentam elevado potencial para uso nas industrias farmacéuticas, cosméticas e alimenticias
devido a seus Oleos essenciais. Porém, o grande extrativismo, a falta de um programa de
cultivo e melhoramento, aliados a destruicdo do seu habitat, tem levado algumas espécies
deste género a lista de plantas ameacgadas de extingdo, como € o caso de Cunila fasciculata
Benth. Esta espécie ¢ endémica e restrita a Depressao Central e Litoral Norte do Rio Grande
do Sul. O objetivo deste trabalho ¢ avaliar a diversidade genética dentro e entre populagdes de
C. fasciculata, bem como realizar andlises citogenéticas para a mesma. Cinco populacdes do
Estado do Rio Grande do Sul foram amostrados e um conjunto de quatro primers ISSR (/nter
Simple Sequence Repeats) foi selecionado para a amplificagio do DNA de todas as
populacdes. Foi observado um consideravel polimorfismo(40,24%) e diversidade genética a
nivel de espécie, e alta variagdo genética entre individuos dentro das populacdes em vez de
entre as populagdes, o que lhe sugere maior aptiddo, diferentemente do que se espera para
espécies raras ou ameagadas. A diferenciacdo genética entre as populagdes da espécie
demonstrou que estas populacdes sdo apenas moderadamente estruturadas vivendo em um
possivel cenario de fluxo génico moderado entre elas. O teste de Mantel mostrou ndo haver
correlagdo entre distdncias genéticas e geograficas. Para as andlises citogenéticas foram
amostrados individuos de quatro das populagdes utilizadas nas andlises moleculares. As
analises citoldgicas compreenderam viabilidade e morfologia do pdlen e conteido de DNA.
Constatou-se que C. fasciculata apresenta uma alta viabilidade polinica, tendo sido
observados trés diferentes morfologias de graos de pdlen. A medida do contetido de DNA
revelou que C. fasciculata apresenta valor 2C em torno de 3,30 pg. Os resultados gerados
nesse trabalho quanto a analises moleculares, quantidade de DNA nuclear sdo inéditos para a
espécie, assim como os dados obtidos nas andlises de morfologia e viabilidade dos graos de
polen. Tais informagdes ampliam o conhecimento acerca do género Cunila, e principalmente

da espécie C.fasciculata.

Palavras- chave: Lamiaceae - marcadores ISSR - genética de populagdes - viabilidade de polen-

tamanho de genoma- morfologia de pdlen



ABSTRACT

The genus Cunila D. Royen ex L. belongs to the Lamiaceae familly, many of its species have
high potential for the pharmaceutical, cosmetic and food industries because of their essential
oils. However, the extended extractivism, the lack of cultivation and genetic improvement
programs, allied to habitat destruction, have caused some species from this genus to be added
to the list of endangered plants species, such as Cunila fasciculata Benth. This species is
endemic and restricted to the Central Depression and North Shore of Rio Grande do Sul. The
aim of this work is to assess the genetic diversity within and among populations of this
species, as well as to perform cytogenetic analyses of the same species. Five populations from
the state of Rio Grande do Sul were sampled and a set of four ISSR (/nter Simple Sequence
Repeats) primers was selected for DNA amplification of all populations. We observed
considerable polymorphism (40,24%) and genetic diversity at the species level and high
genetic variability between individuals within populations, rather than among populations.
This suggests higher fitness, differently from what is expected for rare or endangered species.
Genetic differentiation among this species’ populations showed that these are only moderately
structured and are existing in a possible scenario of moderate gene flow between them.
Mantel test showed no correlation between genetic and geographic distances. Regarding
cytogenetic analyses, individuals from four of the populations used in the molecular approach
were sampled. Cytological analyses involved pollen viability and morphology as well as
DNA content. Cunila fasciculata presented high pollen viability with three different pollen
grain morphologies. DNA content assessment revealed that C. fasciculata has a 2C value
around 3.30 pg. The results generated by the present work represent novelties in terms of the
molecular analyses, nuclear DNA quantity and also in terms of the data obtained from pollen
morphology and pollen viability analyses. These information broaden the knowledge

regarding Cunila, especially C. fasciculata.

Keywords: Lamiaceae — ISSR markers — population genetics — pollen viability — genome size

— pollen morphology.



INTRODUCAO GERAL

O género Cunila D. Royen ex L.

O género Cunila D. Royen ex L. estd incluso na familia Lamiaceae, subfamilia
Nepetoideae, tribo Mentheae (Cantino, 1992). As espécies do gé€nero sdo popularmente
conhecidas como poejo, sendo diversas delas utilizadas na medicina popular, nao s6 no Brasil
como também no Uruguai, Argentina e México, onde existem registros do género (Garcia-
Pefia, 1989; Bordignon, 1997). Variagdes dos nomes populares das diferentes espécies sao
frequentemente encontradas, sendo que estas se relacionam, na maioria das vezes, com o
habitat no qual as plantas ocorrem (poejo-do-banhado, poejo-do-brejo, poejo-do-campo) e/ou
com o tamanho das folhas ou porte da planta (poejo-de-folha-grande, poejo-de-folha-miuda,

poejinho) (Bordignon ef al., 1997).

Cunila ocorre na América de forma disjunta e apresenta dois centros de distribuicao,
um na América do Norte representado por uma espécie do Leste dos Estados Unidos
(C.origanoides L. Britton), e oito espécies do México, sendo sete do ocidente e centro do pais
(C. longiflora Gray, C. secunda S. Watson, C. crenata M.R. Garcia-Pena et P. Tenorio
Lezama , C. lythrifolia Benth., C. polyantha Benth., C. pycnantha B.L. Rob. & Greenm., C.
ramamoorthiana M.R. Garcia-Pefa e uma espécie, distribuida do sul do México ao Panama
(C. leucantha Kunth ex Schltdl. & Cham.), mas que esta ausente na Nicaragua. O outro centro
estd na América do Sul, sendo representado por onze espécies, localizadas no sul do Brasil,

norte da Argentina e parte do Uruguai (Garcia-Pefa, 1989; Bordignon, 1997) (Figura 1).

Figura 1- Distribuicao do género Cunila nas Américas. Em vermelho a distribui¢ao na América do
Norte; em azul a distribuicdo na América do Sul.

Fonte: http://aloim.org/alo/2014/01/mapa-mundo-politico-de-europa-blanco-y-negro.gif



As espécies sul-americanas foram classificadas em trés se¢des por Epling (1936), com
base no habito e tipo de inflorescéncia: Incanae, Incisae e Spicatae. A secdo Incanae possui
uma Unica espécie, C. incana Benth. (Figura 2) e se caracteriza por apresentar flores solitarias
(ou no maximo duas) nas axilas das folhas, estas densamente pilosas com tricomas

ramificados.

Figura 2- Cunila incana Benth.

Sérgio Bordignon

Fonte: http://www.ufrgs.br/fitoecologia/florars/ (Autor:Sérgio Bordignon)

A secdo Incisae (Figura 3) ¢ representada por duas espécies, C. incisa Benth. e C.
angustifolia Benth., as quais sdo plantas arbustivas com cimulas dispostas nas axilas das

folhas e com pedunculos breves de 2-10 mm de comprimento.



Figura 3-Representantes da sec¢do Incisae. (A) C. angustifolia Benth., (B) C. incisa Benth.

Foto: sorg-omwg de Loreto Bordignag

Fonte: http://www.ufrgs.br/fitoecologia/florars/ (Autor:Sérgio Bordignon)

Por sua vez, a secdo Spicatae apresenta o maior nimero de espécies, sendo elas C.
menthoides Benth., C. platyphylla Epling, C. menthiformis Epling, C. spicata Benth., C.
galioides Benth., C. fasciculata Benth. e C. microcephala Benth. (Figura 4). Os
representantes dessa secao sdo plantas subarbustivas ou ervas perenes, com cimulas sésseis ou
com pedunculos curtos formando espigas ou capitulos globosos ou ovais. Outras duas
espécies podem ser incluidas na secdo Spicatae, C. tenuifolia Epling e Cunila sp, porém,
algumas divergéncias relativas a esta classificacdo sdo relatadas, sugerindo a necessidade de
estudos botanicos complementares para a identificacdo dessas espécies (Bordignon, 1997).
Estudos recentes baseados em marcadores ISSR e em estudos filogenéticos confirmaram a

existéncia de somente dois grupos monofiléticos correspondendo a duas se¢des (Agostini et
al,2012)
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Figura 4- Alguns representantes da segdo Spicatae. (A) C. menthoides Benth., (B) C. spicata Benth.,
(C) C. microcephala Benth., (D) C. galioides Benth., (E) C. fasciculata Benth.

Fonte: http://www.ufrgs.br/fitoecologia/florars/ (Autor:Sérgio Bordignon)

As espécies sul-americanas de Cunila sdo usadas na medicina popular como
estimulantes, laxantes, calmantes, antiespasmoddicas, emenagogas, antifebris, no tratamento de
tosses cronicas e infecgdes respiratorias (Simoes et al., 1994) e ainda como aromatizantes da
bebida tradicional do Rio Grande do Sul, o chimarrao (Bordignon, 1997). Além disso, o 6leo
essencial de espécies de Cunila apresenta atividade bactericida, fungicida e inseticida (Duke,
1994; Luz et al., 2006), sendo testado contra microorganismos contaminantes de alimentos
(Sandri ef al., 2007), bem como no controle de insetos e proliferagdo de bactérias patogénicas

em aviarios (Apel et al., 2009).

A composicdo quimica do oOleo essencial das espécies deste género varia
consideravelmente, principalmente quanto ao composto majoritario de cada espécie. Os 0leos
podem conter compostos tais como: isomentona; 1,8-cineol; 6xido trans-piperitona; sabineno;
mentofurano; betulenal; fitol; linalol; geraniol; pulegona; mentona; mentol; citral; ocimeno;
limoneno; 6xido de linalol; gamma-terpineno; entre inimeros outros (Manjarrez & Mendoza,
1966; Moreira & Krambeck, 1976; Bordignon et al., 1996, 1997, 1998, 1999; Ciccidé &
Poveda, 1999; Echeverrigaray et al., 2003; Agostini et al., 2006; Echeverrigaray et al., 2008;
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Agostini et al., 2010a). Portanto, diante da grande variabilidade quanto a composi¢cdo dos
Oleos essenciais dentro das espécies do género Cunila e o consequente potencial aromatico e
medicinal destas plantas, as mesmas podem ser empregadas nas industrias farmacéutica,

cosmética e alimenticia.

1. A espécie Cunila fasciculata Benth.

Cunila fasciculata apresenta-se como uma erva ereta ou ascendente, com cerca de
50cm de altura, caracterizando-se por crescer formando densos grupos em solo arenoso de
campos inundados ou pantanosos (Bordignon et al, 1997) (Figura 5). E considerada
endémica e restrita & Depressdo Central e Litoral Norte do Estado do Rio Grande do Sul.
Estudos sobre esse género sdo bastante escassos e, em vista disso, sabe-se ainda muito pouco
sobre essa espécie cujo habitat vem sendo fragmentado (principalmente pela acdo humana), a
ponto de a mesma ser citada na lista oficial de espécies ameagadas do RS com o status de
Vulneravel-VU (Decreto estadual n°® 52.109, publicado em 19/12/2014). Ha registros de
ocorréncia de C. fasciculata em apenas trés municipios ( localidades), sendo elas: municipio
de Novos Cabrais (localidade de Cortado), municipio de Paraiso do Sul (localidades de

Campestre e Contenda), e municipio de Torres (S. A. L. Bordignon, comunicagao pessoal).

Figura 5- A espécie Cunila fasciculata.

Fonte: Sérgio Bordignon (arquivo pessoal)

Esta planta, assim como j4 mencionado para algumas outras do género, tem sido

empregada nas suas areas de ocorréncia como aromatizante (flavorizante) e na medicina
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popular, na forma de cha, como estimulante, antiespasmodica, emenagoga e no tratamento de
doengas respiratdrias (Bordignon et al. 1997). O 6leo essencial de C. fasciculata (trés plantas)
foi analisado por GC, GC/MS e ?C NMR por Bordignon et al. (1997). O rendimento do 6leo
(v/p), bastante aromadtico, variou entre 0,65 e 0,74% para as trés amostras analisadas e o
composto majoritario encontrado foi o mentofurano (71,6 a 76,4%). Além deste, outros
compostos importantes foram encontrados, entre eles: limoneno (8,6 a 11,2%) e B-cariofileno

(3,5 2 4,2%).

Em um artigo recentemente publicado pelo nosso grupo de pesquisa (Agostini et al.,
2014) as populagdes remanescentes de C. fasciculata do estado foram avaliadas quanto a
variabilidade quimica de seus 6leos essenciais. Foram identificados vinte compostos volateis
na espécie, sendo encontrada uma clara variagdo quantitativa e qualitativa entre as cinco
populacdes estudadas. As quatro populacdes da Regido Central do Estado (Paraiso do Sul e
Novos Cabrais) apresentaram o0s mesmos quinze compostos, formando um grupo
caracterizado por alta concentragdo do composto hepatotoxico mentofurano, similar a estudos
anteriores de Bordignon et al. (1997). Em contraste, apenas dez compostos foram detectados e
identificados na extragdo do 6leo essencial da populagdo de Torres, sendo que cinco deles nao
sdo encontrados nas outras populagdes do estado. Com base nestes dados verifica-se que esta
populagdo de Torres representa um novo quimiotipo para C. fasciculata onde o composto

majoritario ¢ a mentona.

Embora todos os fatos apontem para a necessidade de se investigar mais
detalhadamente essa espécie endémica do Rio Grande do Sul e inclusa na lista das espécies
ameacadas, possui grande potencial aromatico e medicinal, ainda ndo existem estudos de

caracterizagdo genética para a mesma.

2. Diversidade Genética e Marcadores Moleculares ISSR

Um grande nimero de marcadores moleculares tem auxiliado em estudos de genética,
evolucdo e taxonomia de plantas contribuindo para um maior conhecimento da biodiversidade
de diversas espécies, géneros ou familias de plantas. Além disso, andlises utilizando
marcadores moleculares fornecem informacdes sobre alguns fatores que determinam a
estrutura genética populacional, tais como estimativas de padrdes de dispersdo do polen,
distancia de dispersdo e fluxo génico, que sdo particularmente importantes para a otimizagao
de programas de conservacao in situ (Dawson et al., 1997; Grashof-Bokdam et al., 1998; He

et al., 2004; Ouborg et al., 1999). A andlise da diversidade genética avaliada nos niveis inter
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e/ou intrapopulacional ¢ de extrema relevancia para estudos que visam a caracterizagao
biologica de uma espécie e também sua conservagdo, pois permite relacionar sua condi¢ao
atual e sua histéria evolutiva possibilitando delinear propostas de manejo e de manutencao da

espécie, esteja ela em risco de extingdo ou nao.

Uma das técnicas que vem sendo utilizada para estudos de variabilidade genética ¢é o
ISSR (Inter Simple Sequence Repeats), proposta pela primeira vez por Zietkiewicz et
al.(1994). ISSR ¢ um método fundamentado na amplifica¢do por PCR de fragmentos de DNA
presentes em uma distancia amplificavel entre dois microssatélites idénticos repetidos,
orientados em dire¢des opostas (Reddy et al,, 2002). A técnica nio requer informagdo de
sequéncia do genoma e gera padroes de multiplos /oci altamente polimoérficos (Nagaoka &

Ogihara, 1997; Zietkiewicz et al., 1994).

Por serem amplificados via PCR, sdo de facil detec¢do e altamente informativos,
permitindo a investigacdo da diversidade genética de populagdes e de outros processos, como
a ocorréncia de fluxo génico e de deriva genética. Estudos de diversidade genética dentro e
entre populagdes de Cunila mediante o uso de marcadores moleculares sdo ainda limitados
(Agostini, 2003; Fracaro et al., 2005; Agostini et al., 2010b). Analises com marcadores tipo
RAPD revelaram uma ampla variacdo dentro de C. galioides (Fracaro et al., 2005) ¢ uma
nitida relacdo entre a variagdo genética, a origem geografica e a composicdo quimica. Através
de marcadores ISSR, Agostini et al. (2010a) também verificaram uma baixa variabilidade
genética em populagdes de C. menthoides indicando que cada populagdo ¢ derivada de um
limitado numero de plantas num cendrio de baixo fluxo génico. Os autores sugerem

estratégias de conservagao in situ € ex situ.

3. Analises citologicas

Informacgdes quanto ao nimero cromossdmico de uma espécie e seu padrdo cariotipico
sdo de extrema importancia, pois além de contribuirem para o esclarecimento de questdes
taxondmicas, permitem inferéncias quanto a evolucdo deste grupo. Quando estes dados sdo
relacionados com poliploidias, distribuicao geografica e com dados moleculares, podem se
tornar analiticos ao invés de descritivos, permitindo a formulagdo de hipoteses sobre os

processos citogenéticos que estiveram ou estdo atuando no grupo considerado.

Estudos citologicos em espécies do género Cunila ndo sdo encontrados na literatura.

Nem mesmo registros quanto ao nimero cromossomico sdo reportados para as espécies de
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Cunila. Dentre outras espécies de Lamiaceae pertencentes a géneros relacionados
filogeneticamente com Cunila (Agostini, 2008), existem registros de niimeros cromossomicos
para Hedeoma costata (2n=36 e 72) e H. apiculata (2n=144) (Irving, 1976). Para o género
Glechon nao héa determinagdo de niimero cromossdmico e para Hesperozygis ha o registro

apenas para uma espécie, H. marifolia Epling com 2n=44 (Irving, 1976).

O conhecimento da quantidade de DNA nuclear pode trazer informagdes importantes
para diferentes areas de investigacdo (Nani, 2011). Na citotaxonomia o teor de DNA permite
realizar inferéncias a respeito de relagdes filogenéticas bem como entender sua evolucao

cariotipica ( Kron et al., 2007).

A citometria de fluxo ¢ uma das técnicas que cumprem o propdsito da determinagdo da
quantidade de DNA e oferecendo resultados confidveis de maneira rapida, simples e, de certa
forma, com baixo custo (Dolezel et al,. 2005). O uso padronizado da técnica permite realizar
estimativas bastante precisas e sensiveis a pequenas variagdes. Dessa forma, a citometria de
fluxo gera resultados ndo apenas para analises de cruzamentos interespecificos, mas também

de variacdes intraespecificas do tamanho do genoma (Greilhuber ef al., 2007).

A inexisténcia de dados citogenéticos em Cunila e a escassa informagao nas espécies
de géneros relacionados os quais exibem variagdo quanto ao numero basico, além da

poliploidia, evidenciam a relevancia de estudos cromossdmicos para esse género.

As analises com pdlen permitem inferéncias quanto a sua morfologia, podendo ser
empregado como um carater taxonOmico importante. Questdes como a ocorréncia de
hibridacdo interespecifica ou de poliploidia podem ser investigadas inicialmente pela analise
dos graos de pdlen. Apesar da importancia deste tipo de andlise para a caracterizagao de uma
populacdo ou espécie, em Cunila fasciculata ndo existem ainda estudos com esta abordagem
realizados até o presente momento. Convém salientar que ha diferentes metodologias que
permitem determinar a taxa de viabilidade, sendo estas, em sua maioria, de facil realizacdo e
de baixo custo. Este ¢ o caso da técnica de coloragdao de Alexander (Alexander, 1980), a qual
emprega o corante verde malaquita, que confere uma coloracdo esverdeada a celulose
existente na parede do grdo de polen, e a fucsina &cida, que cora o citoplasma. Assim, ¢é
possivel distinguir facilmente, a partir de observagdes em microscopio Optico, os graos de
polen vidveis, que apresentam cor roxa, dos graos inviaveis, que adquirem a coloragdo verde

(Pline et al., 2002).
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A analise da viabilidade do pdlen também ¢ um aspecto importante na caracterizagao
citogenética de uma espécie, e tem sido empregada tanto em trabalhos com plantas cultivadas,
como rabanete (Raphanussativus L., Brassicaceae; Shaner & Marshall, 2003) e algodao
(Gossypiumhirsutum L., Malvaceae) (Pline et al., 2002) quanto em estudos de caracterizagao
de espécies nativas, como em espécies de Vriesea e Aechmea (Bromeliaceae; Palma-Silva et
al., 2004) e de Sisyrinchium (Iridaceae, Tacuatia et al., 2012) abrangendo tanto
monocotiledoneas quanto eudicotiledoneas. A determinacdo da viabilidade polinica traz
informagdes relevantes quanto a estabilidade meidtica e a fertilidade das populagdes

analisadas.
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JUSTIFICATIVA

Devido a variabilidade existente quanto a composi¢ao dos 6leos essenciais, as espécies
do género Cunmila apresentam elevado potencial para uso nas industrias farmacéutica,
cosmética e alimenticia. Entretanto, para a utilizagdo sustentavel destas espécies, ¢ importante
0 uso racional e a conservagdo das mesmas, principalmente no caso de espécies endémicas

sob risco de extingdo, como ¢ Cunila fasciculata.

Diversas espécies deste género vém sofrendo com agdes antropicas, sendo encontradas
em ambientes fragmentados e ameagados pela agricultura e atividades de pastagens. Existem
registros de ocorréncia de C. fasciculata somente em trés municipios do estado do Rio Grande
do Sul (Bordignon et al., 1997). De acordo com as observagdes realizadas pelo grupo,
acredita-se que as populagdes de C. fasciculata do municipio de Torres estejam praticamente
extintas, tendo em vista que o extensivo trabalho de busca a campo resultou na observacdo de

uma unica populagao.

Dados de diversidade genética intra e interpopulacional, dados citogenéticos, de
conteudo de DNA, biologia reprodutiva, fertilidade e outros pardmetros que possam auxiliar
na caracterizagdo de Cunila fasciculata sdo, inexistentes. Estes dados s3o de extrema
relevancia, pois além de permitir o esclarecimento de questdes filogenéticas e inferéncias
quanto a evolugdo deste taxon, poderdo ainda contribuir para a compreensao de aspectos
genéticos, nos quais futuros programas de melhoramento poderdo se embasar, visando
caracteristicas de interesse fitoterapico. A obten¢do de dados como esses permitird também o
estabelecimento de programas de manejo e conservagdo desta espécie cuja existéncia estd

seriamente ameacgada.
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OBJETIVO

Este trabalho teve como objetivo contribuir para a caracterizagdo genética de Cunila
fasciculata, a partir de dados genéticos, visando informag¢des que possibilitem o

estabelecimento de programa de conservagao dessa espécie ameagada.

1. Objetivos especificos

= Avaliar a divergéncia genética inter- intrapopulacional de Cunila

fasciculata através de marcadores moleculares ISSR;

=) Determinar o numero cromossdmico e¢ o tamanho do genoma da

espécie;

= Analisar comparativamente popula¢des de C. fasciculata quanto a

viabilidade e a morfologia dos graos-de-pdlen.



18

CAPITULO I

1. MATERIAL & METODOS

Material Vegetal

O estudo incluiu exemplares de Cunila fasciculata de cinco populagdes do Estado do
Rio Grande do Sul (Figura 6), coletados nos anos de 2011, 2012 e 2014. Um individuo de
cada populagdo foi coletado, herborizado e depositado na forma de exsicatas no Herbario
ICN, Instituto de Biociéncias, Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Na Tabela 1

constam as populacdes, as coordenadas geograficas e as localidades de coleta.

Tabela 1 - Locais de coleta de Cunila fasciculata no Rio Grande do Sul, Brasil.

Populacao Altitude (m) Latitude (°S) Longitude (°W) Localidade
KMB 1 84 29° 44’ 50,57 053°02’ 41,77 Novo Cabrais
o AL’ » 0 s> » Campestre, Paraiso
KMB2 91 29° 44’ 48,7 053°04’ 31,9
do Sul
KMB3 66 29° 44° 05,9” 053° 08’ 48,0” Contenda, Paraiso do

Sul

Contenda, Paraiso do

KMB4 65 29°41° 40,1 053° 08’ 41,8” Sul

EKS12 10 29° 20’ 24,37 049° 45° 53,0” Faxinal, Torres
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Figura 6- Localizacdo dos pontos de coleta de C. fasciculata no estado do Rio Grande do Sul,
Brasil.

4 glorres

{Paraiso do Sul

Novos Cabrais

Anéalises Moleculares

Exemplares coletados nos anos de 2011 e 2012 de Cunila fasciculata dos cinco
acessos foram utilizados, totalizando 209 individuos analisados. O material coletado no ano
de 2014 foi utilizado para analises moleculares complementares discutidas no capitulo II. O

material vegetal utilizado foram folhas desidratadas em silica-gel (Tabela 2).

Tabela 2 - Numero de individuos coletados em cada populagdo.

Populacio Numero de individuos
KMB 1 13
KMB 2 50
KMB 3 54
KMB 4 54

EKS 38
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Isolamento de DNA e amplificacdo de PCR ISSR

A extracdo de DNA foi realizada seguindo o protocolo modificado de Doyle & Doyle
(1987). Um total de 22 primers de ISSR foram testados; desses, quatro foram selecionados
(Tabela 3) para amplificagio de DNA de todas as populacdes. As reagdes de PCR foram
realizadas de acordo com as seguintes condigdes: 1,0 ul de DNA (1-10ng), 2,5 pl de tampao
10X, 0,8 ul de ANTPs(10mM), 1,2 pl de MgCl, (50mM), 1,0 ul de primer (10pmol/ pl), 0,2
de Tag DNA polimerase (5U/ ul) e H,O Milli-Qsuficiente para completar o volume de 25 pl.
As amplificagdes foram realizadas em termociclador Veriti® ThermalCycler
(AppliedBiosystems, Foster City, CA) seguindo os programas: desnaturagdo inicial a 94°C
por 5 min.; seguido por 40 ciclos de 1 min. a 45°C ou 49°C- variando de acordo com o primer
(Tabela 3) por 45s, 72°C por 2 min.; extensao final a 72°C por 5 min. Os produtos da reacao
de PCR foram analisados em gel de agarose 1,5% e corados com GelRed (amiconCorp.,
Lexington , MA). O tamanho dos fragmentos foi estimado comparativamente com Ladder

100bp (PB-L Produtos Bio-Logicos).

Tabela 3 - Primers selecionados para PCR. Sequéncia do primer e temperatura de anelamento (Ta).

Primers Sequéncia (5° - 3’) Ta (°C)
SP1 (AGA); (GAG),GT 45
F4 (GAG); (AGA),AC 49
F13 (CTC)y(TCT),TA 45
P2 (GAG);(AGA)LAT 45

Analise de Diversidade Genética

Tendo em vista que marcadores ISSR sdo dominantes, considera-se que cada banda
represente o fenotipo de um tUnico locus bialélico (Williams et al., 1990). A presenca (1) e
auséncia (0) das bandas foram inseridas em uma matriz bindria. Bandas com a mesma

distancia de migragdo foram consideradas homologas. Os dados binarios foram usados para
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caracterizar a diversidade genética entre as populagdes de C. fasciculata. O percentual de
locos polimoérficos (PLP) e indice de Shannon (/) foram calculados utilizando GenAlEx

ver.6.5 (Peakall & Smouse de 2006, 2012) assumindo o equilibrio de Hardy-Weinberg.

Uma andlise de varidncia molecular (AMOVA) (Excoffier et al., 1992), com base
numa matriz de distancia euclidiana ao quadrado, foi realizada com o mesmo software para
quantificar a distribui¢do de variagdo genética entre e dentro das populacdes de C. fasciculata
e teste de significancia estatistica de distingdo genética dessas populagdes. O efeito da
separacdo espacial na estrutura genética foi testado pelo teste de Mantel (Mantel & Valand,
1970) em matrizes genéticas (Nei, 1978) e distancias geograficas entre as populagdes. Teste
de Mantel foi realizado com 10.000 permutacdes aleatérias também usando GenAlEx. A
partir do mesmo software também foi realizada uma Analise de Coordenadas Principais
(PCoA), a fim de explorar e visualizar a varidncia das semelhangas/diferengas nos grupos

analisados.

Andlises citogenéticas

Coleta e fixacao

Para andlise de mitose foram utilizadas raizes obtidas a partir de plantas de quatro
populagdes (KMBI1, KMB3, KMB4 e¢ EKS12), as quais estdio em cultivo no jardim
experimental localizado no Instituto de Biociéncias, Departamento de Botanica/UFRGS. As
raizes foram pré-tratadas com agente antimitotico 8—Hidroxiquinoleina (8-HQ) durante 4
horas (18°C) e fixadas em 3:1 (etano:acido acético) por 12-24 h em temperatura ambiente. O

material foi mantido em freezer a -18°C para posterior utilizacdo.

O material empregado para as analises de polen constituiu-se de inflorescéncias de 1-2
individuos de trés populagdes (KMB1, KMB3 ¢ KMB4) coletadas a campo ¢ fixadas em
solucao 3:1 (etanol:acido acético) por 12-24h em temperatura ambiente. Apos o periodo de
fixacdo, os botdes florais foram mantidos em freezer a temperatura de -18°C até a sua

utilizagdo.
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Determinacao de nimero cromossomico

As raizes anteriormente acondicionadas em freezer foram utilizadas para o preparo das
laminas. Para a prepara¢do das laminas e visualizacdo dos cromossomos utilizou-se o
protocolo descrito por Guerra (1988). As raizes retiradas do fixador 3:1 sdo lavadas em agua
destilada duas vezes por 10 minutos e posteriormente submetidas a hidrolise com HCL 5N
por 20 minutos e incubacdo em frasco de vidro com 5ml de Reativo de Schiff (Feulgen) por 2
horas no escuro. Apods essa etapa, as raizes sdo lavadas em agua destilada duas vezes por
10minutos e realizada a digestdo enzimatica por 20 minutos com celulase 2% e pectinase 20%
em estufa a 37°C em cdmara imida. Posteriormente a etapa de digestdo enzimatica adiciona-
se a lamina uma gota de 4cido acético 45% para facilitar o esmagamento do material na
lamina com a utilizagdo de uma laminula. A laminula ¢ vedada com esmalte para posterior

visualizagao.

Viabilidade polinica

A estimativa da viabilidade dos graos de polen foi feita a partir da técnica de
Alexander (1980), na qual foram analisados 500 graos por individuo. As analises das laminas
foram feitas em fotomicroscopio Optico Zeiss Axioplan e posteriormente fotografadas e

registradas no microscopio Zeiss Imager.D2.

Medidas dos graos de pdlen

As medidas dos graos de poélen foram realizadas com material das populacdes KMBI,
KMB3 ¢ KMB4. As medidas foram confeccionadas em 20 graos de polen maduros por
individuo, corados pela técnica de Alexander, considerando o eixo polar (P) ¢ o didmetro
equatorial (E). Com base nessas dimensdes, calculou-se a razao P/E, utilizada para classificar
a morfologia do podlen, de acordo com Erdtman (1971). As medidas foram realizadas em
fotomicroscopio Optico Zeiss Axioplan e registradas e fotografadas em micriscopio Zeiss

Imager.D2.
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Estimativa do tamanho de genoma

O preparo das amostras ¢ as andlises por citometria de fluxo foram realizadas no
laboratorio de Genética e Biotecnologia da Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF),
Minas Gerais. Um individuo de cada uma das quatro populagdes (KMB1, KMB3, KMB4 ¢
EKS12), foi utilizado para andlise. Para a determinacdo da quantidade de DNA, utilizou-se
para cada amostra cerca de 20 e 30 mg de tecido foliar jovem e a mesma quantia de material
foliar do padrao de referéncia. Empregou-se o padrdo Raphanus sativus cv. Saxa (padrao de

referéncia de quantidade de DNA 2C=1,11 pg).

Com auxilio de um bisturi, as folhas foram trituradas em placa de Petri na presenga do
tampao LBO1 (1ml) para liberar os nucleos (Dolezel et al., 1989). A solugdo proveniente desta
maceragdo foi pipetada com uma pipeta Pasteur com a ajuda de duas camadas de gaze, este
procedimento ¢ essencial para diminuir a absor¢ao de material vegetal. A solucdo foi colocada
em um tubo contendo um filtro ¢ uma malha de nylon de 50um. Os nucleos foram corados

com 25ul de uma solugio composta por iodeto de propidio Img/mL™" e 5uL de RNAse.

As amostras foram armazenadas a 4 °C no escuro e analisadas apds uma ou duas
horas. Pelo menos 10.000 nicleos foram analisados para cada amostra, usando um citdémetro
FACSCalibur (Becton-Dickinson). Os histogramas de citometria de fluxo foram gerados no

software Cell Quest e analisados pelo software 2,8 WinMDI (Trotter, 2000).

Os valores 2C de cada amostra foram calculados pela intensidade de fluorescéncia

relativa da amostra e do padrao conforme a seguinte equacao:

DNA amostra= [ Gl da amostra| x DNA padrio
G1 do padrio
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2. RESULTADOS

Andalise molecular

Diversidade Genética Populacional

A amplificagdo dos quatro primers resultou em 82 loci, 40,24% dos quais foram
polimorficos. Os fragmentos de ISSR geraram uma média de 20,5 bandas por primer. O
tamanho dos produtos amplificados variou de 300 a >2080 pb. O primer F13 foi o que
apresentou o menor numero de fragmentos (13); diferentemente do primer SP1, o qual

amplificou 26 fragmentos apresentando também a maior amplitude de tamanho de fragmentos
(300-> 2080 pb) (Tabela 4).

Tabela 4 - Primers ISSR nas analises de diversidade genética populacional de Cunila fasciculata.
Numero de fragmentos registrados e tamanho dos fragmentos amplificados.

N° de fragmentos

Primers N° de fragmentos . Tamanho dos fragmentos (pb)
polimoérficos
SP1 26 11 450->2080
F4 20 9 300 ->1964
P2 23 10 425 ->2080
F13 13 3 800 ->2080
Total 82 33

A percentagem de bandas polimorficas em nivel de populacdo variou entre 35,37% e
46,34% (Tabela 5). A populagdo que apresentou menor nimero de loci polimoérficos foi
KMB3 (35,37%). O valor médio do indice de Shannon 0,18, variando entre 0,14 até¢ 0,19. Em
ambos os indices de diversidade genética, a populagio KMB4 obteve os maiores valores. Em

KMB?2 foram encontrados os menores valores (Tabela 5).
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Tabela 5 - indices de diversidade genética em cada populagio de Cunila fasciculata. Porcentagem de

loci polimorficos (PLP) e indice de Shannon (/).

Populaciao(voucher) PLP I
KMBI1 40,24 0,21
KMB2 40,24 0,14
KMB3 35,37 0,14
KMB4 46,34 0,22

EKS 45,12 0,19
Média 41,46 0,18

A AMOVA gerou estatisticas @, um analogo a estatisticas ' de Wright. Estes

resultados mostraram que houve diferengcas genéticas significativas entre e dentro das

populacdes de C. fasciculata coletadas no Rio Grande do Sul (P <0,001) A AMOVA nio

detectou variag@o entre as duas regides (Depressdo Central e Litoral Norte) (Tabela 6). Do

total da variancia genética, 89% era devido a diferengas dentro das populagdes, enquanto que

os restantes 11% eram devidos a variacdo entre as populagdes (Figura 7).

Tabela 6 - Analise de variancia molecular (AMOVA) para C. fasciculata.

Fatores de Sum Componente

.~ .~ . Porcentagem P
variacio Squares de variincia
Entre Regioes 2 171,21 85,60 - 0 <0.001
Interpopulacional 2 252,57 126,28 2,61 11% <0.001

Intrapopulacional 167 3.363,71 20,14 20,14 89% <0.001
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Figura 7 - Grafico de variancia molecular mostrando variacao inter e intra-populacional de
C. fasciculata.
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De acordo com o teste de Mantel, ndo houve relagao significativa entre a matriz de
distancias genéticas populacionais e a matriz de distdncia geografica entre os locais de coleta
(r = 0,087, P = 0,495). O valor obtido para @sr foi de 0,11, demonstrando uma moderada
estruturacdo das populagdes. PCoA revelou que o primeiro componente principal foi
responsavel por 34% da variacdo genética total observada, enquanto que o segundo
componente explicou 20% da variagdo. Os dois componentes resultaram em um percentual
cumulativo de 54% demonstrando graficamente as semelhancas/diferencas dos individuos das

cinco populagdes analisadas.
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Figura 8- Cenario bi-dimensional dos componentes principais a partir dos resultados

de marcadores ISSR obtidos para as cinco populacdes de C. fasciculata.
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Analises citogenéticas

Determinacio do niimero cromossémico e tamanho de genoma

A dificuldade na obten¢do de cromossomos adequadamente espalhados e com igual

condensagdo da cromatina dificultaram a determinacdo do nimero cromossdmico para a

espécie at¢é o momento. As metdfases mitoticas obtidas e apresentadas aqui (Figura 9)

evidenciam que C. fasciculata apresenta cromossomos relativamente pequenos € sugerem um

numero em torno de 2n=20. Estio sendo confeccionadas novas laminas com o fim de

determinar o nimero cromossdmico exato para a espécie.
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Figura 9 - Metafases mitoticas em C. fasciculata. Barra = 10um.

A estimativa de tamanho de genoma total foi obtida para quatro acessos de C.
fasciculata, dados estes apresentados na Tabela 7. Todas as populagdes apresentaram valores
2C: ao redor de 3,30pg .

Tabela 7 - Contetido 2C de DNA (valor 2C), coeficiente de variagdo (CV), tamanho gendmico em
Megapares de bases (Mbp) das amostras analisadas.

Populacio N° de Valor 2C cv Tamanho do Genoma
(Voucher) individuos (pg) (Mbp)

KMBI1 1 3,30 3,11 3,234

KMB3 1 3,38 3,45 3,312

KMB4 1 3,36 3,45 3,293

EKS12 1 3,32 3,56 3,254

Analise de polen

Os graos de podlen dos acessos analisados sdo classificados como médios, pois
apresentam eixos polares (P) entre 25-50um (Tabela 8). Os quatro acessos apresentam graos

de polen hexacolpados, também denominados 6-zonocolpados (Figura 10 A-B).

Com base na classificagdo proposta por Erdtman (1971) as razdes P/E (Tabela 8)
obtidas para KMB1 e KMB4 foram de 1,12 e 1,11um, respectivamente, o que permitiu

identificar graos de pdlen do tipo prolado esferoidal. Esta classificagdo ¢ aplicada quando a
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razao encontra-se entre 1,00 a 1,14 um. KMB2 apresenta tipo polinico subprolado, pois a
razao P/E ¢ de 1,16 um, fundamentada no intervalo 1,14 a 1,33 um. J4 EKS12 obteve razao
P/E igual a 1,61 pum e foi classificada como tipo polinico prolado, que se encontra na faixa de
1,33 a 2,00 um. Com relagdo as analises de viabilidade polinica (Figura 10 C-D), todos os

acessos analisados apresentaram valores considerados altos, superiores a 77% (Tabela 8).

Tabela 8 - Fertilidade do polen em acessos de C. fasciculata e resultados do eixo polar (P), do eixo
equatorial (E) e da razdo P/E dos acessos analisado.

Viabilidade polinica P E P/E
Acesso 1 Morfologia
N %  Média(um) Média(um) Média
KMBI 1000(2) 87,2 34,07 30,4 1,12 Prolado- esferoidal
KMB3 500(1) 98,6 33,3 28,74 1,16 Subprolado
KMB4 1000(2) 77,6 36,76 33,08 1,11 Prolado- esferoidal
EKSI2  10002) 946 36,48 29,99 1,61 Prolado

N corresponde ao nimero de células analisadas e o nimero de individuos esta entre parénteses.
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Figura 10 - Analises polinicas em C. fasciculata. (A) grao de polen viavel em vista equatorial (setas:

P, eixo polar; E, diametro equatorial), (B) grdo de polen vidvel em vista polar com visualizag@o dos 6

colpos , (C-D) graos de polen viaveis (escuro) e inviaveis (claros). Barra = 10pm.
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3. DISCUSSAO

Diversidade Genética Populacional

A distribuicao geografica ¢ geralmente considerada como uma medida aproximada do
numero total de individuos de uma espécie, por isso, podemos esperar que em espécies com
uma distribuicdo mais ampla hd tendéncia em ter maior diversidade genética do que as
espécies raras e ameagadas de extingao (Karron, 1987;. Xiao et al, 2004). No entanto, muitos
estudos tém mostrado que as espécies ameagadas ou endémicas também pode manter a alta
diversidade genética (Gonzalez-Astorga & Castillo-Campos, 2004; Luan et al., 2006;. Zhang
etal., 2010).

Um nivel significante de variacdo genética foi revelado em populagdes de C.
fasciculata. As analises indicaram que a maior parte da variagdo foi dentro em vez de entre as
populagdes. Os dados mostraram populagdes moderadamente estruturadas e diferenciacao
genética pouco significativa entre essas populacdes (P <0,001), sugerindo que hd um
moderado fluxo génico. Estes dados diferem dos relatados por Agostini et al. (2010a) para
Cunila menthoides, uma espécie intimamente relacionada com C. fasciculata. Neste estudo o
autor demonstrou que C. menthoides se apresenta em populacdes bem estruturadas, de baixa

variabilidade genética em um cenario de baixo fluxo génico.

Ha muitos fatores que determinam a estrutura genética de populagdes de plantas,
incluindo a biologia reprodutiva, o fluxo génico, disseminacdo de sementes e a selecdo
natural. A biologia reprodutiva ¢ um dos fatores mais importantes. De acordo com Hamrick e
Godt (1990), espécies de plantas com poliniza¢ao cruzada tendem a apresentar entre 10 e 20%
de variagdo genética entre as populagdes enquanto espécies que apresentam auto-fecundagao
exibem variacdo, em média, de 50% entre as populacdes. Embora ndo existam relatos sobre o
sistema de reprodug¢do de C. fasciculata, ¢ provavel que ela se apresente como uma espécie de
polinizagdo cruzada (Figura 5), e assim, a maior parte da variabilidade genética da mesma ¢
esperada para ser apresentada dentro de populagdes (Hamrick & Godt, 1996), como foi
observado neste trabalho. A relagdo positiva entre variabilidade genética e a distribuigao
geografica, assim como a identidade genética das populacdes, tem sido observada em diversas
espécies de plantas aromaticas como, por exemplo, Artemisia annua (Sangwan et al., 1999),

Tanacetum vulgare (Keskitalo et al., 2001), Primilla ovalfolia (Nan et al., 2003), inclusive
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em plantas de Lamiaceae nativas do sul do Brasil, Cunila galioides (Fracaro &

Echeverrigaray., 2005) e Cunila incisa (Agostini., 2003).

Oleos essenciais desempenham fungdes bioldgicas diferentes e importantes
relacionadas com a adaptacdo ambiental, prote¢ao contra estresses bidticos e abioticos, e
atracdo do polinizador (Feresin ef al, 2001; Jassim & Naji, 2003). Portanto, dependendo do
meio ambiente e/ou condigdes genéticas, plantas da mesma espécie que vivem em ambientes
diferentes podem diferir na composicdo dos seus o6leos essenciais como uma resposta
evolutiva para diferentes pressoes ambientais. Estas diferencas podem levar a ligeiras
alteracdes em suas vias metabdlicas, resultando em diferentes componentes primarios nessas
populacdes(Agostini et al.,2014). Nossos resultados diferem do estudo fitoquimico realizado
por Agostini et al (2014), em que as mesmas populacdes de C. fasciculata foram analisadas
quanto a sua composi¢ao de 6leos essenciais, demonstrando que a populacao de Torres (EKS)
apresenta um novo quimiotipo para a espécie, onde a composi¢cao majoritdria € mentona,
diferindo das outras populacdes. Esta variagdo quimica encontrada para as populagdes de C.
fasciculata acaba, ndo podendo ser imputada apenas para uma variacdo molecular entre as
populagdes. Sugerindo que a mudanga de rota metabolica na populacdo de Torres possa vir a
ser regida pelo habitat onde esta ¢ encontrada e por pressdes ambientais distintas das outras

populacdes.

O maior desafio da conservacao ¢ preservar a variabilidade genética para garantir os
processos evolutivos (Soulé & Simberloff, 1982), j4 que em ambientes fragmentados ha uma
tendéncia de perda da variabilidade genética intrapopulacional devido a baixa frequéncia de
troca génica (Oostermeijer & den Nijs, 2003). No caso especifico de Cunila fasciculata, a
variabilidade intrapopulacional ainda se mantém alta garantindo os processos evolutivos da
espécie, embora as populagdes fossem geralmente observadas em habitats severamente
fragmentados e com pequenas dimensdes populacionais. Contudo a constante interferéncia
antropica vigente nos habitats onde esta planta ¢ encontrada somando ao seu endemismo e
estar presente na Lista de espécies ameacadas do Estado, alerta para que mais estudos sejam
realizados com o fim de monitoramento e conservacdo da mesma. Aqui propomos a
conservagdo in situ, que ¢ geralmente a estratégia preferida para a maioria das espécies de
plantas selvagens, porque permite as populacdes continuarem a serem expostas a processos
evolutivos em seu habitat natural. Esta estratégia permite a perpetuagdo e integragdo de
complexos de genes co-adaptados, especialmente na producdo de novas resisténcias a

estresses (pragas, doengas, mudangas climaticas) (AGA et al., 2005; Vinceti et al., 2004).
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Analises Polinicas

O estudo de graos de polen tem subsidiado reformulagdes em grupos que apresentam
problemas taxondmicos. A familia Lamiaceae ¢ um exemplo tipico, pois a palinologia forneceu
elementos que permitiram a separagdo de suas espécies em duas subfamilias: Lamioideae, na
qual os graos de pdlen sdao providos de dois nucleos e trés colpos, e Nepetoideae que abrange
espécies com graos trinucleados e hexacolpados (Wunderlinch, 1967). Os grdos de polen
hexacolpados aqui descritos para a espécie Cunila fasciculata ja foram relatados para outros
géneros de Nepetoideae (Wunderlinch,1967) sendo esta condi¢cdo rara fora de Lamiaceae,

exceto para alguns géneros de Rubiaceae, como, por exemplo Galium (Harley et al., 1992).

Saggoo & Bir (1983) reportaram que das 109 espécies avaliadas de 35 géneros
distintos pertencentes a Lamiaceae, 66 espécies possuem graos de podlen hexacolpados,
indicando alta frequéncia dessa caracteristica dentro da familia. Outros géneros de Lamiaceae
possuem esse mesmo numero de colpos, como ocorre em Hymenocrater € Lycopus
respectivamente descritos por Jafari & Jafarzadeh (2008) e Moon & Hong (2003) e até para o
género Cunila, onde as espécies C. incisa Benth., C. platyphylla Epling. e C. spicata Benth.
também apresentaram o mesmo padrdo de grdos de podlen hexacolpados (Palinoteca do

Laboratorio de Palinologia da Universidade Luterana do Brasil - ULBRA).

Varios autores descreveram que o maior nimero de colpos é uma caracteristica
derivada, pois as espécies das tribos mais primitivas de Lamiaceae (Prostanthcroideae e
Ajugoideae) sdo caracterizadas por possuirem graos de podlen tricopados, mas que essa
transi¢do ainda ndo foi concluida, j& que podem ser encontrados em Prostanthera graos de
poélen com mesocolpos estreitos alternados com os mais largos, caracteristica considerada
evolutivamente em transi¢do (Schnarf, 1937; Borzova, 1960). Entretanto, Pozhidaev (1992)
sugeriu que em Lamiaceae a existéncia do grao de pdlen hexacolpado parece ndo estar ligada
ao tipo tricolpado e sua origem evolutiva pode ser independente no decorrer da diferenciacao
dos grupos de Lamiaceae. A presenca de mesocolpos de tamanho distintos € comum até mesmo
em tribos de espécies mais especializadas. Além disso, na familia também podem ser
encontrados graos de polen de aspecto semelhante, com quatro ou cinco colpos. Essa variagdo
ndo acompanha o numero de seus nucleos. Ja para Ressayre et al. (2002), um dos fatores
responsaveis pelas variagdes do numero e da posicdo dos colpos ¢ o tipo de citocinese
envolvida na formagdo dos graos de polen. Trata-se de um processo que envolve a divisdo dos

microsporocitos de duas formas: uma simultanea, na qual ocorre divisdo citoplasmatica apds
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cada divisao nuclear e outra sucessiva, em que o citoplasma s6 ¢ dividido apds a segunda
divisdo. Cada tipo de citocinese implica a formacdo de um determinado numero de aberturas.
Graos de polen monossulcados podem ser gerados tanto por citocinese simultdnea quanto por
sucessiva, enquanto na maioria das eucotiledoneas, a formacgdo de graos de pdlen com trés ou
mais aberturas ¢ realizada apenas pela simultanea (Furness et al., 2004). Nesse sentido, a
presenca de seis colpos na espécie C. fasciculata bem como nas outras trés espécies (C. incisa,

C. platyphylla , C. spicata) do mesmo género, sugere a ocorréncia de citocinese simultinea.

No que se refere ao tamanho dos graos de poélen de C. fasciculata, embora tenham sido
classificados como médios, existe uma faixa de varia¢do entre cada planta analisada (Tabela 8).
Um dos fatores responsaveis pela variacdo do tamanho do grao de polen pode ser o acimulo de
substancias em seu interior durante o seu processo de maturacdo, no qual alteracdes
citoplasmaticas podem ser observadas, como a presenca de numerosas vesiculas € pequenas
particulas, bem como o aumento de goticulas lipidicas e de graos de amido em nimero e
tamanho (Kuang et al., 1996). Estas variagdes no tamanho de grdo de polen interferem
diretamente na determinagdo do tipo polinico, uma vez que essa classificacao ¢ dada pela razao
entre o eixo polar (P) e diametro equatorial do grao de polen (Punt et al., 2007). Talvez por
essa razao sejam encontrados diversos tipos polinicos até mesmo a nivel de espécie, como ¢ o
caso de C. fasciculata, onde se obteve tipos polinicos diversificados entre os diferentes acessos
analisados, incluindo os tipos prolado-esferoidal, subprolado e prolado Assim como em Cunila,
outros géneros também podem incluir espécies com tipos polinicos diversificados. Em Salvia, o
polimorfismo dos graos de polen abrange os tipos oblado, suboblado, oblado- esferoidal,
prolado-esferoidal e subprolado, com nimeros de colpos distintos para a espécie S. leucantha

(Gupta et al., 1990).

O conhecimento da fertilidade polinica tem grande importancia por gerar informagdes
sobre a capacidade de regeneracdo de determinada populacdo por meio da reprodugdo sexual,
com a finalidade de garantir sua sobrevivéncia frente as adversidades do ambiente (Jennersten
et al., 1993). A porcentagem de grdos de polen viaveis pode indicar qual é a estratégia de
reproducao da espécie. Plantas com baixa viabilidade geralmente sdo plantas que possuem
meiose irregular e, por isso, se reproduzem vegetativamente como alternativa de sobrevivéncia
frente as pressdes seletivas (Bengtsson et al,, 2000). As taxas de viabilidade de pdlen altas
obtidas neste estudo para C. fasciculata (superiores a 77%) indicam um estabilidade meidtica
elevada e sugerem a ocorréncia de reproducao sexuada, muito embora essa espécie apresente

propagac¢ao clonal mediante a formacao de estoldes subterraneos.
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Tamanho de genoma

A literatura reporta dados de tamanho de genoma para cerca de 80 espécies da familia
Lamiaceae (IPCN - Index to Plant Chromosome Numbers — Missouri Botanical Garden;
http://www.tropicos.org/Project/IPCN). Contudo, ndo existem informagdes para nenhuma
espécie de Cunila ou géneros relacionados como Glechon Spr., Rhabdicaulon Epl. ou
Hesperozygis Epl. O conteido de DNA médio para Lamiaceae ¢ de 2C=2,43pg, com valores
minimo e méaximo de 2C=0,55pg e 12,47pg, respectivamente.Todos os individuos analisados
de C. fasciculata apresentaram valores 2C praticamente idénticos (3.30 pg), evidenciando
assim uma constancia no tamanho do genoma da espécie. Assim, C. fasciculata possui
contetdo de DNA semelhante a outras Lamiaceae como Vitex negundo (2C=3.25 pg - Ohri,
2002), Lamium galeobdolon (2C= 3,27 pg - Rosenbaumova et al.,2004) e Lamium flavidum
(2C=3,41 pg - Rosenbaumova et al.,2004) .

Estimativas de contetdo de DNA podem se mostrar divergentes dentro de uma
mesma (Bennett & Smith, 1976) sendo que essa variagdo intraespecifica usualmente reflete a
evolucdo do complemento cromossomico. Por outro lado, muitas vezes, a deteccdo de
variacdo nos resultados se deve aos métodos empregados na quantificacio do DNA
(densitometria ou citometria de fluxo) refletindo artefatos da técnica devido a falta de
padronizagdo e /ou coloracdo insuficiente (Greilhuber., 2005).  S3o descritos casos de
variagdo intraespecifica em plantas e animais sdo atribuidos a diferencas cromossdmicas
(aneuploidias, poliploidia, cromossomos B, cromossomos sexuais), além da variagdo no
tamanho dos cromossomos (Gregory, 2005). Todavia, alteragdes no conteido de DNA podem
também estar relacionadas com a proliferacdo diferencial de elementos transponiveis,
resultando em grande parte das diferengas no tamanho de genoma entre espécies. (Piegu,
2006). Considerando a constancia no tamanho do genoma dos individuos das diferentes
populagdes, € provavel que o nimero cromossdmico seja 0 mesmo entre as populacdes, nao

havendo indicios de citotipos pliploides ou disploides.
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CONCLUSAO GERAL

Os dados levantados no presente trabalho indicaram que a técnica de ISSR foi capaz
de avaliar a variabilidade genética, estrutura populacional e sugerir, a polinizacdo cruzada
como um sistema reprodutivo em populagdes de C. fasciculata. Esta espécie vegetal apresenta
um grau alto de varidncia genética dentro de suas populacdes, o que sugere maior aptidao,
diferentemente do que se espera para espécies raras ou ameacadas. A diferenciacdo genética
entre as populacdes da espécie demonstrou que estas populagdes sdo apenas moderadamente

estruturadas vivendo em um possivel cenario de fluxo génico moderado entre elas.

Os resultados gerados nesse trabalho quanto a quantidade de DNA nuclear sdo
inéditos, assim como os dados obtidos nas analises de morfologia e viabilidade graos de
polen. Tais informagdes ampliam o conhecimento acerca do género Cunila, e principalmente
da espécie C. fasciculata. A associagdo destes dados com outras abordagens genéticas como,
analise a partir de marcadores co-dominantes (SSR), e a realizagdo de técnicas de citogenética
molecular (FISH), associados a investigagdes quanto a biologia reprodutiva e polinizagdo
permitirdo uma melhor compreensdo dos processos evolutivos e da sua biologia como um

todo.



37

CAPITULO I1

1. Anélises moleculares complementares

Considerando que o tamanho amostral da populacio KMBI1 foi pequeno e que a
amplificacdo ndo foi eficiente para um numero significante de individuos das populagdes,
optou-se por realizar analises moleculares complementares no ano de 2014. Acreditamos que

tais acréscimos tornarao os resultados obtidos no capitulo I mais robustos e confiaveis.

2. Material e métodos

Material

O material de Cunila fasciculata utilizado para as analises complementares foi
coletado nos mesmos pontos de ocorréncia ja mencionados no capitulo 1, sendo quatro deles

proximos ao municipio de Paraiso do Sul/RS e um deles em Torres/RS.

Coletas a campo

O grupo de pesquisa realizou coletas a campo no ano 2014 nos meses de

outubro/novembro, tanto em Torres/RS como em Paraiso do Sul/RS.

Analises moleculares

Todo material vegetal coletado nas saidas de campo foi identificado e acondicionado
em silica-gel. Esse material foi pesado e triturado no macerador para posterior extracdo de
DNA. Assim, o DNA foi extraido de todos os individuos de cada uma das cinco populagdes
(KMB1, KMB2, KMB3, KMB4 ¢ EKS12) seguindo o protocolo modificado de Doyle &
Doyle (1987), o mesmo das andlises anteriores. Apds a etapa de extragdo, o DNA foi
quantificado por meio de um espectrofotometro Nano Drop e analisado qualitativamente por
meio de gel de agarose 1 % (Figura 11). Diluiu-se o DNA total de cada individuo em TE' para

posterior uso na Rea¢do em Cadeia da Polimerase (PCR).
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Figura 11- Analise qualitativa de DNA extraido das cinco populagdes de C. fasciculata.
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Testes foram realizados a fim de se padronizar a reagdo de PCR. Assim, foi realizado
um experimento-piloto no qual foram avaliados trés individuos de cada uma das cinco

populagdes, além de um negativo, e de duas a quatro amostras de positivos para 20 primers de
ISSR (Tabela 9).

Tabela 9 - Primers ISSR testados nas analises de amplificacdo do DNA.

Primers
F3 ORYS807 ISCS12
F4 ORYZS810 ISCS17
F5 ORYS811 ISCS19
F7 ORY814 ISCS20
F11 ORY834 ISCS23
F12 ORY&72 -

F13 ORY879 -




39

Os produtos das reagdes foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1,5%,
com corante Gel Red. Entretanto, nenhum dos primers utilizados gerou amplificacdo nas

populacdes amostradas, salvo em alguns casos, para os positivos testados (Figura 12).

Figura 12 - Testes dos primers ISSR. (A) F3; (B) F4; (C) F11, (D) ORY80; (E) ORY808; (F)
ORY834; (G) ISCS19; (H) ISCS 20; (I) ISCS 32.

Posteriormente foram testadas adaptagdes no protocolo de reagdo de PCR, utilizando-
se DMSO 2% (Figura 13), diferentes quantidades de DNA na reagdo (1pL e 2uL) e também
se diluindo o DNA quantificado em até 1ng/ul (Figura 14), com o objetivo de proporcionar
melhores condigdes para a amplificacdo de DNA dos individuos com os primers

selecionados.
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Figura 13 - Testes de amplificagdo de DNA utilizando-se DMSO 2% na
reacdo de PCR. (A) primers F3 e F4; (B)primers F5 ¢ F13.

(i1
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A diluicao de DNA a concentracdo de Ing/uL foi a Gnica adaptacdao de protocolo de
PCR testada que resultou na amplificacdo. Foi observada a amplificagdo de DNA em dois

individuos de C. fasciculata, em populacdes distintas (Figura 15). Entretanto, esse primer nao
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pode ser selecionado, pois ¢ necessario que haja, pelo menos, a amplificacdo de dois

individuos de cada populagao

Figura 15 - Teste de amplificacdo do primer F4 com DNA diluido em 1ng/ul.

Até o presente momento, estdo sendo testadas outras modificagdes no protocolo de
PCR utilizado por nosso grupo de pesquisa, além de nova extracdo de DNA das amostras
coletadas estarem sendo realizadas. Com isso, espera-se repetir as andlises, a fim de dar

continuidade ao trabalho e aumentar a robustez dos dados ja obtidos.
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