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“Quanto maior € o numero
de problemas em que
pensamos, maior é o perigo
de compreendemos nenhum”

(John Amos Comenius, 1592-1670)

“A imaginagdo é uma das mais altas
prerrogativas do Homem”
(Charles Darwin, 1809-1882)
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INTRODUGAO:
1.1 Histdrico:

O nome 'passiflora, dado formalments por Linnaeus em 1696, deriva das palavras latinas 'Flos
Passionis' (flor da paix&o), que se referem & paixdo de Jesus Cristo (Cervi, 1997). Tal nome foi usado
durante muitos anos e, provavelmente, foi ztribuido a estas plantas pelos primeiros missionarios que
chegaram & América, apds as viagens de Cristovdo Colombo. Estes missionarios, no seu desejo de
catequizar os indios, foram influenciados pele fé, tanto que pareceu verdadeira a viséo de que uma flor
daquele Continente contivesse os sinais da Paix&o (Vecchia, 2001).

O Padre missionario Giacomo Bosio, r o ‘Tratado da Crucificagdo de Nosso Senhor’ de 1610, tinha
descrito os simbolos da Paix&o de Cristo prese nte nas flores de Passifléra. Segundo o autor, oé trés pregos
sdo representados pelos trés estigmas; a corca de espinhos pela corona de filamentos; as cinco pétalas e
as cinco sépalas simbolizam os dez apéstolcs que se mantiveram fiéis a Jesus Cristo; o androgindforo
recorda a coluna da flagelacdo, sendo as gavir has a representag@o dos agoites, enquanto as cinco anteras
seriam as cinco chagas de Cristo (Vecchia, 20011).

Guglielmo Betto, em seu livro ‘Il frutti tropicali in Italia' cita um trabalho de Pietro Antonio Michiel,
publicado entre 1553 e 1565, nos quais a Passiflora ja era cultivada na Italia (Betto, 1982). Estas
trepadeiras tinham grande importancia na Europa na primeira metade do século XVII. Particularmente, P.
caerulea tinha um destaque maior, tanto que fci naturalizada em diversos lugares da Europa, especialmente

no centro meridional da Italia (Vecchia, 2001).

1.2. A familia Passifloraceae e o género Passiflora:

A familia Passifloraceae é muito conhicida por sua variedade de formas, cores e beleza. De fato,
sd0 muito atrativas por serem flores originais, ¢.s vezes até mesmo bizarras, que oferecem boas frutas e um
repertério de cores e aromas (MacDougal, 2001). Até mesmo as folhas s@o particulares, ja que elas tém
freqiientemente formas incomuns e coloragdes pitorescas. Observando com atengdo estas plantas, elas
surpreendem pela multiplicidade, diversidade, ¢ extravagéncia das variadas estruturas.

O género Passiflora, na classificagdo botanica atualmente aceita, € o grupo tipico da familia
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Passifloraceae (ordem Passiflorales, Tribo Pissifloreae). A familia Passifloraceae contém mais de 600
espécies distribuidas em 18 géneros (Judd et al, 1999), entre eles Passiflora, Adenia, Modecca,
Gynopleura, Ophiocaulon, Smeathmannia e Jilkea. Destes, o género Passiflora € o mais importante e
abundante. Sé ele compreende cerca de 465 espécies, quase todas adaptadas ao comportamento de
trepadeira e escandescente. Existem contud> arbustos, arvores, plantas herbaceas perenes e anuais.
Algumas s&o ainda objeto de controvérsia entie os taxonomistas quanto a classificagao correta e definitiva
(Vecchia, 2001).

Os hibridos sdo muitos, gragas ao ntimero alto de espécies que podem ser combinadas entre si,
sugerindo que o processo de hibridagdo pode: ter tido um papel importante na especiagédo de Passiflora.
Existe ainda um bom nimero de espécies desconhecidas que estdo sendo descobertas nas zonas
impenetraveis dos Andes ou nas florestas inexploradas da América do Sul.

O centro de origem geografica da maior parte das passifloras é a América centrb-meridional,
particularmente as vastas zonas tropicais e pequenas zonas subtropicais, que vao da cordilheira dos Andes
até as costas do oceano Atlantico. Nagdes ricas nestas plantas s&o: Brasil, Venezuela, Costa Rica,
Nicaragua, Guatemala, Colémbia, Equador, Bclivia, México, Guiana, Peru, Paraguai, Argentina, Honduras e
Jamaica. Algumas espécies, em nimero muio limitado, sdo de ocorréncia natural nos Estados Unidos,
Austrélia e Asia.

A classificagdo atual divide o género Passiflora em 24 subgéneros, cada um deles subdividido em
secdes (Vecchia, 2001). Sua classificagéo ¢ complexa devido ao nimero elevado de espécies que
evoluiram e sofreram disperséo em varias direc:des (Escobar, 1988; MacDougal, 1994; Cervi,1997).

As flores de Passiflora tém caracteristizas e estruturas sem igual no mundo vegetal (figura 1). Elas
possuem filamentos florais (corona), o que & uma condigdo apomérfica do grupo (Cervi, 1997). Sao
normalmente hermafroditas, escandescentes e solitarias; raramente se relnem em pares (P. biflora),
racemos (P. racemosa) ou cachos.

As dimensdes florais variam bastante, como é evidenciado nas pequenas flores de P. suberosa (5 -
6 mm) e nas grandes flores de P. quadrangulaiis (12 - 15 cm).

Partindo do pedtnculo da flor, que normalmente tem origem ao longo do fuste, nas axilas das
folhas, se encontram trés bracteas. As vezes elas sdo amplas e vistosas e de cor contrastante em
comparagdo as flores, apresentado, freqiientemente, glandulas nectariferas particulares (nectarios extra-
florais). P. foetida, por exemplo, possui grandes bracteas filamentosas, delicadamente subdivididas, que

exalam um odor tipico (Cervi, 1997). A presenca, posigao e forma das bracteas s&o elementos diagndsticos
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importantes para que uma Passiflora seja classificada em um determinado subgénero.

Figura 1: corte longitudinal da flor de P. alata,
indicando as estruturas tipicas das flores do género
Passiflora: a1) corona de filamentos; a2) pétala
(corola); a3) sépala (cdlice); a4) opéculo; a5) limen;
b1) estigma; b2) ovario; b3) antera; b4) coluna do
androginéforo (modificada de MacDougal &
Jargensen, 2001)

O calice da flor apoia as sépalas, as pétalas, a coroa de filamentos e a coluna do androginéforo. Esta
ultima estrutura também € apomérfica, sustentando o ovario, as anteras e os estigmas. A forma do célice
tubular & diversa nos variados subgérieros. Por exemplo, no subgénero Tacsonia o calice & muito
prolongado, enquanto que nos outros ele € menor. Dentro do célice de muitas espécies existe o anel do
nectario, de onde se origina o androginéforo. Na base deste, & encontrado o limen que, em contraste ao
opérculo da corona de filamentos nas espécies que n3o sdo providas deste, fecha a cavidade do célice. A
coluna do androginéforo continua até os cinco filamentos que sustentam as anteras, produtoras de pélen;
logo apos aparece o ovario, que forma os frutos e protege os embrides. A flor termina com trés estigmas,
que sao os receptores do pdlen.

Externamente, o calice continua nas cinco sépalas. Ela so dotadas, quase sempre, na face inferior,
de uma nervura externa, de resisténcia, e de um gancho apical. S30 normalmente verdes na face ventral e
de cor semelhante a das pétalas na face dorsal.

As cinco pétalas se alternam com as sépalas e completam o perianto da flor. S30 quase sempre
muito vistosas, maiores e de coloragdo mais intensas do que as sépalas. Em algumas espécies as pétalas
estdo reduzidas (ou ausentes) em comparagdo as sépalas, modificando a simetria tipica de estrela de dez

pontas para uma estrela de cinco pontas (P. cinnabarina).
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Originaria da parte central da corola, e localizada sobre as pétalas, ha a corona de filamentos. Esta
estrutura é muito variavel em forma, dimensde: e cores dentro das variadas espécies. Contudo, sua fungao
nao é somente estética. Ela serve como um sistema que favorece a atragdo dos insetos polinizadores, que
identificam padrdes visuais. Outras fungdes dé corona s&o: proteger o androgindforo da agéo dos animais
que visitam as flores e servir de campo de pcuso para insetos polinizadores. Os filamentos séo as vezes
dispostos em muitas séries, podendo supe-ar, em longevidade, as pétalas. Em muitos casos, séo
pigmentados alternadamente com cores contrastantes, de modo que se obtém um efeito pictdrico
semelhante a circulos concéntricos. Partindo da base, sao afilados para o &pice e freqlientemente se
enrolam uns nos outros. O numero deles normalmente é muito grande, chegando em alguns casos a
centenas (P. tenuifila).

As frutas de Passiflora sdo originadas em um ovario stpero, sendo normalmente bagas; raros sao
os casos do fruto ser uma capsula (P. capsuleris). O tegumento do fruto imaturo é cartaceo e verde claro,
mas durante a maturacdo pode mudar de cor. Amarelo, violeta, azul, negro, padrdes listrados ou variegados
sdo os aspectos mais comumente encontradcs. A forma dos frutos varia entre tipos esféricos, ovéides a
alongados. As dimensdes variam desde frutas pequenas como ervilhas (P. suberosa) até grandes frutas do
tamanho de ovos de ema (P. quadrangularis) O interior da fruta é constituido por uma polpa gelatinosa
(arilo) que contém as sementes. Muitas passifloras produzem frutos comestiveis que apresentam
propriedades farmacéuticas. Por este motivo, elgumas espécie séo cultivadas comercialmente, entre elas P.
antioquiensis, P. coccinea, P. edulis, P. laurifclia, P. ligularis, P. maliformis, P. membranacea, P. mixta, P.
mollissima, P. nitida, P. vitifolia, e P. alata.

As sementes das Passiflora sao codiformes, escuras, rugosas e com testa grossa. Medem
normalmente menos de 0.5 cm de comprimento por 0.25 cm de largura. A germinagdo na natureza &
dependente do tipo de solo, das condi¢des de umidade e, em muitos casos, da época do ano. A germinagao
e o crescimento da plantula sdo favorecidos por uma temperatura que fique ao redor de 25°C.

A filotaxia das Passiflora é alterna, ccm as folhas sendo muito varidveis em forma, consisténcia,
dimensdes e aspecto. V3o desde as mais sirr ples, com um tnico Idbulo (normalmente lanceoladas), para
aquelas bilobadas ou com nimero de I6bulos maior. No ultimo caso, os l6bulos sao sempre dispares (trés,
cinco, sete, nove, etc.). Somente algumas espécies apresentam folhas de formas variaveis e andmalas (P.
heterofolia), podendo ter quatro l6bulos (P. sesmanni). As dimensdes das folhas variam de alguns poucos
milimetros (P. gracillima) a quase um metro (P. gigantifolia).

As folhas, normalmente, sdo providas (e estipulas na zona do acoplamento do peciolo ao fuste. Em
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algumas espécies, as estipulas sdo originais 2 particulares, tanto que elas tém as bordas profundamente
dentadas (P. hahnii, P. guatemalensis) e formas pouco usuais.

O peciolo da folha, quase sempre, é orovido de glandulas nectariferas dispostas em pares e em
nimero variado (glandulas do peciolo ou extra-florais). Certas espécies nao apresentam glandulas no
peciolo (P. misera). A posigéb, a forma e o numero destas glandulas sdo um importante elemento
identificativo. De fato, freqiientemente, espécies aparentemente iguais podem ser distinguidas pelas
diversas glandulas do peciolo ou, ainda, por s2u ndmero. Em alguns casos, as glandulas estao separadas
do peciolo foliar por um breve pedinculo, que 2s torna semelhante a ovos de certas borboletas. Este ultimo
aspecto tem sido descrito como um processo co-evolutivo entre as espécies ovopositoras e suas plantas
hospedeiras (Willians & Gilbert, 1981).

Embora as relagdes filogenéticas distes dois grupos ndo sejam perfeitamente coincidentes
(Futuyma, 1992), evidéncias indicam que alguns leptidopteros da familia Nimphalidae (tribo Heliconiine)
foram um dos poucos grupos de herbivoros qLe desenvolveram defesas adaptativas contra os alcaldides e
outros compostos secundérios das Passiflora. Como reflexo deste processo, algumas espécies evoluiram
defesas especiais contra borboletas do género Heliconius, tais como pelos em forma de gancho, que
imobilizam larvas recém eclodidas (Gilbert, 1971), e estruturas que imitam os ovos. Esta ultima
caracteristica exibe um processo adaptativo: como as fémeas de algumas espécies de Heliconius tendem a
ndo ovopositar em plantas que ja possuam ovos, com o objetivo de reduzir a competicdo a que é exposta
sua descendéncia. Isso reduz a postura de ovos nas plantas hospedeiras que apresentam tais estruturas
(Gilbert, 1971).

As espécies de Passiflora podem ter ainda folhas coloridas, apresentando bandas amarelas (P.
trifasciata, P. apetala, P. boenderi), coloragac: avermelhada (P. marmorata e P. organensis) ou em tons
arroxeados (P. suberosa, P. caerulea, P. macroneii) ou, ainda, com variegagéo verde claro (P. coriacea).

O aparelho radicular, por sua vez, é proporcional ao tamanho da trepadeira. As vezes as raizes sdo
carnosas e delas se distribuem brotos radiais ao redor da planta de mée. Algumas espécies produzem

raizes tuberosas (P. tuberosa) ou caules nodosos abaixo do nivel do solo (P. suberosa).
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1.3. Filogenia do Género Passiflora
1.3.1. Sistematica classica vs. sistematica ir olecular

A sistematica classica, baseada em mcrfologia, tem sido usada a muitos tempo na comparagao e
classificacdo das espécies. Usando esta abordagem, diversos trabalhos ja exploraram a classificagao
sistematica das espécies do género Passiflora (Escobar, 1988; Killip, 1938; Sacco, 1980; Cervi, 1997; entre
outros). Todos autores concordam em certos pontos, que séo os mais evidentes; contudo onde a morfologia
falha como caracter sistematico, surgem as duvidas.

Devido a grande complexidade de esruturas vegetativas e florais, acabam surgindo problemas
relacionados a delimitacdo dos subgéneros, segdes e séries. Killip (1938), propbs que o género fosse
dividido em 22 géneros. Escobar (1988) e MacDougal (1994) sugeriarﬁ modificagbes neste éistema, pois
certos grupos seriam pouco definidos e apresentariam fraco suporte filogenético. Atualmente, sdo propostos
23 subgéneros para Passiflora (Cervi, 1997), enquanto que MacDougal & Feuilet (2000) sugerem a
utilizagao de apenas quatro.

A sistematica molecular, baseada em dados genéticos, tem sido pouco usada para explorar as
relagdes filogenéticas dentro do género. Estucos recentes tém explorado aspectos citogenéticos (de Mello
et al, 2001), dados de RFLP (Sanchez et al 1999) e sequéncias de DNA de marcadores nucleares e
cloroplasmaticos (Muschner, 2001) e oferecem uma fonte alternativa de andlise para os problemas
encontrados com a abordagem cléssica. Estes dados exibem grande suporte filogenético e, quando

combinados com a morfologia, aumentam seu >oder de resolugéo.
1.3.2. Passiflora caerulea vs. Passiflora tentifila

Apesar de existirem certas controvérsias dentro do género Passiflora, a sistematica classica nao
encontra muita dificuldade em classificar as espécies Passiflora caerulea e P. tenuifila. Ambas pertencem
ao subgénero Passiflora e fazem parte da cérie Lobatae (Killip, 1938; Cervi, 1997). Os resultados de
Muschner (2001) com marcadores moleculares nucleares e de cloroplasto confirmam a similaridade entre
elas, 0 que as torna particularmente interessantes. A analise com diferentes marcadores moleculares
indicando um intimo parentesco entre elas, possivelmente, reflete uma origem evolutiva bastante

relacionada, mas ainda pouco esclarecida.



No inicio do seu desenvolvimento, ambas sdo muito semelhantes, de forma que muitas vezes nao €
possivel identifica-las. A medida que o desenvolvimento da planta avanga, as caracteristicas particulares de
cada uma se tornam mais evidentes, sendo praticamente inconfundiveis no periodo reprodutivo, ou seja,
quando as flores surgem, ou mesmo quando os frutos se fazem presentes. Contudo, este aspecto nao é
caracteristico somente de P. céeru/ea e P. tenuifila, mas de praticamente todas as espécies de Passiflora
incluidas na série Lobatea. Quando bem desenvolvidas, é possivel reconhecer cada uma das espécies
através de seu aspecto vegetativo, j4 que a planta apresenta caracteres morfolégicos maduros

diagndsticos.

1.4. O Estado do Rio Grande do Sul

1.4.1. Fisionomia

Segundo Rambo (1956), o Rio Grande do Sul apresenta cinco grandes regides fisiondmicas:

1.4.1.1. A Serra do Sudeste

Conhecida geologicamente como esc ido rio-grandense (ou escudo cristalino), abrange a regiao
montanhosa situada em continuagao ao litoral 2 que fica a oeste das lagoas Mirim e dos Patos. Esta regiao
forma um triangulo de 44.000 km?, cujos véitices se apoiam na lagoa dos Patos, em Jaguardo e Séo
Gabriel.

Orograficamente, esta regido apresenta zonas de taludes marginais (zona noroeste da Serra) e de
divisores de 4gua (na porgéo sudeste), onde a média de altitude fica em torno dos 200 m. Desta forma, tem-
se um gradiente de altitude que comega em cerca de 11 m acima do nivel do mar, em Jaguarao, e termina
com altitudes superiores a 600 m, na localidade: de Cagapava do Sul.

A natureza geo-histérica da Serra d> Sudeste data da era de formagdo do Continente (Pré-
Cambriano), quando o assoalho da atual América se formou. Este processo gerou um grande bloco de
granito que, por ser de natureza ignea e originario da fuséo de materiais, resfriou-se e se solidificou dentro
do interior da crosta terrestre. Com o passar dos anos, o desgaste e a destruicdo das camadas superiores

fez com que a formagao aparecesse na superficie (Jodo A. Jarenkow, comunicag@o pessoal).
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Desta formagéo, aproximadamente 90% das rochas sdo graniticas e origindrias do derramamento

que formou os primeiros continentes, enquanto os outros 10% correspondem a xistos cristalizados.

1.4.1.2. A Campanha do Sudoeste

Ocupa o quadrante sudoeste do Estado, sendo caracterizada, basicamente, pela formagéo de uma
paisagem plana, acidentada por raras serras di: pouca altura, e por fazer parte da bacia do Uruguai.

Os limites geogréficos desta formagéc sdo: a leste. o divisor de aguas entre a bacia Atlantica e o
Rio Uruguai; ao norte, o talude do Planalto €ul-Brasileiro; a oeste, o Rio Uruguai; e ao sul, a Coxilha de
Sant’'Ana (fronteira com o Republica Oriental do Uruguai).

As altitudes da regido variam de 75 m a 300 m, sendo que a média fica abaixo dos 150 m acima do
nivel do mar. |

A geo-histéria da regido data do periodo Permo-Tridssico. As formagdes permianas e triassicas
ocorrem juntas, porém é possivel separar a zona onde prevalece um tipo ou outro: as permianas comegam
na porgao ocidental da Serra do Sudeste e se astendem até Livramento; enquanto que as tridssicas iniciam

um pouco além de Livramento, sobem em dire¢gdo a Sé@o Francisco de Assis e acompanham a borda da

Serra Geral.
1.4.1.3. A Depressao Central

E a menor de todas as regides naturais do RS, sendo seu nome devido ao fato de ser
essencialmente uma baixada fluvial localizada entre as demais regides do Estado. Ela se mantém em
altitudes acima do nivel do mar, podendo tamhém ser definida naturalmente pelas formagdes adjacentes e
nao por sua geologia.

A regido é delimitada pela Campanha, a oeste; pela Serra do Sudeste, ao sul; pela Serra Geral, ao
norte; e pela Costa Atlantica, a leste. Os trés primeiros limites geogréficos citados ndo s&o perfeitamente
definidos, de forma que muitas formagdes intermedidrias entre a Depressao e formagdes adjacentes sao
consideradas como parte da Depresséo (p/ ex.: corddes de elevagdes areniticas em degraus na encosta da
Serra Geral).

Em termos de relevo, a regido nao po:sui sistemas proprios, estando encerrada entre as encostas

das serras ao norte e ao sul. Assim, a altitude da regido varia de 10 m de altitude, préximo a Porto Alegre,
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até os 100 m, a oeste. As maiores altitudes s:io encontradas em tabuleiros ocasionais, podendo chegar a
300 m,

A geo-histéria da Depressdo Central & basicamente a mesma da Campanha. A diferenga existente
entre elas é que as formagbes permianas e tridssicas nao se sucedem no sentido leste-oeste, mas no

sentido sul-norte.
1.4.1.4. A Costa Rio-Grandense

Estende-se desde a Barra do Chui, ao sul, até a foz do Rio Mampituba, ao norte, em Torres. Ela
possui cerca de 620 km de extensdo, praticamente sem grandes recortes na costa. Em termos de érea, ela
apresenta 15.000 km? de superficie, sem levar em consideragao as formagées lacustres; com estas dltimas
adicionadas, temos uma &rea correspondente « 9,5% da area total do Estado, cerca de 30.000 kmz.

A zona costeira ndo apresenta elevagies além daquelas pertencentes as dunas e morros de areia,
nos locais mais proximos ao mar. Contudo, nes zonas de Torres e de Osdrio as altitudes podem chegar a
66 m e 36 m, respectivamente.

A origem da Costa do RS é bastante recente, sendo a atual configuragao de origem quaternaria. Em
épocas passadas, o nivel do mar sofreu algumas variagdes, fazendo com que sedimentos arenosos fossem
sendo depositados e retirados sistematicamente, a cada alteragao do nivel do mar. Assim, o nivel do mar ja
foi mais elevado, chegando até a base da Serra Geral, como ocorre em praticamente todo o resto da Costa
Atlantica do Brasil.

Os motivos do retrocesso do litoral e dos processos de formagdo da Costa atual devem-se,
basicamente, a fatores que se configuraram a26s o dltimo evento de glaciagdo. Os quatro fatores basicos
sdo: tamanho da plataforma continental, atundancia de areias, diregdo predominante dos ventos e

configuragéo peculiar da Costa primitiva.
1.4.1.5. O Planalto Meridional

E limitado ao sul e a leste pelo talude do Planalio, enquanto que a oeste e ao norte pelo Rio
Uruguai. Na regido oeste, a transi¢do entre a Campanha e o Planalto é praticamente imperceptivel, na
porcao norte, a divisdo € meramente politica, j¢. que em Santa Catarina a paisagem continua a mesma.

Orograficamente, o Planalto se destaca por apresentar as maiores altitudes do RS e também por
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um notavel gradiente de altitudes, que aument:a no sentido oeste-leste. Neste gradiente, as cotas de atitude
mais baixas s&o registradas em torno dos 250 m, junto ao Rio Uruguai, e as mais altas em torno de 1.300
m, em Bom Jesus.

A origem do Planalto data de um pericdo anterior ao terciario (provavelmente do tridssico ou inicio
do jurdssico), quando uma grande falha geoldgica foi reativada e possibilitou o derramamento de basalto ao
longo de varios anos.

Ao contrario das outras quatro regides, o Planalto ndo é facilmente definido, ja que faltam os
critérios de distingdo adotados nas outras reyides. Além do mais, existe uma distingdo grande entre os
extremos leste e oeste da regido; estas caracteristicas distintas se misturam inimeras vezes em trechos
relativamente curtos, o que torna nao natural a classificagao desta zona com uma regido fisionémica unica.

Para uma classificagido mais detalhadi, porém ainda arbitréria, o Planalto poderia ser dividido em

trés zonas diferentes: Alto Uruguai, Planalto Central e Planalto Nordeste.
1.4.2. Fitogeografia e fitossociologia

O Rio Grande do Sul (RS) é conhecido como sendo um Estado agro-pastoril por exceléncia, com
uma fisionomia vegetal de grandes areas de cultivo e campos de criagéo (Irgang, 1983). Em um passado
incerto, anterior a ocupagéo européia, a situegdo eram certamente diferente. Dados de Bettiol & Maslak
(1973) avaliaram uma cobertura florestal de 4)% em relagao 3 area total do Estado. Rambo (1956) estima
que 46,6% (131.986 km?) da area total do R$ s&o campos, enquanto que 34,27% (98.327 km?) sdo de
florestas. Os 19,27% restantes, equivalentes a 54,975 km?®, pertencem as demais formagdes encontradas
no Estado. Mais recentemente, dados de saiélites e de ecologia da paisagem apontam que o RS fora
originalmente coberto por 26,62% de vegetagdo florestal, enquanto que a vegetagdo campestre teria
ocupado 50,83% do Estado (Teixeira, 1986).

Desta forma, o RS estava coberto com uma maior quantidade de florestas, sendo a area de campos
menor do que é hoje. Atualmente, cerca de 6% da area do Estado é coberta com florestas (Irgang, 1983),
60% sdo campos (Mohrdieck, 1980) e a porcer tagem restante pertencente a plantagdes e outras formagdes
ecologicas

Uma avaliacéo retroativa dos remanes.centes da vegetagao do Estado, combinada com as teorias
que levam em conta dados climéticos e edafi:os, pressupoe que o Rio Grande do Sul possui um climax

vegetacional de floresta (Schultz, 1957) e que exista uma tendéncia natural de avango das matas sobre os
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campos (Rambo, 1956). Assim, qualquer &drca de terra que esteja abandonada sempre tende a uma
vegetacdo de maior porte, fazendo excegdo as areas onde os fatores de solo nao permitem (climax
edafico). Basicamente, os fatores edéficos limitantes & presenga de certas espécies vegetais s&o:
profundidade do solo, capacidade de retengzo de agua, disponibilidade de nutrientes e toxidez edafica
(Brady, 1989).

O primeiro esquema importante da vigetagdo do Rio Grande do Sul foi publicado por Lindman
(1906), que descreveu aspectos estruturais ¢ ecolégicos das principais formagbes vegetais do Estado.
Contudo, seu sistema de classificacdo era incompleto, sem maiores preocupagdes com nomenclatura e com
terminologias que atualmente cairam em desus.0, como "mata virgem" e "prado uliginoso" (Waechter, 2000).

Nas duas edigdes da Fisionomia do Rio Grande do Sul (Rambo, 1942, 1956), a vegetagao aparece
subordinada as cinco grandes regides fisiondmicas descritas anteriormente: Costa Rio-Grandense, Serra do
Sudeste, Campanha do Sudoeste, Depressdo Central e Planalto Meridional. Uma corhpilagéo das
terminologias usadas pelo autor proporciona urna ampla viséo de tipologias vegetacionais nativas, embora o
sistema seja deficiente em relagao a padroniza;&o da nomenclatura.

Esquemas ou sistemas subsequentes de classificagdo vegetacional, como os de Barreto (1973) e
Porto (1978), seguem a linha dos propostos pira o Brasil como um todo, alguns anos antes ou na mesma
época (Veloso, 1962; Andrade-Lima, 1966 e Romariz, 1974). A vantagem dos sistemas de Barreto (1973) e
Porto (1978) é que incorporam expressoes regionais.

O sistema brasileiro proposto pelo IBG = foi utilizado por Teixeira (1986) para a folha mais austral do
Brasil, que inclui quase todo o Rio Grande do Sul (exceto a parte norte) e o extremo sudeste de Santa
Catarina. Um aspecto duvidoso é a repartigiio dos campos limpos sul-rio-grandenses em trés grandes
formacdes diferentes: savana (planalto, escudo), savana estépica (em torno da cuesta do Haedo) e estepe
(maior parte da campanha). O sistema do IBG = foi também utilizado para a descri¢éo da vegetagao do Sul
do Brasil por Leite & Klein (1990) e, com algumas modificagtes, por Leite (1995).

Apesar do descuido com a nomenclatura, o sistema de Rambo (1942, 1956) ainda é muito
empregado em estudos vegetacionais pela sua praticidade na visualizagéo das regioes fisiondmicas e dos
dominios vegetacionais.

As formagdes fitossociolégicas naturais dentro do Rio Grande do Sul podem ser caracterizadas
basicamente como florestais ou campestres, sendo que ocorrem também pequenas quantidades de
cerrados, banhados, campos alagadicos e vegetagéo litoranea (Rambo, 1956 e Schultz, 1957).

A ocorréncia geogréfica das formagdes. citadas apresentam um padré&o no sentido sul-norte. No sul,
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prevalecem os campos. No norte, ha equilibric entre o campo e as florestas; estes se distribuem dentro do
lento declive no sentido oeste, passando pelo Planalto Nordeste, Central e pelo Alto Uruguai, de maneira
que as formagdes do norte invadem as formagiies da campanha ao longo do Rio Uruguai (Rambo, 1956).

De modo geral, as formagdes florestais do RS incluem a mata tropical pluvial perenifélia da costa
Atlantica (Mata Atlantica), mata éubtropical cor araucaria, mata tropical perenifdlia do Alto Uruguai e matas
mistas da Depressao Central e Serra do Sudeste (Irgang, 1983).

As formagdes campestres do RS incluem, simplificadamente, os campos de Cima da Serra, campos
do Planalto Médio, campos da Depressdo Central, campos da Campanha, encosta do Sudeste e Litoral Sul
(Mohrdieck, 1980).

Atualmente, podem ser identificadas site regides fitossociolégicas definidas no Rio Grande do Sul:
Savana, Estepe, Savana Estépica, Floresta Ombrdfila, Floresta Estacional Semidecidual, Floresta
Estacional Decidual e Floresta Ombréfila Densa. Além destas regides, existem duas zonas arbitrariamente
definidas que estdo sob condi¢gdes especiais: Areas de Formagdes Pioneiras e Areas de Tensao Ecoldgica

(Teixeira, 1986)

1.4.3. A origem das formacgoes vegetais

As plantas vasculares, pela aquisica> evolutiva de elaborados tecidos de condugédo de agua,
atualmente dominam a maioria dos ecossistemas terrestres, tanto em termos de biomassa vegetal como em
riqueza taxondmica (Raven, 1996). Padrdes de distribuicdo podem ser reconhecidos em diferentes
grandezas do espago geografico e diferentes niveis da hierarquia taxonémica. Portanto, inimeros padroes
podem ser detectados segundo os objetivos d= um pesquisador. Embora os limites de distribuicdo de dois
taxa dificilmente apresentem uma sobreposigiio exata, diversas areas de distribuicdo podem coincidir de
modo a evidenciar o efeito de diferentes fatores; ou processos de diferenciagao (Waechter, 2000).

A parte da Fitogeografia que estuda cs padrdes de distribuicéo € ocasionalmente denominada de
Areografia (Walter & Straka, 1970). Duas importantes fontes de informagéo para estudos areograficos sao
as revisdes taxondémicas e os inventarios floristicos. As revisdes taxonémicas normalmente incluem, além
de chaves para identificagdo de géneros e esdécies, dados precisos sobre areas de ocorréncia, em geral
documentadas com coletas depositadas em herbérios. Os inventarios floristicos relacionam listas das
espécies observadas em um determinado local ou regido. muitas vezes incluindo dados sobre floragéo,

ambiente e forma biolégica (Waechter, 1998).
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Os principais padroes de distribuigo comumente discutidos em Fitogeografia, independente da
escala de abordagem, sdo o endémico e o dis unto. Endemismos s&o padroes restritos a uma determinada
area, independente da escala de trabalho. Deste modo, pode se falar em um género endémico da Serra do
ltatiaia, do sudeste do Brasil, da regido Neotropical ou do Continente Americano. Disjungdes sao padroes
descontinuos no espago geog.réfico, podend> igualmente ser reconhecidas em diferentes escalas. As
disjungdes entre reinos e subreinos floristicos 330 as mais importantes, pois constituem tipos de elementos
floristicos. Um terceiro tipo importante de padrdo é o amplo, também aplicavel a qualquer escala de
trabalho. A distribuicdo ampla em todo o mundo, ou pelo menos em regides tropicais e temperadas de todos
os continentes, constitui o elemento cosmopolita.

Padrdes endémicos e disjuntos podein se originar por meio de diversos processos bioldgicos e
geograficos, ou quase sempre através da interagéo de ambos. Espécies endémicas podem representar uma
diferenciagido evolutiva recente, que ainda nZo teve tempo para ampliar sua area dé ocorréncia
(neoendemismos) ou resultar de um longo e amplo processo de extingao, permanecendo apenas uma
pequena area de sobrevivéncia (paleoendemismos). Espécies disjuntas, por sua vez, podem se originar a
partir de esporos ou sementes que eventualmente atingem médias ou longas distancias (dispersao), ou pelo
surgimento de barreiras geograficas que provocam extingédo em areas intermediarias (vicariancia). Neste
caso, a b separagdo geografica de uma espécie pode, ao longo do tempo, dar origem a duas espécies, ou
mesmo a géneros diferentes (Futuyma, 1992).

Para a regido sul do Brasil, a severidede dos processos geoldgicos e geomorfoldgicos que deram
origem as diferentes divisdes regionais do r:levo, seguido pelas grande mudancas paleoclimaticas no
Quaternario, época em que as atuais angiospe mas se expandiram, s&o fatores determinantes que explicam
a diversidade biolégica encontrada no Rio grande do Sul (Porto & Menegat, 2002).

O Brasil apresenta uma flora essencialinente tropical, como alias seria de esperar para um pais cujo
territério se insere na maior parte em latituces intertropicais, mas nem sempre foi assim. A origem e
diversidade da flora encontrada no sul do Bras | apresenta contingentes preferenciais de colonizagéo (figura
2). Diversos trabalhos tém reconhecido diferentes componentes principais de espécies vegetais do Rio
Grande do Sul, principalmente os trabalhos de Rambo (1954 e 1956). Pelo menos quatro diferentes rotas
migratérias de plantas superiores foram estahelecidas, através da colonizagéo de terras n@o exploradas
anteriormente ou pela sucessao da flora que tinha sido estabelecida sobre diferentes condi¢des climaticas e
geomorfolégicas (Porto & Menegat, 2002). Os 1emanescentes vegetais, que ainda podem ser vistos hoje em

dia, e os registros geolégicos sdo as evidén:ias que permitem reconstruir a evolugdo e a dinamica da
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conquista dos ambiente terrestres pelas plantas.
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Figura 2: Mapa de vegetagdo da América do Sul (zonas coloridas) e rotas
migratérias de plantas superiores que foram estabelecidas no Rio Grande do Sul
(setas). Os tipos de vegetacdo e rotas estéo indicados na figura (retirado de Porto &
Menegat, 2002)

1.4.3.1. O contigente Austral-Antartico (Sudoeste):

Esta leva migratéria & originaria da porgdo mais temperada da América do Sul, na regido da
Patagénia e Andes. Segundo Rambo (1956), esta flora migratéria vinda do sul constituia um complexo de
espécies que migraram a partir de refigios meridionais e carregaram elementos Austrais-Antarticos para o
Estado.

A origem da migrac&o dos elementos Austrais-Antarticos remanescentes dos campos do Planalto
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data dos periodos secos e frios do inicio do Pleistoceno. Posteriormente, durante os periodos onde houve
um aumento de umidade, estes campos forar1 parcialmente substituidos por algumas espécies florestais,
tais como Araucaria angustifolia (Araucariaceas) (Porto & Menegat, 2002). Outras géneros conhecidos, e de
mesma origem geografica, se espalharam por algumas zonas do interior do Rio Grande do Sul, como, por

exemplo, Podocarpus, Drymis, Fuschia e Gunnera (Rambo, 1954).
1.4.3.2. O contigente do Chaco-Pampeano (lloroeste):

Compreende espécies migratdrias oriu1das do Chaco chileno e do Pampa argentino, que invadiram
o Rio Grande do Sul pela porgdo oeste do Estado (Porto & Menegat, 2002). Sua migragéo para o Estado
ocorreu em épocas anteriores & expansao dias matas tropicais Atlantica e do Parana-Uruguai (Rambo,
1950), tendo ocorrido em época préxima a e)pansdo do elemento Austral-Antartico, durante'o terciario e
inicio do quaternario.

Sao poucos os elementos floristicos de ste contingente presente atualmente no Estado. As espécies
apresentam caracteristicas xerofiticas e jeralmente ocorrem em localidades montanhosas, ou

semidesérticas (Rambo, 1954).
1.4.3.3. O contigente do Brasil Central (Norte):

Este contingente corresponde a leve migratéria que invadiu o Estado pelas por¢des norte e
noroeste, trazendo componentes floristicos de sma grande area do Brasil Central (cerrado), juntamente com
elementos da periferia da Amazénia (Porto & Menegat, 2002). Destes dois componentes, a flora do Brasil
Central teria contribuido com uma grande quatidade de espécies campestres, enquanto que o nimero de
espécies florestais teria sido menor. Por outrc lado, a flora Amazdnica teria contribuido basicamente com
espécies florestais, sem praticamente nenhurna contribuicdo de elementos campestres (Rambo, 1951 e
1954). Estes elementos unidos foram os respcnséveis pela composicao da atual Mata da bacia do Parana-
Uruguai.

A rota migratéria do Brasil Central € marcadamente caracterizada pela massa florestal que se
estende ao longo da bacia do Parana-Uruguai. Rambo (1956) afirma que a invasao dos elementos florestais
deste contingente datam do periodo Quaterné-io, constituindo o componente floristico mais recente do Rio

Grande do Sul. Isso também é evidenciado po- fatos registrados antes da expansao da fronteira agricola do
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Estado. Como o Rio Grande do Sul é o limite sul da distribuicdo da vegetagdo tipicamente tropical
(Waechter, 1998), e apresenta um climax climatico florestal, as manchas de florestas esparsas e areas de
sucessao ecoldgica encontradas mais ao sul indicam que o processo de migrag&o ainda nao chegou ao seu
apogeu (Rambo, 1954, 1956), mas foi retardado pela agdo do homem. Finalmente, o gradiente de
diversidade decrescente, no sentido norte-sul, reforga este fato (Rambo, 1951).

Algumas poucas espécies deste contgente também estdo presentes nas matas de galeria, que

acompanham os cursos dos rios, invadindo o interior do Estado (Porto & Menegat, 2002).
1.4.3.4. O contigente da Costa Atlantica (Nordeste):

Assim como o contigente do Brasil Cential, esta leva migratéria também compde o elemento floristico
mais recente no Rio Grande do Sul, sendo catada também do Quaternario (Rambo, 1951 é 1954). Em
contraste com o contingente anterior, as espéc es que migraram pela Costa Atlantica s&o originarias de uma
area menor, compreendida entre Sdo Paulo e Espirito Santo e localizada nas imediagbes da Serra da
Mantiqueira.

Apesar da area de dispersdo ser mencr que a anterior, a diversidade vegetal encontrada na atual
Mata Atlantica é maior do que a da sua correspondenie no interior do Estado (Rambo, 1954). Esta
caracteristica pode ser atribuida aos elevados niveis de umidade e temperatura do clima local (Porto &
Menegat, 2002).

A exemplo do que ocorre com a Mata da bacia do Parana-Uruguai, as evidéncias apontam para o fato
de que a expansdo da Mata Atlantica também n3o alcangou o seu apogeu de disperséo e presenga no Rio
Grande do Sul. Além do mais, a regressao do atual limite sul da Mata Atlantica teria ocorrido, basicamente,
pela degradagcdo ambiental. (Bruno E. Irgang, comunicagao pessoal)

Estas duas rotas migratérias estdo, d= certa forma, relacionadas. Contudo, dois fatores teriam
dificultado a dispersao da flora tropical pela rota migratéria da Costa Atlantica, quando comparada com a
rota do Brasil Central: a evolugéo da Costa Rio-Grandense e a presenga da Porta de Torres.

As sucessivas alteracdes do nivel do mar no periodo Tercidrio-Quaternario caracterizaram a evolugao
da Costa Rio-Grandense. As regressdes e invasdes maritimas poderiam ter criado corpos-d'agua que
constituiram verdadeiras barreiras geogréficas para a dispersdo das espécies (Rambo, 1954). A Porta de
Torres, uma estreita faixa de terra de poucos cuildmetros entre o Litoral e a escarpa do Planalto Meridional

(Serra Geral), poderia ter limitado a dispers&o 'Jas espécies por constituir um corredor de passagem a levas
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migratérias de organismos oriundos de zonas t ‘opicais mais setentrionais (Rambo, 1950).
Poucas espécies deste contigente tamt:ém estdo presentes nas Matas de Galeria e nas Matas de

Encosta do Planalto, invadindo porcées dc interior do Estado (p/ ex. palmiteiro, Euterpe edulis —

Arecaceae).

1.4.4. O grupo Passiflora

Apesar da grande diversidade de espécies do género Passiflora em nivel global, a maior parte delas
esta concentrada na América do Sul (ver item 1.2). No Brasil, a maior diversidade é encontrada no Centro-
Oeste, sendo a regido Sul a com menor nimer> de representantes (Cervi, 1997).

No Rio Grande do Sul, estdo representadas somente 15 espécies de Passiflora, sendo elas: P.
actinia, P. alata, P. amethystina, P. caerulea, I>. capsularis, P. eichleriana, P. edulis, P. elegahs, P. foetida,
P. misera, P. morifolia, P. organensis, P. suberosa, P. tricuspis e P. tenuifila. Destas espécies, P. alata é
considerada subespontanea (Mondin, 2001).

Estas espécies apresentam distribuigdo variavel e preferéncias ecolégicas diversas, sendo algumas
tipicamente florestais (p/ ex. P. actinia, P. ele¢ans); mas a grande maioria das espécies séo de ocorréncia
campestre ou florestal, aparecendo tanto em hordos de mata como em campos-sujos (Killip, 1938; Sacco,
1980; Cervi, 1997).

Levando em consideragdo que o Rio G ande do Sul apresenta uma grande diversidade fisionémica
(item 1.4.1), as populagbes das diferentes espécies poderiam apresentar diferenciagées, adaptativas ou
nao, tipicas de cada regido. Estas diferenga; poderiam distinguir geneticamente as subpopulagdes, ou

ainda evidenciar aspectos relativos a histéria e'solutiva de cada regiao.

1.5. Marcadores moleculares na biologia de populagdes

1.5.1. Histérico

Na histéria da biologia evolutiva, os pririeiros estudos que fizeram inferéncias sobre as origens e
relagbes entre os organismos vivos estavan basicamente fundamentados nos estudos de aspectos

morfolégicos (Lamark, 1809; Darwin, 1859; Haeckel, 1866). Esta técnica, de grande importancia, permitiu,
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em muitos casos, que questdes sobre a origern e evolugao das espécies fossem estabelecidas. Em outros
casos, contudo, as respostas ndo foram obtida:; com clareza ou, ainda, geraram mais duvidas.

Com o desenvolvimento cientifico e tecn>légico ao longo dos anos, muitas metodologias de andlise
foram surgindo e permitiram acessar inforrnagdes sobre os organismos que nao eram percebidas
diretamente. Neste campo, notaveis estudos foram realizados buscando as informagdes contidas nos
fésseis (Hennig, 1966; entre outros). Durante os anos 1960, o estabelecimento de métodos matematicos e
algoritmos, auxiliados pelo avango computacional, permitiram realizar andlises envolvendo um grande
nimero de dados complexos. Dentre esses dados, os aspectos celulares, particularmente aqueles contidos
nas moléculas, tornaram-se uma grande fonte de informacdes. Esta maneira de obter informagdes ficou
conhecida como biologia molecular. Assim, duvidas antigas puderam ser analisadas sobre um outro ponto
de vista (Matioli, 2001).

Para a biologia de populagdes e para a genética, o desenvolvimento de técnicas moleculares permitiu
que informagdes primarias sobre a constituigio dos organismos e suas unidades basicas de heranga, os
genes, contidos no DNA, pudessem ser observados.

Os primeiros estudos genéticos, que usaram técnicas moleculares, foram baseados em analises
indiretas do genoma, determinando padrdes de proteinas e enzimas (Lewontin & Hubby, 1966.). Mais
modernamente, a biologia molecular desenvolveu métodos especiais para obter as informagoes diretamente
do DNA, tais como a PCR (Polymorphism Chain Reation — Mullis e Faloona, 1987), o seqlienciamento de
DNA (Sanger et al., 1977), a aplicagé@o de conjuntos de sondas de PCR evolutivamente conservados, de loci
hipervariaveis, de microssatélites, entre outros. Estas inovagdes, associadas ao surgimento de poderosas
analises e programas de computadores, relalivamente faceis de usar, causaram um grande impacto na
biologia de populagdes (Sunnuck, 2000).

Como a histéria natural do DNA resulta em um caminho de informagdes para as espécies, ja que as
seqliéncias diferem entre os organismos, o estabelecimento de conexdes entre as variagbes genéticas
permite que se fagam inferéncias sobre suas h stérias evolutivas. Tais variages genéticas diferem ao longo
do genoma das espécies, uma vez que diferentes regides do DNA apresentam distintas taxas de evolugéo
(Small et al. ,1998). Isso ocorre porque exist: pressao de selegéo diferente entre as distintas regides do
genoma.

Regides que ndo codificam proteinas padem sofrer grandes alteragbes sem que sofram pressao
seletiva (Schmidt & Schilling, 2000). Por outro lado, regies codificadoras séo biologicamente funcionais,

sofrendo assim grande pressao seletiva (Smal et al. ,1998). Assim, seqiéncias nao codificadoras, que s&o
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menos conservadas que as codificadoras, pociem ser usadas em estudos taxonémicos baseados em taxa
mais intimamente ligados (p/ ex. géneros e sutgéneros); enquanto que seqiiéncias codificadoras podem ser
usadas em andlises que envolvam taxa evolutivamente mais distantes (p/ex. classes e familias).

Tipicamente, os marcadores moleculares refletem caracteristicas herdaveis dos organismos, que
podem apresentar multiplos estados (alelos) para cada carater (locus) (Sunnucks, 2000). Como a variagao
genética é organizada hierarquicamente, os dados podem ser ordenados e analisados.

Os dados obtidos de diferentes alelos e a relagéo entre eles pode ser usada de diversas formas, como
por exemplo para estimar a variabilidade int2r e intrapopulacional, ou ainda reconstituir a contingéncia
histérica e espacial de algum grupo de organismos (Schmidt & Schilling, 2000; Standford et al., 2000;
Schnabel & Wendel, 1998; Bell & Patterson, 2000; Hansen et al., 2000; Esselman et al., 2000; Fischer &
Matthies, 1998; Ayres & Ryan, 1999; Aguirre-P anter et al., 2000, entre outros).

Porém, os marcadores moleculares ndo podem ser usados como coringas, ou seja, para qualquer
situacdo. A escolha de um marcador deve vir das propriedades do mesmo, bem como do objetivo do
estudo. Pontos que sdo variaveis entre os dife ‘entes marcadores sdo: sensibilidade, detecgéo multi-loco ou
loco-simples, produgdo de genealogias e acesso as freqiiéncias alélicas, rapidez de desenvolvimento e
projecdo dos dados, acessibilidades ao DNA nuclear ou organelar, carater dominante ou co-dominante,
conectibilidade de dados entre estudos e visdo da variabilidade geral do alvo da pesquisa (Sunnucks, 2000).

Desta forma, os marcadores moleculares surgiram como uma potente ferramenta para responder
questdes biolégicas de maneira mais eficiente, contribuindo amplamente nas investigacdes ligadas a
biologia evolutiva, populacional e conservac onista. Esta contribuigdo € ainda mais poderosa quando

integrada com a biologia ambiental e ecolégica.

1.5.2. RAPD - PCR (Random Amplified Polymorphic DNA):

Random amplified polymorphic DNA (RAI’D) tem sido descrito como um método simples e facil para
detectar polimorfismos, baseando-se na amplificagdo de segmentos aleatérios de DNA com iniciadores
simples e de seqiiéncia nucleotidica arbitraria (Williams et a/, 1990) .

Nesta técnica, o DNA gendmico é submetido a uma PCR (reagdo em cadeia da polimerase),
adicionando apenas um pequeno oligonucleotijeo de sequéncia aleatéria em cada reag@o. Tipicamente, na
analise padrao de RAPD, cada iniciador (do in¢lés primer) contém 10 bases, onde 60-70% delas séo G + C.

Além disso, eles ndo possuem extremidades auto-complementares (Pérez, 1998). Assim, um produto de
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amplificagdo do DNA é gerado para cada regiZo gendémica que se torna flanqueada por um par de sitios de
ligagdo dos iniciadores, que se encontrem em orientagao oposta e que ndo estejam mais distantes doque 5
kb um do outro.

A maioria dos polimorfismos é detectada oela auséncia ou presenca de produtos de amplificagéo, e é
causada pela incapacidade do iniciador em reproduzir um dos fragmentos complementares da fita de DNA
de alguns individuos. Esta incapacidade se deve ao fato de existirem diferengas nos sitios de
reconhecimento dos iniciadores, expressas pela distinta seqiiéncia de nucleotideos, ou ainda por insergoes
e delegdes nos fragmentos existentes entre os locais onde os iniciadores se ligam (Williams et al, 1990).

Este método apresenta muitas vantagen: sobre outros métodos de andlise de fragmentos de DNA.
Estas vantagens sdo refletidas pela rapidez « relativo baixo custo, por poder ser usado com pequenas
quantidades de DNA, por ser aplicivel a pequenos nimeros amostrais, por ser adaptavel a genomas
desconhecidos e, ao contrario dos outros miétodos de andlise de fragmentos de DNA (RFLP, AFLP,
microssatélites, etc.), por ser eficiente na detecgéo de polimorfismos em todos os tipos de seqiéncias.

Entre as muiltiplas aplicagdes dos RAPDs, encontram-se a genética de populagdes (Fischer & Matthies,
1998; Ayres & Ryan, 1999), a taxonomia (Smith et al., 1994; Esselman et al., 2000), a determinacao de
paternidade (uso forense), o mapeamento genético (Ouedraogo et al., 2002), a ecologia ambiental (Heibel,
1999), a ecologia evolutiva (Hansen et al, 2000; Jordano & Godoy, 2000; Arafeh et al, 2000) e a
conservagao bioldgica (Sun & Wong, 2001).

Contudo, este método tem certas limitagées. Inicialmente, a natureza da variagdo encontrada usando
RAPD n3o é bem compreendida (Hedrick, 199:2), de forma que o uso destes dados para construir filogenias
e para a determinagdo de paternidade requer cuidados que ainda permanecem alvo de debates (Smith et
al.,, 1994). Possiveis motivos para esta incertez:a vém do fato da nao-especificidade dos iniciadores ao DNA
molde, que geraria baixa reprodutibilidade de czrtos fragmentos de DNA amplificado em uma amostra. Além
disso, a repetibilidade é sensivel a pequenas mudangas nas condi¢des das reagdes de PCR, tais como o
tipo de polimerase usado, concentragdo do DNA molde, concentragdo de magnésio e variagbes nas
temperaturas do PCR, bem como no modelo do termociclador utilizado para amplificar os fragmentos.
(Willians et al, 1990; Ellsworth et al, 1993 ; Sichweder et al, 1995; Peréz, 1998). Mesmo assim, muitos
autores argumentam que, quando as amplificacdes séo refeitas, mantendo constantes as condi¢oes iniciais,
a maioria dos fragmentos sdo repetidos (Willizins et al, 1990); porém, alguns estudos reportam que existe
baixa reprodutibilidade no sistema (Peréz, 1998).

Estes fragmentos, em muitos casos, tém sua andlise e interpretagéo dificultadas por razoes inerentes a
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metodologia utilizada (Lander, 1989; Lynch, 1990). Muitos fragmentos de intensidade grande sao gerados
para cada iniciador, sendo estes formados por agrupamentos heteroduplex de produtos amplificados (Ayliffe
et al, 1994) ou por artefatos secundarios da técnica (Hadrys et al, 1992; Riedy et al, 1992)

Apesar das limitagdes, o RAPD-PCR pcde constituir uma ferramenta muito dtil para a biologia de
populagdes, desde que certos cuidados sejam tomados. Seu uso como ferramenta no estudo de variagoes
naturais das populagdes tem sido amplamente utilizado, com sucesso, por potencialmente identificar grupos
de individuos relacionados e mostrar a relagac existente entre variagao genética, a distancia geografica e a
histéria evolutiva (Fischer & Matthies, 1998; Ayres & Ryan, 1999, Hansen et al., 2000; Esselman et al.,
2000; Aguirre-Planter et al., 2000; entre outros).

Sua grande utilidade vem do fato de ser um marcador molecular do tipo ‘fingerprint multi-loco’ Estes
marcadores fornecem uma grande quantidade de dados por unidade analisada, ja que acessam a variagao
entre muitos loci simultaneamente. Os dados obtidos, os fragmentos de DNA, nao necessariamente se
traduzem em medidas classicas da genética d2 populagdes, e portando devem ser assumidos como alelos
dominantes (Zhivotovsky, 1999; Sunnucks, 2000). Assim, dependendo do modelo e das suposigoes
assumidas, deve-se usar diferentes estimativas matematicas.

Para descrever a estrutura e a diversdade genética de uma populagdo, usa-se o numero de
fragmentos de DNA amplificados que s&o compartilhados entre individuos (Sun & Wong, 2001; Jordano &
Godoy, 2000; Arafeh et al., 2002; Zhivotovsky, 1999). A premissa basica € que individuos que tém um
ancestral comum mais recente compartiham mais fragmentos do que os individuos menos aparentados.
Por analogia, populagdes subdivididas terdo maiores niveis de compartilhamento de fragmentos entre
individuos da mesma subpopulagdo do que quando comparados com representantes de outras

subpopulagdes (Stewart & Excoffier, 1996).

1.6. Caracteres morfoldgicos e ecologia

Grande parte do que pode ser observado em termos de morfologia, ecologia, bioquimica e fisiologia
reflete as adaptacdes que evoluiram ao longo dos anos e que capacitam o organismo a sobreviver diante
das grandes contingéncias que o cercam. Entretanto, a totalidade dos fatores que influenciam a atividade de
um organismo pode ser dificil de ser definida (Futuyma,1992).

A visdo de que toda a evolugéo é decorrante de selecéo natural faz parte de uma abordagem que é
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chamada de “adaptacionismo”. De acordo c>m esta visao, todas as caracteristicas que uma espécie
apresenta possuem razbes adaptativas de existirem. No entanto, Lewontin & Gould (1979) argumentam que
nem todas as caracteristicas visiveis de uma espécie sdo adaptativas, sendo estas, muitas vezes, frutos do
acaso ou da contingéncia histérica. Isso também pode ser observado em nivel molecular, onde a maioria
das alteragdes ocorridas nas séqijéncias do DDNA nio apresentam valor adaptativo. Estas caracteristicas
neutras seriam, entdo, fixadas nas populagde: naturais, através de deriva genética, ou carreadas adiante
por outros aspectos das espécies que sdo passiveis de selegdo (Kimura, 1981 e 1982).

Nessa intrincada e longa discuss&o, o esludo das caracteristicas das espécies, bem com os aspectos
do meio que as cercam, sdo de extrema impo tancia para que a contingéncia histdrica seja compreendida.
Por séculos, a morfologia tem sido a principal ferramenta para explicar a diversidade biolégica encontrada
na Terra. As obras de Linnaeus (Systema Naturae, 1735; Species Plantarum, 1753), desenvolveram
sistemas hierarquicos que estabeleciam arran os e categorizagdes da diversidade de formas 'vivas, sendo
independentes da teoria evolutiva e atribuidas a Deus. Este sistema prevaleceu por muitos anos, até que
diversos autores (Lamarck, 1809; Darwin, 18£9; Haeckel, 1866; revisado por Mayr, 1983) produziram um
sistema de classificagio baseado em relagdes filogenéticas, o que mudou drasticamente a viséo sobre
como 0s grupos taxonémicos surgiram.

Contudo, inicialmente, este processo era haseado em poucos critérios objetivos e néo diferia muito da
classificagdo dada por especialistas de grupos particulares de taxa (Hillis, 1996). Esta situagdo comegou a
mudar no Gltimo século, particularmente nas iltimas décadas, quando o significado e o enfoque evolutivo
da morfologia passou a ser acessado, ndc somente através de sistematica classica, mas também
indiretamente. O uso de marcadores moleculiares, fisioldgicos e bioquimicos revolucionou este campo e,
desde entdo, a sistematica filogenética tem esclarecido muitos aspetos ainda obscuros e levantado
questbes ndo estudadas.

Porém, a sistematica molecular ndo resoleu todos os problemas de classificagdo, mas provocou uma
grande controvérsia dentro da biologia, que inclui a discuss@o dos valores relativos de importancia dos
dados morfolégicos e moleculares (Fitzsimmons, 1997). Atualmente, ambas as abordagens tém sido
consideradas como de valor e confiabilidade iguais, sendo utilizadas conjuntamente em estudos de
sistematica (Hansen et al., 2000; Andreasen & Bremer, 2000; Weiblen, 2000).

Por sua vez, o ambiente ecoldgico constitui também uma importante ferramenta no estudo da
contingéncia histérica e evolutiva. Ele inclui tanto fatores bicticos como abiéticos, que podem fornecer uma
gama de informagdes sobre as interagdes eristentes em seu ambiente e sobre a histéria evolutiva das
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espécies.

As condigdes climaticas, salinidade, dispoibilidade de agua e nutrientes e outras caracteristicas fisico-
quimicas sdo importantes para as espécies; as interagdes com os demais organismos que rodeiam o seu
ambiente também s&o igualmente importantes (Ricklefs, 1996). O que varia de espécie para espécie sao
guais 0os componentes ambientais que mais importam para sua existéncia e como estas espécies usam
estes recursos. A preferéncia ecolégica ou o modo de vida variam porque a histdria evolutiva de cada
espécie também é particular.

Assim, espécies e ambiente alteram umn ao outro de maneira reciproca. As espécies nao sao
componentes passivos vulneraveis ao destiro externo, mas s&@o participantes ativos de uma relagao

dindmica e mutua (Futuyma, 1992) que reflete »s passos que conduziram a condigdo atual.

2. OBJETIVOS:

Tendo em vista as caracteristicas fisiodmicas e floristicas do Estado, o objetivo geral do presente
estudo é contribuir para o esclarecimento de ilgumas questdes ligadas a origem evolutiva e ecologia das
espécies Passiflora caerulea e P. tenuifila no Rio Grande do Sul:

Objetivos especificos:

- Contribuir para o conhecimento das preferéncias ecoldgicas das duas espécies

- Aumentar o conjunto de dados referentes a distribuicao das espécies

- Construir mapas da ocorréncia natural das espécies dentro das diferentes provincias

fisiondmicas do RS

- Estimar a estrutura populacional de ambas através da analise de RAPD-PCR

- Estudar as caracteristicas climaticas e edaficas do Estado e sua relagdo com as espécies em

estudo

- Comparar os caracteres morfolégizos das duas espécies com as demais espécies do género

que se encontram no RS

Questdes a serem respondidas com o presente estudo:
- Como estas espécies se relacionam em termos de morfologia em relagéo as outras Passiflora

presentes no Rio Grande do Sul?
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- Qual a distribuigdo geografica das :3spécies alvo do estudo no Rio Grande do Sul, no Brasil e na
Ameérica?

- Os fatores climéaticos e edaficos sa» limitantes a distribuicdo destas espécies no RS?

- A diversidade genética e os padries populacionais estimados refletem padroes regionais de
adaptagao das espécies as diferen es regides fisiondmicas do RS?

- As questdes citadas acima explicain a histéria evolutiva das duas espécies no Estado?

3. MATERIAIS E METODOS:

3.1. Morfologia comparada e filogenia morfclégica

Inicialmente, as caracteristicas morfoldgicas individuais de cada uma das duas espécies em estudo
foram descritas separadamente. Os dados das estruturas morfolégicas e suas caracteristicas foram obtidos
de diversas fontes literarias e de exemplares de herbario, bem como através de observagbes a campo.
Nesta etapa, foram consideradas relevantes para a andlise as caracteristicas e peculiaridades dos
seguintes caracteres morfolégicos: caule, estipulas, folhas, glandulas, pedinculos, bracteas, sépalas,
pétalas, corona, opérculo, 6rgdos reprodutivos, fruto e semente. Informagdes ecoldgicas relevantes, tais
como periodo de floragdo e de formagdo dos frutos, habitat e hébito (preferéncias ecolégicas) foram
coletadas e comparadas.

Esta analise permitiu que as caracteris:icas mais informativas para distingao entre as duas espécies
fossem selecionadas e organizadas para cor struir uma filogenia baseada em marcadores morfolégicos.
Inicialmente, 106 caracteres ecolégicos e morioldgicos discretos de P. caerulea, P. tenuifila e de outras 14
espécies de Passiflora de ocorréncia natural no RS foram entéo selecionados. Destes, 90 caracteres, com
dois a nove estados, foram evolutivamente infc rmativos na andlise filogenética (apéndice 1) e foram usados
na analise final.

A andlise foi realizada com o prograrmra PAUP* versdo 4.0b para computadores Power Macintosh
(Swofford, 1998). Sob o critério de otimizagao de méxima parcimdnia, procuras “Branch-and-Bound” foram
conduzidas de acordo com os ajustes padrdo do PAUP* exceto que 10000 replicagdes aleatdrias
seqiienciais foram usadas. Todos os caracteres foram pesados igualmente. Foram selecionadas as arvores

mais parcimoniosas e, a partir destas, foram construidas arvores de senso semi-estrito, senso-estrito,
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“Adams” e “Majority-Rule”. A andlise de corsisténcia dos agrupamentos filéticos foi realizada por re-

amostragens (“Bootstrap”) e envolveu procura “Branch-and-Bound”com 100 replicagdes.

3.2. Mapas de distribuicao

Os mapas de distribuigdo geogréfica ce P. caerulea e de P. tenuifila do Rio Grande do Sul foram
montados a partir das coordenadas geogréficas dos individuos que tiveram sua presenca registrada em
herbarios, referéncias bibliograficas ou observagbes de campo. Espécimes e exemplares cultivados foram
desconsiderados. Foram suprimidos da anélise individuos que tiveram sua presenga registrada nas
mesmas localidades.

As coordenadas dos espécimes observados foram geoposicionadas manualmente em carta
geogréfica de projegao policonica (escala 1:1.300.000) e, posteriormente, sobrepostas a mapa geosatelital
(LANDSAT TM -5) para construgdo do mapa de localizagdo dos espécimes observados. O mapa das zonas
de ocorréncia de ambas espécies no RS foi nbtido a partir do primeiro mapa, sendo os limites definidos

através dos pontos extremos de ocorréncia das espécies em estudo.

3.3. Dados ecoldgicos

Os dados climaticos para cada um dos individuos utilizados na construgdo dos mapas de
distribuigao foram obtidos a partir das curvas climéticas descritas no Atlas Climatoldgico do Brasil: reedicao
de mapas selecionados (1969). Foram consideradas relevantes para a situagéo ecoldgica das espécies as
seguintes varidveis: temperatura média, amglitude térmica, indice de continentalidade de Johannsson,
indice de oceanidade de Kerner, umidade relativa do ar, indice de aridez de Knoche, dias de chuva, nimero
de meses Umidos (30-50 mm), nimero de¢ meses chuvosos (>100 mm), precipitagéo total (mm),
nebulosidade, insolagdo média, evaporacéo e tipo de clima (Képpen).

Informagdes dos tipos basicos de solys predominantes, descritos para o RS, para cada um dos
pontos de amostragem (registro dos individuos), foram utilizados na construg@o dos mapas de distribuicéo e
foram coletadas do mapa de solos (Moser, 1990). Foram considerados relevantes os dados referentes a

composicdo basica do solo (rocha de origem).
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A andlise dos dados foi realizada utilizendo o programa SPSS versao 8.0, de modo que as variaveis
isoladas foram comparadas entre as duas espécies. As varidveis quantitativas foram analisadas
isoladamente por teste “t" e por teste “F" pera duas amostras independentes. Estes testes comparam,
respectivamente, a diferenga entre as médias. das duas mostras e entre as variancias das mesmas. As
varidveis qualitativas foram ananlisadas por tes'e x°, que mede o grau de discrepancia entre o conjunto de
freqiiéncias observadas (O) e o conjunto de freqiiéncias esperadas (E) segundo determinada hipdtese.
Como os resultados obtidos para cruzamento de dados que apresentem duas categorias e que possuem
duas varidveis dependentes (2x2) ndo se aproximam suficientemente da distribuigéo tedrica, foi necessario

utilizar a corregao de lates.

3.4. Variabilidade genética e molecular

3.4.1. Extracdao de DNA

Folhas de 59 individuos de P. caerulea e 22 P. tenuifila, coletadas em campo no periodo de 14 de
outubro a 12 de agosto de 2001, em diversas localidades do Rio Grande do Sul, foram inicialmente
desidratadas em silica gel, estocadas a temperatura ambiente e posteriormente maceradas com nitrogénio
liquido. O pé das folhas foi entdo preservado a -20°C até o momento da extragdo. O DNA genémico total de
cada individuos foi extraido usando um protocolo modificado a partir do método de Roy et al. (1992). Os

passos deste protocolo sado:

1) Colocar em um tubo de 1,5 ml ume quantidade de tecido macerado equivalente a um volume de
0,1 ml.

2) Adicionar 600ul de tampao de extragdo de DNA; 60ul de B-mercaptoetanol; 6ul de proteinase K
(10mg/ml)

3) Incubar a 65°C durante 30 minutos

4) Emulsionar com 300u! de fenol e 300l de cloroférmio e agitar levemente

5) Recolher a fase aquosa (fase supe-ior) e agitar até ficar homogénea

6) Estimar o volume e acrescentar 1/- 0 do volume de acetato de sédio 3M e igual volume (=600ul)

de isopropanol gelado. Agitar levemente a mistura e deixar a 5°C por 24 horas.
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7) Centrifugar por 20 minutos a 14.00) rpm.

8) Desprezar o sobrenadante e inver:er os tubos sobre papel absorvente, deixando-os assim por
10 minutos.

9) Eluir o DNA em 200pl de agua e 21 de RNAse.

10) Deixar os tubos a 37.°C por 24 horas.

11) Estocar os DNAs a —20°C.

Os DNAs obtidos foram quantificados por eletroforese, utilizando como padrdo o DNA do fago A

(100ng/ul, 75ng/ul, 50ng/ul e 25ng/ul).
3.4.2. Teste de extracao

As extracdes de DNA foram testadas através de eletroforese (U = 100V) em gel de agarose 1%
corado com brometo de etidio 5SmM. O gel foi observado em transiluminador sob luz ultravioleta, de modo
que foram considerados de boa qualidade os DNAs que apresentaram um padrdo eletroforético
homogéneo, de alto peso molecular, e que na» apresentassem tragos de RNA. Foram incluidos na analise

somente DNAs considerados de boa qualidade por estes critérios.
3.4.3. RAPD-PCR

Inicialmente foi testado um conjunto cle 20 iniciadores arbitrarios (Operon Technologys Inc.), dos
quais 11 foram selecionados para a andlise por apresentarem resultados reproduziveis, claros e
informativos. Seus cédigos e sequiéncias sdo aoresentados na tabela 1.

Apés diversos testes, as reagdes de amplificagdo foram otimizadas e padronizadas. Assim, as
reacdes foram preparadas em volumes de 25 |u, contendo: 1ul de DNA molde (= 25 ng/ul); 16,8 pul de agua
deionizada estéril; 0,7 pl de MgCl, 50 mM; 2,5 1l de tampao CENBIOT™ 10X; 2,5 ul de dNTP 2 mM; 1 pl de
iniciador a 0,2 uM ; e 2,5 unidades de TagDNA polimerase CENBIOT™.

As analises preliminares indicaram qu: a incidéncia de contaminagéo nos controles negativos dos
PCR diminuia se o material ndo sensivel a radiagao ultravioleta (UV) utilizado para a amplificagéo fosse
esterilizado. Desta forma, antes da preparagao da mistura para cada PCR, todos os materiais e reagentes

ndo sensiveis foram submetidos a irradiagdo com luz UV-C (germicida) durante 15 min, a fim de eliminar
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possiveis DNAs contaminantes. Posteriormente, a preparagdo das reagbes foi conduzida em capela de
fluxo laminar.
Tabela 1: Iniciadores arbitrarios de RAPD-

PCR utilizados na analise populacional de P.
caerulea e P. tenuifila

Iniciador Seqiiéncia
OPA -4 5' AATCGGGCTG ¥
OPA-5 5 AGGGGTCTTG 3’
OPA -7 5 GAAACGGGTG 3’
OPA -8 5 GTGACGTAGG ¥
OPA -9 5 GGGTAACGCC 3’
OPA -10 5 GTGATCGCAG 3’
OPA-15 5" TTCCGCACCC 3’
OPA -17 5 GACCGATTGT 3"
OPA -18 5 AGGTGACCGT 3’
OPA -19 5 CAAACGTCGG &
OPA - 20 5 GTTGCGATCC ¥

As condicdes térmicas para amplificagdo que mostraram melhores resultados foram: (A)
desnaturagdo a 94°C (3 min); (B) 46 ciclos de desnaturagdo a 94°C (60 s), anelamento a 36°C (60 s),
extensdo a 72°C (60 s); (C) extensdo final de 72°C (5 min). Os produtos de PCR sofreram eletroforese (90-
100 V) em gel de agarose 1,5% com uso de tamp&o TBE 1X (Tris 90 mM, EDTA 0,5 M, Acido Bérico 90
mM). A coloracéo foi feita com brometo-de-etidio 5 mg/pl, sendo os géis visualizados em transiluminador de
UV e fotografados com Kodak Digital Camera DC40. Foi considerado alelo todo e qualquer fragmento nitido
durante a visualizago.

Apos a padronizagdo das condigdes de PCR e escolha dos iniciadores, 28 individuos de P. caerulea
e 22 de P. tenuifila foram analisados (tabela 2). Estes foram escolhidos por serem, a priori, potencialmente
mais informativos que os demais quanto & variagdo genética populacional do Rio Grande do Sul, ja que
eram oriundos de diversas regides do Estado e poderiam conter aspectos geneticamente interessantes

quanto a diversidade geografica esperada.

3.4.4. Analise dos dados

Para a andlise dos resultados, a presenga ou auséncia dos fragmentos foi codificada de forma

binaria (0/1) em uma matriz de dados. A relagéo entre os individuos foi determinada pelo método de
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matriz de distancia, sendo que a abordagem utilizada envolveu o calculo do indice de similaridade genética
de Nei & Li (1979), baseada nas fregiiéncias alélicas obtidas a partir do marcador (estimativa baseada nas
freqiiéncias dos marcadores), conforme Arafeh (2002). Segundo esta metodologia, o coeficiente de
similaridade de Nei & Li conta o nimero de fragmentos comuns dividido pelo namero total de fragmentos

encontrados entre duas amostras pareadas.

Tabela 2: Codigos e dados complementares dos 50 individuos usados na analise
com marcadores tipo RAPD-PCR. Na coluna das localidades, as “,” separando
duas sentencas indicam informacgdes adicionais do ponto de coleta; os “- “
indicam percursos. Na coluna das populagdes, os codigos especificados
significam, respectivamente: CA (Campanha Gatcha), DC (Depresséo Central),
PC (Planicie Costeira), PL (Planalto Meridional), SG (Serra Geral), SS (Serra do

Sudeste) e n/c (ndo considerada populagéo devido ao pequeno nimero amostral)

Espécie Cadigo do Localidade Cadigo da
Individuo Populacgédo

P. caerulea C1 Lavras do Sul SS
C2 Pedra do Segredo : SS
Cc3 Passo do Rio llario SS
cé BR 290, Km 270 DC
c7 Guaritas SS
Cc10 Morro Santana DC
Cc15 Guaiba DC
Cc16 Alpes de S&o Francisco de Paula PL
c18 Reserva do Taim PC
Cc19 Séo José, Flores da Cunha SG
c21 RS 694, Km 5 CA
c22 FLONA, Séo Francisco de Paula PL
c24 Rota do Sol, Km 30 SG
C25 Rota do Sol, Km 38 SG
C26 Santa Maria DC
Cc28 Séao José, Santa Maria DC
C29 Cangugu PL
C31 Taquara — Gramado SG
C32 Linha Brasil SG
C33 Canela — Morro Pelado SG
C36 UFRGS, Campus do Vale DC
Cc37 Aguas Claras, Viamao PC
C41 Recanto de Portugal, Pelotas PC
C44 Horto Florestal da UFPEL PC
Cc48 Otévio Rocha — Parque da Gruta SG
C49 Barragem de Caxias do Sul SG
C51 Nova Padua — Belvedere Sonda SG
C59 BR 293, Km 356 CA
P. tenuifila ™ trilha p/ Porto Garcia, Km 5, Turvo PL
T2 trilha p/ Porto Garcia, Km 7, Turvo PL
T3 Pedra do Segredo n/a
T4 Petropolis, Porto Alegre DC
TS5 Petropolis, Porto Alegre DC
T6 Horto Florestal Barba Negra DC
T7 Porto Garcia, Turvo PL
T8 Horto Florestal Barba Negra DC
T9 Braga PL
T10 Porto Alegre DC
T11 Santa Maria DC
T12 Trilha p/ Salto do Yucuma, Turvo PL
T13 Tapes — Arambaré PC
T14 Pelotas PC
T16 Nova Padua — Belvedere Sonda SG
T17 RS 122, Km 98,5 SG
T18 Tapes — Arambaré PL
T19 Tapes — Arambaré PL
T20 Eldorado — Guaiba DC
T21 Eldorado — Guaiba DC
T22 Eldorado — Guaiba DC
T23 Parque Marinha, Porto Alegre DC
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A matriz de distancia genética entre os individuos estudados foi calculada utilizando o programa
PAUP* (versdo 4.0b) para computadores Power Macintosh (Swofford, 1998). Os valores de distancia foram
submetidos a analise fenética usando a metcdologia de "Neighbor-Joying” no programa TREECON para
Windows (Van De Peer, & De Wachter, 1994). A arvore filogenética resultante foi submetida a analise de
consisténcia de agrupamentos filéticos por re-amostragem, usando 1000 replicagdes.

As andlises estatisticas dos padrdes diz RAPD foram realizadas utilizando os programas RAPDFST
(Black, 1997) e POPGENES2 (Yeh et al, 1997"), sendo ambas baseadas nas seguintes suposicdes: (i) os
fragmentos de RAPD comportam-se como ma-cadores dominantes dipldides, sendo presente (amplificado)
ou ausente (ndo amplificado); (ii) fragmenios coincidentes representam Joci homdlogos; e (iii) /loci
polimérficos sdo herdados a moda Mendeliana. com se fossem de origem nuclear;

Usando o primeiro programa, duas metodologias de abordagem diferentes foram empregadas para
estimar a perda de heterozigozidade por geriagdo (Fg) e as taxas de migragdo efetivas (Nm) dentro das
subpopulagdes (intraespecifica) e entre as populagdes (interespecifica). A primeira metodologia € baseada
na equagédo de Wright (1931), descrita como: Fg = 1/(4N,, + 1), e mede a redugéo de herétozigosidade
dentro das populagdes devido a eventos aleatérios de deriva genética. Neste método, os padroes de
subdivisdo populacional sdo acessados utilizarndo um modelo de populagéo estruturada com ilhas isoladas,
assumindo a existéncia de um nimero infinito cle subpopulagdes (ilhas) com o mesmo tamanho efetivo, sem
estrutura geografica, e que podem trocar uma proporgdo de migrantes por geragdo (Jordano & Godoy,
2000). Esta equagdo é computada pelo progrema como: Fy = Varidncia(p)/(p médio(1 — p médio)); onde “p"
é a freqliéncia de um alelo (0/1) em um Jocus de RAPD e “p médio” é freqiiéncia média ponderada entre
todas subﬁopulagées. Assim, este Fy é uma texa da varidncia observada na freqiéncia de uma alelo entre
subpopulagdes em relagdo a sua maxima variéincia populacional. A segunda metodologia computa o indice
0 (theta), descrito por Weir & Cockerham (1981), que se trata de um Fg corrigido para mostras pequenas e
desiguais, bem como para pequenos nimeros amostrais e populagdes finitas.

Para estas duas metodologias, as estimativas da diversidade interespecifica baseadas nas
estatisticas F necessitaram de que certas suposicdes fossem assumidas: (i) existe fluxo génico entre as
duas espécies, uma vez que dados de carrpo indicam que P. caerulea pode hibridar, em ambientes
naturais, com outras espécies pertencentes «@o subgénero Passiflora, inclusive P. tenuifila (Armando C.
Cervi, comunicagdo pessoal); (i) os hibrides produzidos sao férteis (informagéo desconhecida); (iii)
produzem descendentes também vidveis (informagdo desconhecida); e (iv) contribuem para a estrutura

genética da populagao.
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Usando o segundo programa, as estimativas da diversidade intraespecifica e interespecifica foram
calculadas assumindo que as populagdes estdo em equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW), conforme Arafeh
(2002). Foram utilizados os seguintes indices: (1) a porcentagem de loci polimérficos dentre todos os loci
obtidos (P%); (2) a heterozigozidade parcial esperada (He) (Nei, 1978); e (3) o indice de diversidade
fenotipica de Shannon (lsp) (Léwontin, 1972). Em contraste ao He, lsn ndo considera realmente que as
populagdes estejam em EHW.

As correlagbes entre a distancia genética e a geografica nas populagdes das duas espécies foram
realizadas através do teste de Mantel (1967), utilizando o programa MANTEL versao 2.0 (Liedloff, 1999).
Este teste é um procedimento estatistico que permite medir o coeficiente de correlagéo entre duas matrizes,
podendo-se manter uma terceira matriz constinte. Para o atual estudo, foi utilizada somente a correlagéo
entre duas matrizes de distancia: uma genética (dos marcadores) e outra geogréfica (entre as coordenadas

geograficas pontos de localizagao dos individuos amostrados).

4. RESULTADOS:
4.1. Morfologia Comparada
4.1.1. Passiflora caerulea: caracteristicas

Espécie: Passiflora caerulea.

Nome popular: maracuja-de-cobra, maracuja-azul, flor da paixao azul.

Habito: herbacea, em raros casos escitndescente (interior de mato).

Caule: subangulares; estriados; cavados.

Estipulas: semi-ovais; aristadas no ap ce.

Folhas: aristadas ou mucronadas; rerr otamente dentadas, denticuladas ou subinteiras; 5-palmadas
(ocasionalmente 3, 7 ou 9); lobadas em :2/3 do seu comprimento ou préximo a base; cardadas;
membranosas. As folhas sdo verdes-escuras e se perdem no outono.

Glandulas: 2 a 4 glandulas por peciolc; estiptadas.

Pedtnculos florais: 3-7 cm de comprimento, geralmente sélidos.

Bracteas: ovais a ovado-oblongas, ao redor do apice; localizadas na base da flor; membranosas; e

38



verde-palidas.

Tubo do calice: flores com mais de 1C cm, em forma de copo.

Sépalas: lanceo-oblongas; obtusas n> &pice; subcoridceas; externamente verdes e brancas ou
rosas por dentro; apresenta quilhas dorsais.

Pétalas: oblongo-obtusés; membranaceas; brancas, rosas, levemente violaceas ou ainda azuladas.

Corona: 4 séries, com as duas mais externas ficando mais escassas da metade para o topo (6
mm), Sao mais longas do que as pétalas; filifo mes; radiadas; azuis no apice, branco no meio e pdrpura na
base. As duas séries internas (1-2 mm) s&o eretas, brancas e purpura no apice. (Nota: as cores e os
padroes concéntricos das mesmas na corcna desta espécie apresentam diversas formas que sao,
possivelmente, varidveis de regido para regiac). Os filamentos da corona podem ser ainda azul-celeste ou
azul-robusto, podendo ou ndo serem variegadcs.

Opérculo: membranoso no tergo suiperior do seu comprimento; branco; fiIamenfoso abaixo;
filamentos longos; eretos; plrpura escuro.

Orgaos reprodutivos: limen cupuliforme; branco; localizado ao redor da base do androgindforo;
crenulado; ovario ovdide ou subgloboso.

Fruto: ovéide ou subgloboso; 6 cm de comprimento; 4 cm de didmetro; laranja ou amarelo;
apresenta geralmente grande quantidade de polpa de coloragédo avermelhada; odor suave e sabor muito
doce. Alguns tipos de frutos amarelados sdo comestiveis, mas ndo especialmente deliciosos. Os frutos se
formam precocemente no verdo e tardiamen:e no outono (de janeiro a abril), suportando temperaturas
minimas que variam de 1 até 4°C, com sementzas disponiveis.

Semente: obcordadas ou cunetadas; !> mm de comprimento e 3,5 a 4 mm de largura; reticuladas;
superficie com sulcos concavos em padrdes q e variam de levemente arredondados a muito irregulares. A
germinagdo ocorre mais facilmente se a umidade for grande e constante, bem como se a temperatura for
mantida entre 21-24°C.

Floragdo: de outubro a fevereiro no hemisfério sul (nativas) e de maio até novembro no hemisfério
norte (exdticas). As flores desenvolvem-se livremente quando crescem em uma localizagao ensolarada.
Suportam temperatura minima de 8°C, sempre floridas.

Habitat: helidfita, procurando se abrijar em posicdes aquecidas na orla da mata, capoeiras e
margem de rios (na orla da mata é seletiva higiofila)

Observagdes:. As flores sdo consiruidas nos brotos jovens; possuem fragrancia suave e
apresentam dimensdes que variam de 7-11 cm. O tamanho da planta adulta varia de 41 a 83 cm, enquanto
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que as dimensdes méaximas atingidas por ela f cam entre 4,60 m e 9,20 m. No verao, esta planta trepadeira
tem crescimento rapido (até 9 m) mantendo-se sempre-viva ou semi-sempre-viva; no inverno a planta
raramente cresce. Nesta tltima estagdo, ela resiste ao frio intenso, ja que perdeu a maioria de suas folhas
durante o outono.

Origem e distribuigéb: Brasil, Paraguai, Uruguai e Argentina e Bolivia. Atualmente esta

naturalizada em regibes tropicais por todo o muindo, principalmente na Europa.

4.1.2. Passiflora tenuifila: caracteristicas

Espécie: Passiflora tenuifila.

Nome popular: maracuja-de-cobra ou maracuja-branco.

Habito: escandescente.

Caule: cilindrico; estriado; subangular nas porgoes jovens.

Estipulas: folidceas (podendo atingir grandes medidas); semi-oblongas ou subreniformes; agudas e
mucronadas no &pice; arredondadas na base; ylaucecentes na face abaxial.

Folha: trilobadas; I6bulos oblongos; btusos e mucronados no dapice; glandulas serrilhadas no
sinus: o l6bulo médio estreita-se na base; cordadas ou subpeltadas na base; com cinco nervuras;
glaucecentes na face abaxial; apresenta grand: peciolo com glandulas.

Glandulas: peciolos com 2-6 glandulas; dispersas ou subopostas.

Pedunculos florais: delgados; articulados préximo ao apice.

Bracteas: verticiladas; cordado-ovadasi; agudas e mucronadas no apice; persistentes; glaucecentes
em ambas as extremidades; margem inteira.

Tubo do calice: tubo pateliforme.

Sépalas: linear-oblongas; obtusas no apice; carinadas e com uma arista folidcea na face abaxial;
verdes na face abaxial, com a margem alvecente e alvas na face adaxial; cartaceas.

Pétalas: linear-oblongas; obtusas no a»>ice; alvecentes.

Corona: quatro séries de filamentos; as exteriores capilares, as internas filiformes; alvas e com
aspecto plumoso em alguns casos.

Opérculo: membranaceo; plicado.

Orgaos reprodutivos: limen cupuliforine; envolvendo frouxamente a base do androgindforo; ovario

ovdide; glaucecente; glabro.
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Fruto: subgloboso, globoso ou tipicamente em formato de gota d’dgua; amarelo quando maduro;
glabro; apresenta pouca quantidade de poupa amarelada que possui odor forte, levemente desagradavel e
sabor adocicado; possui mesocarpo com camaras. Os frutos séo formados de outubro a abril.

Semente: obovadas; alveoladas; testa reticulada e eixo levemente curvado.

Floragao: floresce de outubro a abril.

Habitat: helifita; seletiva higréfila; raramente encontrada em capoeiras, matas abertas e capoes

dos campos.

Origem e distribuigao: Brasil, Argentina, Paraguai e Bolivia
4.1.3. Peculiaridades

Alguns dados observados em campo sugerem que, em cada ufna das regides fisionémicas do Rio
Grande do Sul, P. caerulea e P. tenuifila apresentam certas caracteristicas florais e vegetativas particulares
e que poderiam constituir diferengas regionais. Exemplos de variagdes locais observadas s&o: padroes de
coloragdo das pétalas e da corona de filamentos, nimeros de séries da corona, formato das folhas e a
selegao preferencial de habitat. Estas carateristicas podem ser devidas a fatores genéticos peculiares das
populagdes regionais, ou ainda devido a fatore:s ambientais locais.

A exemplo do que acontece com as horténsias (Hydrangea macrophylla — Saxifragaceae), a
variagdo de coloragdo poderia ser devida, anda, a fatores edéficos. Neste exemplo, o solo exibe um
gradiente de transigdo de solos basélticos para solos graniticos (regido da Serra Gaucha, sentido N — S,
respectivamente). Nesta regido, a espécie exite variagéo de tonalidade da inflorescéncia entre rosa e azul,
dependendo do tipo de solo no qual a planta s= encontra. Esta diferenga ocorre basicamente em fungao do
valor do pH do solo: solos de origem graniticas (pH > 7, basico) determinam inflorescéncias rosas e solos

de origem basdlticas (pH < 7, 4cido) determitam inflorescéncias azuis (Sérgio L. C. Leite, comunicagéo

pessoal).
4.1.4. Filogenia das espécies de Passiflora c ue ocorrem no Rio Grande do Sul

Para os 90 caracteres morfoldgicos estudados e selecionados a partir da morfologia comparada
(apéndice 1), que apresentaram de dois a Jito estados cada, foram obtidas 14 arvores filogenéticas

igualmente parcimoniosas. A partir destas filogienias, foram montadas arvores de consenso usando quatro
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metodologias diferentes: senso semi-estrito, senso estrito, Adams e Majority-Rule. Por motivos de
confiabilidade, foram escolhidas para discussan as arvores de Majority-Rule e senso estrito (figuras 3 e 4).

Observando a arvore de Majority-Rule. percebe-se que somente trés grupos filéticos apresentaram
porcentagens de ocorréncia superiores a 50%; (figura 3). Os agrupamentos que separam os subgéneros
Passiflora e Decaloba, bem como o ramo filético que agrupa P. elegans e P. actinia, apresentaram
porcentagens de ocorréncia de 100%, enquaito que o grupo formado por P. amethystina e P. caerulea
apresentou porcentagem de ocorréncia de 50%. Os demais ramos apresentaram porcentagens de
ocorréncia de 25%, nao sendo filogeneticamente consistentes .

A andlise de confiabilidade por re-am ostragem (bootstrap) da arvore de consenso senso estrito
indica que, usando 90 caracteres, somente foram consistentes os agrupamentos que separam OS
subgéneros Passiflora e Decaloba (valor de bootstrap = 100), bem como foi consistente o ramo filético que

agrupa P. elegans e P. actinia (valor de bootstrap = 77) (figura 4)

100 P. actinia \
P. elegans
o5 P. alata
; Subgénero
P. > _
25 edulis Passiflora
50 P. amethystina
25
P. caerulea”
25 o5 P. eichleriana )
. Subgénero
P. foetida -
100 Dysosmia
P. tenuifila* Subgénero
Passiflora
o5 P. capsularis ")
50 _| — P. morifolia
P. suberosa > Subgénero
Decaloba

P. misera

25

P. organensis y

Figura 3: Arvore de consenso (Majority Rule) construida a partir das 14 arvores mais parcimoniosas obtidas
pela comparagdo de 90 caracteres morfolégicos de espécies de Passiflora que ocorrem naturalmente no
RS. Os nomes no fim dos ramos corresporidem a espécie; os nimeros acima dos ramos indicam a
porcentagem de ocorréncia do agrupamento e 1tre todas as arvores obtidas. As espécies de interesse neste
trabalho aparecem destacadas com um asteris co.
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P. foetida

P. tenuifila*

P. actinia

77

P. elegans

P. capsularis

P. misera

100
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Figura 4: Arvore de consenso estrito, construia a partir das 14 arvores mais parcimoniosas obtidas pela
comparagao de 90 caracteres morfolégicos de espécies de Passiflora que ocorrem naturalmente no RS. Os
nomes no fim dos ramos correspondem a espécie; os nimeros acima dos ramos indicam os valores de
“Bootstrap” (100 replicagdes) em porcentagemn para os agrupamentos. As espécies de interesse neste
trabalho aparecem destacadas com um asteris:o.

4.2. Mapas de Distribuicéao

A localizagdo dos registros e a distrijuigdo das duas espécies em estudo, na América do Sul,
podem ser vistas na figura 5. Os resultados indicam que P. caerulea tem uma distribuigdo mais ampla do

que P. tenuifila. Através deste diagrama Je dispersao, tem-se indicios de que ambas espécies
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apresentam uma distribuigdo relacionada com as rotas migratérias da flora tropical, que partiu do norte
avangou em diregdo ao sul (figura 2). As dues frentes de dispersdo também ficam claramente definidas,
formando uma estrutura em forma de “V” . O trago esquerdo, corresponderia a leva de disperséo do Brasil
Central e Amazdnia; enquanto que o brago direito corresponde a dispersdo da Costa Atlantica (para
detalhes, ver item 1.4.2). Assim, P. caerulea se distribui naturalmente pelo Brasil, Paraguai, Uruguai,
Argentina e Bolivia; e P. tenuifila pelo Brasil, Aigentina, Paraguai e Bolivia.

A localizagdo dos espécimes de ambas espécies amostrados no Rio Grande do Sul, pode ser
visualizada na figura 6. Nesta figura, pode-se: notar que P. caerulea se distribui por praticamente todas
regides do RS, ndo havendo registro de sua ccorréncia no noroeste do Estado, na regiao do Alto Uruguai
(porgédo oeste do Planalto Rio-Grandense). Isso pode ser devido, provavelmente, a expansao da fronteira
agricola do Estado, que se sobrepde com a drea onde a presenga da espécie nao foi registrada.

Por usa vez, P. tenuifila parece ter urna distribuicdo, em grande parte, sobreposta a P. caerulea.
Contudo, em certas regides, ela ndo estd presente e, em outras, ela aparece sozinha. Estes dados
demostram que a ocorréncia de P. tenuifila esta distribuida pelas regides da Planicie Costeira, Depressao
Central, porcdes oeste e média do Planalto Rio-Grandense (Alto Uruguai e Planalto Médio,
respectivamente) e porgdes norte e leste da 3erra do Sudeste. A restricdo da distribuicéo de P. tenuifila
seria em relagdo a regidgo da Campanha Gadcha e dos Campos de Cima de Serra (porg&o leste do Planalto
Rio-Grandense).

O diagrama de distribuicdo das duas espécies no Rio Grande do Sul pode ser visto na figura 6. Um
unico registro de P. caerulea foi obtido para @ porgdo da Planicie Costeira que constitui a peninsula que
separa a Lagoa dos Patos do Oceano Atlanticc. Esta ocorréncia foi registrada no Parque Nacional da Lagoa
do Peixe, no interior da zona da Mata de Festinga, justamente sob a sombra de uma figueira (Ficus
organensis).

Apesar da ocorréncia deste espécime ser natural, ela pode ser considerada rara e efémera. A
espécie de Ficus citada anteriormente oferece, sazonalmente, frutos que podem ser consumidos pela
avifauna. Como um grande nimero de espécimes de P. caerulea tenham sido encontrados de baixo de
arvores frutiferas normalmente visitadas por zves, isso sugere que esta espécie é dispersa regularmente
por aves. Por outro lado, as caracteristicas do solo desta regido sdo muito adversas (salinidade, solo
arenoso, baixa valor nutricional), de modo qLe o ambiente torna-se um fator limitante & presenca de P.
caerulea na regio. A Unica espécie de Passiflora observada na regido é P. suberosa (Lorenz, 2001), que é

conhecida por sua robustez e capacidade de adaptagdo a ambientes arenosos e haldfilos (evidéncias de
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semente a longa distancia, realizada por alguma aves nao identificada.

Figura 5: Mapa dos pontos de ocorréncia registrados para P. caerulea (quadrados) e
P. tenuifila (pontos). As linhas pontinhadas representam os limites de distribuigéo de
P. caerulea, a linha continua indica os limites de P. tenuifila.
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Figura 6: Mapa dos pontos de ocorréncia registrados para P.
caerulea (pontos azuis) e P. tenuifila (pontos verdes). As linhas
amarelas indicam os limites internacionais; as linhas brancas os
limites interestaduais (adaptado de Porto et al, 2001).

e

i Sem ocorréncia

= P. tenuifila

B P. caerulea

7 P. caerulea/P. tenuifila

Figura 7: Diagrama de distribuicdo de P. caerulea e P. tenuifila para o
Rio Grande do Sul, construido com base nas ocorréncias registradas
no Estado. Os limites sdo tratados como linhas retas pois sdo
arbitrarios. A legenda das cores esta indicada na figura.

(NST

3
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4.3. Dados Ecoldgicos

Os resultados obtidos com as 15 variaveis ecologicas podem ser visualizados nas tabelas 3, 4 e 5.
Das quinze variaveis climaticas estudadas, onze apresentaram algum resultado significativo (p<0,05) (tabela
3). Dentre as varidveis quantitativas, oito apresentaram diferenca significativa entre as médias obtidas para
as duas espécies (temperatura média, amplitude térmica, indice de oceanidade de Kerner, indice de aridez
de Knoche, dias de chuva, nimero de meses umidos, nimero de meses chuvosos e evaporagéo); enquanto
que as diferengas encontradas para as variancias foram significativamente distintas entre P. caerulea e P.
tenuifila para oito varidveis estudadas (temperatura média, amplitude térmica, umidade relativa do ar, indice
de aridez de Knoche, dias de chuva, nimero de meses umidos, precipitacéo total e insolagdo média) (tabela

4).

Tabela 3: Resultados obtidos para teste t e F e respectivos valores de probabilidade
(p), analisando as diferengas entre as populagdes de P. caerulea (n=127) e P.
tenuifila (n=52); valores de p significativos em negrito-italico.

Variaveis climaticas

Variaveis quantitativas t P F p
Temperatura Média (°C) -3610 <0,001 14,265 <0,001
Amplitude Térmica (°C) 2,087 0,039 11,158 0,001
indice de Oceanidade (Kerner) 177 0,002 0,887 0,348
Umidade Relativa do Ar (%) -1,516 0,132 8,568 0,004
indice de Aridez (Knoche) 3,843 <0,001 19,703 <0,001
Dias de Chuva 2,331 0,021 45,794 <0,001
N° de Meses Umidos (30-50 mm) -2,189 0,031 5,184 0,024
N° de Meses Chuvosos (>100 mm) 177 0,011 2,895 0,086
indice de Continentalidade (Johannsson) 0,042 0,996 0,541 0,463
Precipitagdo Total (mm) -1,461 0,147 5,830 0,017
indice de Nebulosidade 1,109 0,269 0,612 0,435
Insolacdo Média 1,439 0,153 9,637 0,002
Evaporacdo (mm) 5,528 <0,001 2,057 0,153

Variaveis qualitativas* P
Tipo de Clima (Képpen)* <0,001 (Exato)

Tipo de Solo* 0,536 (Exato)

Dentro do grupo das variaveis qualitativas, somente o tipo de clima de Képpen mostrou resultados
significativamente distintos entre as duas espécies (tabela 3). A relagdo entre o numero de individuos

encontrados em regides com cada tipo de solo e com cada tipo climatico estéo exibidos na tabela 5.
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Tabela 4: Médias e desvios padrdes calculados para as varidveis quantitativas
estudadas entre as populagbes de P. caerulea (n=127) e P. tenuifila (n=52).

Variavel Espécie Média Desvio
Padrao
Temperatura Média (°C) P. caerulea 18,3465 1,8187
' P. tenuifila 19,2692 1,4296
Amplitude Térmica (°C) P. caerulea 10,6772 1,4523
P. tenuifila 10,2308 1,2306
indice de Oceanidade (Kerner) P. caerulea 3,3071 8,2669
P. tenuifila -1,1538 9,2150
Umidade Relativa do Ar (%) P. caerulea 78,1496 2,8732
P. tenuifila 78,7500 2,1862
indice de Aridez (Knoche) P. caerulea 58,4252 21,1730
P. tenuifila 47,6923 14,9004
Dias de Chuva P. caerulea 99,2126 19,0907
P. tenuifila 94,0385 10,3393 |
N° de Meses Umidos (30-50 mm) P. caerulea 1,7953 1,6298
P. tenuifila 2,4231 1,7861
N° de Meses Chuvosos (>100 mm) P. caerulea 10,2047 1,6298
P. tenuifila 9,5000 1,7207
indice de Continentalidade (Johannsson) P. caerulea 13,6378 3,2797
P. tenuifila 13,6154 3,0943
Precipitagéo Total (mm) P. caerulea 1450,7874 261,7087
P. tenuifila 1394,2308 223,3115
indice de Nebulosidade P. caerulea 5,0551 0,5241
P. tenuifila 4,9615 0,4835
Insolacdo Média P. caerulea 2467,7165 147,4018
P. tenuifila 2438,4615 112,2914
Evaporagdo (mm) P. caerulea 836,2205 180,6818
P. tenuifila 703,8462 128,2790

Tabela 5: Distribuicdo observada para as categorias das variaveis
ecolégicas qualitativas analisadas entre P. caerulea (n=127) e P.
tenuifila (n=52).

Tipo de Clima (Koppen) Total
Cfa Cfb
Espécie  P. caerulea 60 67 127
P. tenuifila 44 8 52
Total 104 75 179
Solo (origem)
Basalto Granito
Espécie  P. caerulea 52 75 127
P. tenuifila 18 34 52
Total 70 109 179
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4.4. Variabilidade genética e molecular
4.4.1. RAPD-PCR

Os resultados obtidos com RAPD-PCR podem ser observados no apéndice 2. Foram obtidos no
total 50 diferentes haplétipos para os 11 iniciadores utilizados na andlise, que constituiram a totalidade de
182 fragmentos (/oci).

A matriz de distancia/similaridade obtidla pelo método de Nei & Li pode ser vista no apéndice 3. A
arvore filogenética obtida pela metodologia de “Neighbor-Joying” separa claramente dois grupos distintos,
constituidos, cada um deles, por individuos d2 somente uma das espécies (figura 8). A consisténcia dos
ramos que separam P. caerulea e P. tenuifila foi bastante alta, mostrando valores de suporte equivalentes a
100% e 95%, respectivamente. A excecéo é feita ao individuo T11, que.apresenta uma posigéb filogenética
distinta dos demais, sustentada por um alto valor de suporte (90% dos casos). Isso pode ser devido a dois
fatos diferentes: (1) este individuo é realmenie uma P. tenuifila que, por se encontrar no limite oeste de
distribuicdo da vegetag@o que invadiu o RS oela Costa Atlantica, apresenta um haplétipo caracteristico
devido ao isolamento genético da populagdo Iccal; ou, (2) trata-se de uma espécie distinta ou de um hibrido
interespecifico. Analisando os dois casos, & rais provavel que a segunda situagao reflita mais a verdade.
Isso pode ser afirmado pois outros individuos de P. tenuifila estudados, apesar da grande distancia
geografica que os separa (alto grau de isolamento genético), sdo agrupados consistentemente dentro do
mesmo grupo filético (p/ ex. T9 e T10). Como existem espécies presentes no Estado, que apresentam
morfologia vegetativa muito semelhante a P. tenuifila (P. eichleriana e P. amethystina), € provavel que tenha
ocorrido um problema de identificagdo da espécie ou que o individuo em questéo seja um hibrido, cuja
morfologia se assemelha mais a de P. tenulifila.

Outras consideragdes interessantes podem ser feitas baseadas na arvore filogenética. Tanto para
uma espécie como para outra, ndo houve grande suporte para os agrupamentos subpopulacionais,
indicando que ndo existe uma estruturagdo em nivel regional para as espécies estudadas. Porém, como os
indices calculados para acessar a diversidade genética intraespecifica indicam um baixo fluxo génico por
geragdo (dados apresentados a seguir), supCe-se que as distancias genéticas calculadas na arvore néo
foram suficientes para separa-las. Isso seria devido & pequena amostragem ou ao fato de que a
estruturacdo genética das subpopulagdes de ambas espécies se da em um nivel de hierarquia geografica

menor do que o esperado.
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Figura 8: Dendrograma construido a partir da distansia genética de Nei & Li (1 974), com o método de Neighbor-
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Esta mesma arvore ndo exibe uma clara ordenagéo dos individuos em relagéo a posicéo geografica
em todos os ramos filéticos. Apesar disso, os resultados demonstram que muitos grupos filéticos possuem
grande consisténcia quando observados sob padrdes espaciais menores, como € o caso de T20, T21 e T22
(todos de Guaiba), C24 e C25 (ambos da estrada Tainhas — Terra de Areia) e outros.

Na tabela 6 sdo mostrad.as as estimativas de F¢ e 6, bem como o niimero efetivo de migrantes por
geracdo (Nm), para as populagdes analisadas de acordo com o modelo de ilhas de Wright (1969). Como o
F« é inversamente relacionado ao Nm, um alto valor de Fy significa que as populagdes sdo geneticamente
diferenciadas, resultado este obtido devido & baixa migragdo dos gendétipos (Ayres & Ryan, 1999). Os
resultados indicam que existe uma grande diferenciacdo entre as subpopulagdes de P. caerulea (Fst =
0.425; Nm = 0.3; valor p < 0.0001 /6 = 0.211; Nm = 0.9; Jackknife = 0.209), caracterizando grupos definidos
geneticamente dentro das areas estudadas. Como a distribuicdo desta espécie & bastante amp_lé no RS, o
significado da diferenciagio pode ser devido a fatores adaptativos as condi¢des climaticas locais. Por outro
lado, P. tenuifila apresenta uma diversidade intrapopulacional menor do que P. caerulea (Fg = 0.164; Nm =
1.3; valor p<0.0001/ 6 = 0.187; Nm = 1.1; Jackknife = 0.178), possivelmente refletindo sua menor

distribuicdo geografica, dependéncia de certa constancia climatica e as variagdes genéticas associadas.

Tabela 6: indices populacionais calculados para as populagdes de P. caerulea e P. tenuifila.
A primeira coluna indica o nivel populacional analisado (jtalico) e a metodologia empregada;
as colunas seguintes contém os valores calculados para a perda de heterozigosidade por
geracdo (Fg), numero de migrantes por geracdo (N,) e 0s respectivos valores de
prebalidade (Sig.)

Espécie Fst Nm Sig.

P. caerulea (n=28, n° de loci=182)

Wright (Ft) 0.425 0.3 p<0.0001

Weir & Cockerham (6) 0.211 0.9 0.209 (Jackknife)
P. tenuifila (n=21, n° de loci=165)

Wright (Fst) 0.164 1.3 p<0.0001

Weir & Cockerham () 0.187 11 0.178 (Jackknife)
P. caerulea vs. P. tenuifila (n=50, n° de loci=182)

Wright (Fst) 0.143 1.5 p<0.0001

Weir & Cockerham () 0.352 0.5 0.356 (Jackknife)

Os resultados da variagao intrapopulacional e interpopulacional estdo apresentados na tabela 7. Os
dados indicam que a variagdo da porcentagem de loci polimérficos (P%) dentro das subpopulagdes de P.
caerulea foi bastante heterogénea, oscilando desde ~ 52%, para a subpopulacéo da Serra Geral (SG), até ~

19%, para a Campanha Gaucha (CA). A mesma razéo pode ser observada em relagéo aos indice médios
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de heterozigosidade (H.) e diversidade de Shannon (ls;), sendo que SG apresentou 0S maiores valores;
enquanto CA apresentou os menores indices. Curiosamente, os desvios padrdes (sd) obtidos para as seis
diferentes subpopulagdes foram bastante proximos, tanto para He como para s, indicando que a variancia
dos individuos préximos a média é bastante homogénea nos diferentes locais. Outro fato interessante, é
que as subpopulagdes de P. cae}ulea s80, em média, apenas 27,45% diversas entre si, sendo que a grande

maioria dos loci (~ 70%) s&o polimorficos entre as subpopulages e a heterozigosidade calculada foi 17,37%
(£17,62 %).
Tabela 7: indices populacionais calculados para as subpopulagdes e populagdes de P. caerulea e P.

tenuifila. A primeira coluna indica o nivel populacional analisado (variagéo intraespecifica ou
interespecifica), as demais colunas contém os valores calculados para os indices descritos na tabela.

Espécie/Populagao Porcentagem de loci Heterozigosidade de Indice de Shannon (Ish)
polimérficos (P%) Nei esperada (H.) )
P. caerulea (n=28, n° de loci=182)
Campanha (CA) 18.68 0.0774 £ 0.1619 (sd) 0.1130+ 0.2363 (sd)
Depressao Central (DC) 39.01 0.1285+ 0.1795 (sd) 0.1959 + 0.2623 (sd)
Planicie Costeira (PC) 27.47 0.0939 + 0.1636 (sd) 0.1426 + 0.2413 (sd)
Planalto Meridional (PL) 2418 0.1001 £ 0.1778 (sd) 0.1462 + 0.2596 (sd)
Serra Geral (SG) 51.65 0.1512+ 0.1834 (sd) 0.2337 +'0.2635 (sd)
Serra do Sudeste (SS) 19.23 0.0755 + 0.1633 (sd) 0.1106 £ 0.2343 (sd)
Populagéo total 70.88 (129) 0.1737 + 0.1762 (sd) 0.2745 + 0.2501 (sd)
P. tenuifila (n=21, n° de Joci=165)
Depressdao Central (DC) 48.48 0.1583 £ 0.1900 (sd) 0.2402 + 0.2748 (sd)
Planicie Costeira (PC) 30.30 0.1219 + 0.1928 (sd) 0.1784 + 0.2767 (sd)
Planalto Meridional (PL) 39.39 0.1367 £ 0.1878 (sd) 0.2058 + 0.2719 (sd)
Serra Geral (SG) 09.70 0.0407 £ 0.1236 (sd) 0.0594 + 0.1805 (sd)
Populagao total 67.58 (123) 0.1808 + 0.1875 (sd) 0.2803 + 0.2641 (sd)

P. caerulea vs. P. tenuifila (n=50, n° de loci=182)
Populagéo total 95.60 (174) 0.2249 +0.1697 (sd) 0.3564 +0.2260 (sd)

Para as subpopulacdes de P. tenuifila, a estrutura evidenciada pelo célculo dos diferentes indices
mostrou uma certa peculiaridade. Para as subpopulagdes da Depressdo Central (DC), Planicie Costeira
(PC) e Planalto Meridional (PL), os indices foram, em média, relativamente altos; enquanto que para a
subpopulacdo da Serra Geral (SG), os indices foram muito baixos. O valor de P% demostra claramente esta
situacdo: 9,10% dos loci foram polimérficos. O indice He mostra que a populagdo SG tem cerca de 5% de
heterozigosidade, enquanto que ls, indica a baixa diversidade da populagéo (~ 6% do total). Assim como
para P. caerulea, P. tenuifila apresentou um pequeno grau de diversidade dentro da populacéo (cerca de
28%), sendo que a variagio intraespecifica, evidenciada pela porcentagem de loci polimorficos, foi bastante
elevada (67,58%) e a heterozigosidade estimada em torno de 18% (+ 18,75%).

Para a variagdo interespecifica, os resultados obtidos indicam que a variagéo global dentro da
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populagdo de cada uma das espécies ndo é significativamente diferente. Contudo, esta similaridade néo se
deve a um alto grau de semelhanga genética entre ambas para os mesmos foci, mas ao fato que a
diversidade genotipica geral de cada grupo é semelhante. Assim, em termos gerais, tem-se que a incidéncia
de loci polimérficos entre as duas populagdes é extremamente alta (=~ 95%), apesar da diversidade entre as
duas populagdes ficar em torno de 36% e a heterozigosidade média esperada ser equivalente a 22,49%.

A correlagdo entre as distancias geograficas e genéticas (teste de Mantel) pode ser observada na
tabela 8. A andlise indica que ndo houve relagio estatisticamente significativa entre a variagdo genética
observada e as distancias geograficas calculadas, tanto para as populagdes de P. caerulea como para P.
tenuifila. Contudo, quando as duas espécies séo analisadas em conjunto, uma correlagédo positiva entre as

variagdes genéticas e geograficas é encontrada (r = 0,1186; p < 0,025).

Tabela 8: Resultados do teste de Mantel, considerando as variagdes genéticas
e geograficas de 28 individuos P. caerulea e de 22 P. tenuifila (n=50)

amostrados.
Comparagao Coeficiente de Probabilidade
Correlagao (r)
P. caerulea
Dist. Genética vs. Dist. Geografica 0,1339 p>0,05

P. tenuifila
Dist. Genética vs. Dist. Geogréfica 0,0998 p>0,05

P. caerulea | P. tenuifila
Dist. Genética vs. Dist. Geografica 0,1186 0,01<p<0,025

Com se trata de uma correlagdo positiva, pode-se dizer que quanto mais distantes forem os
individuos, menos parecidos geneticamente eles serdo, ja que a variacdo geogréafica esteve diretamente
relacionada a variagdo genética. Calculando o coeficiente de determinagéo (rz), encontra-se que somente
1,42% da variacdo genética encontrada pode ser explicada pela distancia geografica (r2 = 0,01406). Em
fungdo do valor baixo de r?, que ndo indica grande diferenga genética em termos geograficos, estes
resultados devem ser considerados com cuidado.

Como existem dois "sinais" interferindo um no outro (a distdncia geogréafica e a filogenia) sé
poderiam ser misturados os dados de ambas espécies, com algum valor informativo, se fosse assumido que
o fato de um individuo ser P. caerulea ou ser P. tenuifila ndo interfere no padrao de bandas, e que apenas a
geografia sofre variagéo. Isto ndo é valido, uma vez que os dados de distdncia genética utilizados para a

construcdo do dendrograma separam claramente, e com grande valor de suporte, os grupos formados por
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cada uma das espécies estudadas. Sendo assim, a correlagdo positiva encontrada nédo passa de uma

resultado casual e ndo informativo.

5. DISCUSSAO:
5.1. Filogenia Molecular vs. Morfologia

A complexidade dentro do género Passiflora é alta, o que dificulta a classificag@o sistematica
baseada somente em caracteres morfoldgiccs. Os resultados aqui apresentados concordam com esta
observagao, pois demonstraram que, para a andlise das espécies do RS, as relagoes filogenéticas ficam
pouco resolvidas quando apenas dados morfoliigicos s@o considerados (figura 4). |

Contudo, comparagdes morfoldgicas qiie considerem um grande niimero de caracteres também sao
problematicas e podem mascarar as verdadeiras relagbes de descendéncia/ancestralidade entre grupos
muitos relacionados, causando inconsisténcias (de Queiroz et al, 1995). Os problemas podem surgir quando
se comparam caracteristicas que ndo apresentam importancia evolutiva ou que sejam convergentes (Hillis,
1996). Um exemplo deste aspecto, é o valor texondmico atribuido ao formato da folha dentro de Passiflora;
este critério, que é um dos aspectos fundamentais para a constituigdo de uma série, ndo necessariamente
indica as relagdes evolutivas entre as espécies consideradas.

O caso de P. actinia e P. elegans é ur1 bom exemplo. Estas duas espécies estao classificadas em
séries distintas (Simplicifolia e Lobatae, respectivamente), o que pressupde uma certa distancia filogenética,
caso o critério adotado para a separagao esteja correto. No entanto, os resultados de anélises moleculares
(Lorenz, 2000; Muschner, 2001) e observagdes morfoldgicas, ecolégicas e genéticas (Lorenz, 2002) indicam
grande similaridade entre as espécies.

Apesar dos problemas inerentes & metodologia de andlise, a morfologia comparada constitui uma
poderosa ferramenta para resolver problemas :3volutivos, principalmente quando aliada a biologia molecular
(ver item 1.4.1). Ela constitui um método 2xtremamente confidvel, desde que sejam escolhidos os
caracteres corretos para a andlise e que hes sejam atribuidos os pesos corretos. A comparagao
morfolégica aqui apresentada, aliada aos resultados moleculares anteriormente obtidos por Muschner
(2001) e Lorenz (2002), fornece subsidios bastante significativos para a proposicdo de uma nova
classificagdo para, pelo menos, parte do génsro Passiflora, especialmente no que se refere a secgdes e
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subgéneros (Freitas et al., 2002; Muschner et ¢ /., 2002).

5.2. Ecologia vs. Distribui¢ao

Os resultados obtidos com os dados ec:olégicos apontam para fatos interessantes. Em uma primeira
analise, olhando a varidvel climatica ‘temperatura média’, os dados sugerem que P. caerulea tenderia a
ocorrer em regides onde o clima é mais ameno, enquanto que P. tenuifila estaria preferencialmente
distribuida em zonas de temperaturas mais elevadas.

Porém, considerando os resultados di uma forma combinada envolvendo as demais variaveis, a
analise indica algo distinto: P. tenuifila estaric relacionada a climas mais constantes do que P. caerulea,
onde a temperatura é menos varidvel (amplituce térmica), a umidade mais constante ao longo do ano (n° de
meses Umidos), as chuvas sdo melhor distribuidas (n° de meses Umidos vs. n° de meses chuvosos) e onde
a agua nao é tao facilmente perdida (indice de aridez de Knoche vs. evaporagéo).

Curiosamente, este fator é confirmado pela andlise do tipo de clima, indicando que P. tenufila nao
esta associada ao clima Cfb. Este clima é encontrado nos Campos de Cima da Serra (porgéo leste do
Planalto Meridional), parte da Serra Galcha  algumas porgdes da Serra do Sudeste, sendo definido por
ter verdes quentes, épocas sempre umidas e invernos frios. Esta variagdo ambiental sazonal poderia
prejudicar a sobrevivéncia de P. tenuifila nestas regides.

Este aspecto é também evidenciado pelo fato de que as variancias de oito variaveis climaticas
quantitativas diferem significativamente entre as duas espécies (tabela 3). Assim, de um modo geral, poder-
se-ia supor que P. caerulea apresenta caracte ‘isticas mais tolerantes e menos especialistas em relagdo as
variagbes climaticas quando comparada com .. tenuifila. Isto é reforgado por observagbes de campo, que
evidenciam a extrema capacidade (ruderal) de colonizar ambientes degradados, alterados e sujeitos a
modificagdes bruscas de P. caerulea. Esta cap acidade parece ser mais reduzida em P. tenuifila.

Apesar desta evidéncia, certos cuidadcs devem ser tomados ao se considerar esta conclusdao como
definitiva. Muitas das variaveis estudadas podem detectar aspectos do clima que sdo semelhantes (p/ ex.
umidade relativa do ar, dias de chuva, indices de precipitagdo). Estes aspectos podem constituir sinais
ambientais correlacionados que influenciam a andlise, pois detectam as mesmas caracteristicas do clima
através de indices distintos. Assim, diferentes varidveis que séo correlacionadas podem estar indicando

aspectos climaticos Unicos, ja que o que sinal apontado por uma variavel pode estar sendo detectado
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também por outra.

Observando as regides fisiograficas jo Rio Grande do Sul, onde a distribuicéo de ambas as
espécies foi prevista (figura 6), tem-se também uma evidéncia extra da influéncia ambiental sobre suas
preferéncias ecolégicas. P. tenuifila ocorre em zonas mais préximas ao mar, onde a oceanidade mantém o
clima mais equilibrado, e na pdrgéo nordeste Jo Estado, onde o clima é quente praticamente o ano todo.
Excecdes também podem ser identificadas. Este é o caso da ocorréncia de algumas plantas de P. tenuifila
na Serra Galcha e na Serra do Sudeste, onde o clima é tipicamente Cfb.

Seja como for, os fatores fisicos condizionados pelo ambiente s@o importantes para o bem estar e
sobrevivéncia dos organismos no meio, deterininando sua distribuigdo natural. Como as plantas possuem
condicdes internas diferentes das externas, mentendo-as ao custo de altas taxas energéticas, as mudangas
ambientais podem invadir o espago interro e alterar o funcionamento do mesmo. Porém, este
funcionamento é plastico, podendo responcer as mudangas ambientais dentro de um vintervalo de
sobrevivéncia confidvel, que ndo precisa, nece:sariamente, ser o 6timo (Ricklefs, 1996).

O que determina o 6timo ecoldgico é varidvel de espécie para espécie, e tem a ver com a
velocidade de funcionamento interno e com os mecanismos de resposta/defesa apresentado por cada uma
delas. Estes mecanismos sdo medidos em termos de custo/beneficio (Odum, 1983; Ricklefs, 1996) para a
planta, e podem ser cruciais para a seletividade/tolerdncia dos organismos sob as adversidades do

ambiente.

5.3. Diversidade Genética

Convém ressaltar que algumas observagbes de campo sugerem que P. caerulea apresenta,
geralmente, tamanhos populacionais mais ¢levados do que P. tenuifila (dados ndo apresentados),
destacando que a estrutura populacional da pr meira espécie se aproxima mais do modelo tedrico utilizado.
Esta diferenciagdo poderia ter algum valor adatativo regional, dada as diferenciages climaticas e edéficas
encontradas no Rio Grande do Sul. Contudo, estes dados devem ser considerados com cuidado, ja que
muitos dos grupos analisados podem néo aprasentar uma distribuigdo nos padrdes previstos pelo modelo
de ilhas, tendo, na verdade, uma distribuigdo aproximadamente continua no Estado.

Outras evidéncias de campo reforgam este fato, como a presenga de um grande banco de

sementes e plantulas de Passiflora localizadas debaixo de &rvores que oferecem frutos comestiveis e séo
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comumente visitadas por aves (p/ ex. Eugenia spp (Mirtaceae) e Ficus spp. (Moraceae)). Estes animais
teriam assim um importante papel na dispersdo das semente de Passiflora, indicando a importancia do
mecanismo de dispersdo de semente a longas distancias (migragoes) para o grupo (Cain et al, 2000;
Nathan & Muller-Landau, 2000). Por outro liado, estes dados geram um paradoxo que ndo pode ser
explicado facilmente. Como pdde uma espécie apresentar bancos genéticos dispersos, construidos por
migragdes de longa distancia se as subpopulagdes aparentemente exibem uma estrutura mais localizada?
Uma possibilidade é que, talvez, o fluxo génico medido pelas estatisticas F represente dois sinais distintos:
um oriundo da polinizagdo e outro da dispersdo das sementes. Ambos estdo relacionados, ja que uma
semente s6 é gerada por um evento de polinizagdo. Porém o estabelecimento de plantas adultas, oriundas
de sementes dispersas a longas distancias, poderia ser dificultado por um coeficiente de selegdo maior
quanto maior fosse a distancia percorrida pelo migrante. Assumindo que exista uma certa regionalizagao,
devida a fatores adaptativos, isso poderia ser possivel.

Outro ponto de abordagem interessanie é o fato de que a taxa de sobrevivéncia de individuos que
constituem um banco de sementes e plintulas é baixa (W. Mantovani, comunicagdo pessoal).
Estreitamentos demograficos atuantes durante os estagios de recrutamento, que se seguem apdés a
dispersdo, causam uma alta taxa de mortalidade das sementes dispersas, das plantulas e das plantas
adultas estabelecidas (Schupp 1990, 1993, 1¢95; Jordano & Herrera, 1995; Jordano & Godoy, 2000). Por
consequiéncia, a chance dos migrantes de pa ticiparem da populagéo efetiva local também é pequena, ja
que dificilmente sobreviverdo para produzirem sementes ou pélen. Os sobreviventes, por sua vez, poderiam
contribuir com seus genes para a populagao losal, mas pouco, devido a dois possiveis motivos: (1) estariam
em pequeno nimero, tendo uma pequena inf uéncia genética; e (2) teriam baixas chances de terem seu
pélen e sementes dispersos, ja que seriam taros para os polinizadores e também porque que as aves
visitantes preferencialmente comeriam os fruto:s presentes nas arvores.

Assim, os valores obtidos pelas estat sticas F e pela arvore filogenética nao estariam refletindo a
interferéncia dos individuos migrantes. Denro do possivel, as evidéncias apontam que existe uma
estruturagdo em metapopulagdes, que, apesar de serem fragmentadas, compde uma estrutura mais

complexa quando analisadas sob um ponto de vista mais amplo.
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5.4. Consideracoes Histdricas

O Brasil, como um todo, apresenta uma flora essencialmente tropical. O sul do Brasil também,
embora haja uma participagéo notavel de elem 2ntos temperados no Planalto Meridional.

No Rio Grande do Sul a flora temperacla concentra-se nas altitudes maiores do Planalto Meridional,
com um foco secundario na Serra do Sudesie (escudo cristalino). Nestas dreas, o elemento temperado
mistura-se com elementos tropicais de altitude (ordfilos), com centros de riqueza nos Andes tropicais ou no
Brasil Central, além de elementos neotropicais de ampla distribuicdo. Diversos géneros apresentam
distribuicdo disjunta em relagdo aos Andes, sugerindo a existéncia de paleocaminhos de migragéo ou
eventos bem sucedidos de dispers&o a longa distancia (Rambo, 1948, 1951, 1958).

O Rio Grande do Sul, apesar da situacdo tipicamente subtropical, possui uma flora
predominantemente tropical, embora empobrecida em relagdo aos Estados brasileiros mais seténtrionais. A
flora tropical concentra-se sobretudo no Litoral Norte e no Alto Uruguai. Estas regides podem ser
consideradas como verdadeiras frentes de contato com elementos tropicais costeiros (atlénticos) e do
interior (Parana-uruguaios), respectivamente. Mais ao sul, nas matas de encosta da Serra Geral e da Serra
do Sudeste, a mistura destes dois elemertos forma uma combinagéo floristica tipicamente sul-rio-
grandense. Isso representa, também, o limite meridional de muitos taxa florestais (Rambo, 1950, 1960,
1961).

O género Passiflora é tipicamente urr grupo de plantas tropicais, como ja descrito anteriormente
(ver item 1.2). Como a flora tropical pode ser 2ntendida como o conjunto de taxa endémicos ou centrados
em regides de baixas latitudes (apesar de ndo serem muito homogéneas), elas podem ser diferenciadas
segundo varios regimes hidricos e também am diferentes regimes térmicos (Waechter, 1998 e 2000).
Assim, pode-se falar de floras tropicais higréfilas, oréfilas e xerdfilas, que tendem a se concentrar,
respectivamente, em florestas, montanhas e szvanas.

A distribuicdo de taxa tropicais muitas vezes ndo se restringe aos tropicos propriamente, mas se
estende também para regides subtropicais e Imesmo temperadas. Neste caso, quase sempre ocorre uma
reducdo acentuada na riqueza especifica e sua ocorréncia fica, muitas vezes, restrita a planicies ou terras
baixas, onde as médias de temperaturas sd> mais elevadas (Waechter, 2000). A origem ou afinidade
tropical, portanto, pode ser reconhecida por (radientes de diversidade decrescente no sentido norte-sul,
quando se considera o hemisfério meridional.

Este fato é comprovado quando se observa a riqueza especifica do género Passiflora que ocorre no
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Brasil. No centro geografico do Brasil (regiées Sudeste e Centro-Oeste), existem algumas dezenas ou
centenas de espécies de ocorréncia natural (C2rvi, 1997), enquanto que no Rio Grande do Sul, extremo sul
do limite da flora Neotropical (Waechter, 1998, ocorrem somente 15 espécies (Mondin, 2001) (item 1.5.4).
Levando em conta os fatores histéricos dos contingentes migratérios (item 1.5.3), poder-se-ia considerar
que as populagdes das diferentes espécies de Passiflora presentes no Estado surgiram apds a expansao
meridional da vegetagdo tropical, que migrou do norte. E de se supor, entdo, que os individuos que
constituiram as primeiras populagdes de P. caerulea e P. tenuifila colonizaram o Estado a partir de dois
locais preferenciais: o Alto Uruguai (noroeste) e a “porta de Torres” (nordeste). Assim, as populagdes das
duas espécies presentes atualmente nas diversas regioes do Estado teriam sido originadas de um processo
dispersivo ocorrido no decorrer da Gltima era geoldgica. Este processo ndo chegou ao seu fim, mas

continua até os dias de hoje.
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7. APENCIDE

Apéndice 1: Caracteres e categorias utilizados na analise filogenética baseada em morfologia.

Carater

Estado

Ecologia
1. Habito
2. Habitat

3. Floragao
4. Formagao dos frutos

5. Auto-compatibilidade
6. Polinizador

7. Crescimento

8. Capacidade ruderal

Folhas
9. Numero de Iébulos
12.1. Formato dos Iébulos

12.2. Apice dos I6bulos

13. Peciolo foliar

14.1. Superficie peciolar
14.2. Numero de nervuras
16. Glandulas

19. Bordo foliar

20. Textura

21. Filotaxia

22. Coloragao

283. Superficie do limbo

Estipulas foliares
24. Presenga
25. Formato
27.2. Nervuras
28. Apice

Caule
29.1. Aspecto da segao transversal
29.2. Aspecto da superficie
29.3. Resisténcia
29.4. Coloragao

Pedtnculo floral
30. Resisténcia
31. Articulagoes
32.1. Superficie

0: rastejante; 1: herbacea; 2: escandente

0: capoeiras; 1: bordo de mata; 2: interior de mata; 3: bordo e interior
de mata; 4: capoeiras e bordo de mata

0: primavera; 1: verdo; 2: outono; 3: primavera-verdo; 4: verao-
outono; 5: primavera-verao-outono; 6: inverno; 7: inverno-primavera;
8: inverno-primavera-verao; 9: todo o ano '

0: primavera; 1: verdo; 2: outono; 3: primavera-verdo; 4: verao-
outono; 5: primavera-verao-outono; 6: inverno; 7: inverno-primavera;
: inverno-primavera-verao; 9: todo o ano

1 nao; 1: sim

: abelhas e vespas; 1: beija-flores; 2: morcegos; 3: outros

: continuo; 1: descontinuo

1 nao; 1: sim

[eNeNoNe o]

0: um; 1: dois; 2: trés; 3: mais de trés

0: linear ; 1: ovado; 2: oval; 3: oblongo; 4: agudo; 5: cordado; 6:
orbicular; 7: deltéide

: obtusos; 1: agudos; 2: mucronados; 3: aristados; 4: emarginados;
: arredondados

: ausente; 1: presente

: glabra; 1: pilosa

: ausente; 1: uma; 2: duas; 3: trés; 4: quatro; 5: cinco, 6: + de seis

: ausentes 1: no limbo (ocelos); 2: no sinus e apices; 3: no peciolo;
: no peciolo e folhas

: inteiro; 1: trabalhado

membandcea; 1: cartacea; 2: coridcea

: alterna; 1: oposta; 2: verticilada

: concolor; 1: discolor; 2: variegada

: glabra; 1: pilosa

[cE-ReNe-N-R Wol-NRe¥i K]

: ndo; 1: sim

: ovais; 1: oblongas; 2: reniformes; 3: lineares; 4: outro;

: ausente; 1: uma; 2: duas; 3: trés; 4: mais de trés

: obtuso; 1: agudo; 2: mucronado; 3: aristado; 4: acuminado

[eloNoNe]

0: cilindrico; 1: sub-angulado; 2: angulado; 3: irregular
0: inteiro; 1: estriado ou sulcado; 2: alado
0: sélida; 1: flexivel

0: nao pigmentado; 1: pigmentos esverdeados; 2: pigmentos
carotendides; 3: pigmentos azul-arroxeados

0: delgado; 1: robusto — sélido
0: ausentes; 1: presentes
0: glabra; 1: pilosa
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Apéndice 1: (cont.)

32.2. Tipo

Bracteas
33.1. Formato

33.2. Apice
33.3. Nervuras
34. Coloragao
35. Textura
36.1. Superficie
36.2. Bordo

Cilice
37. Formato do tubo

38. Formato das sépalas

39. Apice das sépalas
40.Textura das sépalas
41. Coloragao dorsal das sépalas

42. Coloragao ventral das sépalas

43. Quilhas dorsais das sépalas (aristas)
44, Superficie das sépalas (dorsal)

45. Soldatura das sépalas

46. Numero de sépalas

47. Superficie das sépalas (ventral)

Corola
48. Formato das pétalas

49, Apice das pétalas
50. Textura das pétalas

51. Coloragao dorsal das pétalas
52. Coloragdo ventral das pétalas

58. Quilhas dorsais das pétalas
54. Superficie das pétalas

55. Soldatura das pétalas

56. Nimero de pétalas

Corona
57. Nimero de séries

58. Séries internas (filamentos)
58.2. Coloragao

58.3. Formato
58.4. Apice

59. Séries externas (filamentos)
59.2. Coloragé@o
59.3. Formato
59.4. Apice

Opérculo

60. Porgao superior
60.1. Formato
60.2. Coloragao
60.3. Margem

61. Porgdo médio-inferior
61.1. Formato
61.2. Coloragao

Limen

0: solitario; 1: aos pares; 2: solitarios e aos pares

0: linear ; 1: ovado; 2: oval; 3: oblongo; 4: agudo; 5: cordado; 6: sem
bracteas; 7: setaceos

: obtuso; 1: agudo; 2: mucronado; 3: aristado; 4: sem bracteas

: ausente; 1: presente; 2: sem bracteas

: concolor; 1: discolor; 2: variegada; 3: sem bracteas

: membanacea; 1: cartacea; 2: coridcea; 3: sem bracteas

: glabra; 1: pilosa; 2: sem bracteas

: inteiro; 1: trabalhado; 2: sem bracteas

OO0OO0OO00O0

0: pateliforme 1: caliciforme; 2: tubular; 3: campanulado; 4:
urceolado; 5: rotado; 6: ligulado

0: linear ; 1: acicular; 2: ovado; 3: oval; 4: oblongo; 5: agudo; 6:
lanceolado

0: obtuso; 1: agudo; 2: mucronado; 3: aristado

0: membandcea; 1: cartacea; 2: coridcea

0: ndo pigmentada (branca); 1: pigmentos esverdeados; 2:
pigmentos carotendides; 3: pigmentos azul-arroxeados;

0: ndo pigmentada (branca); 1: pigmentos esverdeados; 2:
pigmentos carotendides; 3: pigementos azul-arroxeados;

0: ausentes; 1: presentes

0: glabra; 1: pilosa

0: dialissépala; 1: gamossépala

0: zero; 1: trés, 2: cinco, 3: mais que cinco
0: glabra; 1: pilosa

0: linear ; 1: acicular; 2: ovada; 3: oval; 4: oblonga; 5: aguda; 6:
lanceoladas; 7: sem pétalas

0: obtuso 1: agudo; 2: mucronado 3: aristado; 4: sem pétalas

0: membandcea; 1: cartdcea; 2: coridcea; 3: sem pétalas

0: nao pigmentada; 1: pigmentos esverdeados; 2: pigmentos
carotendides; 3: pigmentos azul-arroxeados ou rosados; 4: sem
pétalas

0: nao pigmentada; 1: pigmentos esverdeados; 2: pigmentos
carotendides; 3: pigmentos azul-arroxeados ou rosados; 4: sem
pétalas

0: ausentes; 1: presentes; 3: sem pétalas

0: glabra; 1: pilosa; 2: sem pétalas

0: dialipétala; 1: gamopétala; 2: sem pétalas

0: sem pétalas; 1: trés, 2: cinco, 3: mais que cinco;

0: ausente; 1: uma; 2: duas; 3: trés; 4: quatro; 5: cinco, 6: seis; 7:
mais do seis.

0: ndo pigmentada; 1: uni-pigmentada; 2: variegada ou listrada; 3:
ausentes

0: cilindrico, 1: filiforme; 2: achatado; 3: capilar; 4: liguliforme; 5:
tuberculado; 6: ausente; 7: capitado

0: obtuso—agudo; 1: mucronado—aculminado; 2: cirroso—ondulado; 3:
ausente

0: ndo pigmentada; 1: uni-pigmentada; 2: variegada

0: cilindrico, 1: filiforme; 2: achatado; 3: capilar; 4: liguliforme; 5:
tuberbulado; 6: radiado; 7: dolabriforme

0: obtuso—agudo; 1: mucronado—aculminado; 2: cirroso—ondulado

0: membranoso; 1: filamentoso; 2: estendido horizontalmente; 3:
plicado

0: ndo pigmentado; 1: pigmentado

0: inteira; 1: denticulada; 2: fimbriada; 3: crenulada; 4: incurvada

0: membranoso; 1: filamentoso; 2: estendido horizontalmente; 3:
plicado
0: nao pigmentado; 1: pigmentado;
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Apéndice 1: (cont.)

62. Formato

63. Colorag@o
64. Arranjo em relagéo ao androginéforo

Androginéforo
66.Coloragéo

67. Pélos

68. Pistilo
68.1. Numero de carpelos
68.2. Nimero de locos
68.3. Formato do ovario
68.4. Placentagdo

Fruto
70. Formato

73. Coloragéo do epicarpo

74. Tipo de mesocarpo
75. Coloragdo do endocarpo (arilo)

76. Suculéncia do endocarpo
77. Tipo de fruto

Sementes
78. Formato

81. Borda
82. Superficie

Citologia
86. NUmero cromossomico

0: cupuliforme; 1: achatado; 2: convexo;, 3: anular; 4: tubular, 5:
membranoso

0: ndo pigmentado; 1: pigmentado

0: aberto; 1: circundante; 2: envolvente; 3: fechado; 4: anular; 5:
basal

0: n@o pigmentada; 1: pigmentos esverdeados; 2: pigmentos
carotendides; 3: pigmentos azul-arroxeados ou rosados; 4: ausente
0: ausentes; 1: presentes

0: um; 1: dois, 2: trés; 3: quatro; 4: cinco ou mais

0: um; 1: dois, 2: trés; 3: quatro; 4: cinco ou mais

0: globoso; 1: subgloboso 2: ovdide; 3: oblongo; 4: obovdide
0: axial; 1: parietal; 2: central livre

0: globoso, 1: oval; 2: ovéide; 3: oblongo; 4: elipsdide; 5: fusiforme;

0: esverdeada; 1: carotendide; 3: arroxeada ou. violdcea;, 4:
variegada ou listrada; 5: outra

0: denso; 1: com cémaras

0. ausente; 1: esverdeada; 2: amarelada; 3: avermelhada, 4:
arroxeada

0: ausente; 1: presente

0: baga; 1: cépsula

0: arredondadas; 1. obovadas; 2: cordiformes; 3: oblongas; 4:
reniformes; 5: ovadas;

0: inteira; 1: trabalhada

0: inteira; 1: sulcos irregulares; 2: sulcos arredondados; 3: sulcos
transversais

0:2n=12,1:2n=18;2:2n=24

Apéndice 2: Comparagéo entre diferentes estruturas de P. caerulea (esquerda) e P. tenuifila (direita) (Fotos
gentilmente cedidas po Aline. P. Lorenz e Valéria C. Muschner)
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Padrdes de fragmentos de DNA obtidos por RAPD-PCR através da analise de 28 P. caerulea e 22 P. tenuifila.

Apéndice 3
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Padrées de fragmentos de DNA obtidos por RAPD-PCR através da analise de 28 P. caerulea e 22 P. tenuifila.
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Apéndice 4: Distancias genéticas dos individuos analisados por RAPD-PCR obtidas pelo método de Nei e Li (1979).

C1 C2 C3 C6 C7 C10 C15 C16 C18 C19 Cc21 Cc22 C24 C25 C26 Cc28 C29 C31 C32 C33 C36 C37
c1 0.00000000
c2 0.03926900  0.00000000
Cc3 0.02333917  0.02333917  0.00000000
cé 0.03826278 0.04358089  0.03730706  0.00000000
c7 0.03090023 0.04638199  0.03986821  0.05241222  0.00000000
C10 0.05331388 0.06976884 0.06293438 0.06243969 0.04958364  0.00000000
C15 0.07003444 0.06620018 0.06630452 0.05421089 0.08710399 0.07885666  0.00000000
C16 0.07772183 0.08684395 0.06796536 0.05833654 0.08833885 0.05673219  0.05709447  0.00000000
C18  0.07349630 0.06643977 0.06369840 0.06334778 0.08102732 0.06614295 0.05461940 0.04814117  0.00000000
C19  0.06996097 0.06966008 0.06639720 0.06122445 0.09601816 0.05220164 0.06601655 0.04933721 0.05039702  0.00000000
C21 007929599 0.05949749 0.06796536 0.07922032 0.06390398 0.08147616 0.07920599 0.08445048  0.06796536 0.07807288  0.00000000
C22 0.12067602 0.12170187 0.10034903 0.11496488 0.10912015 0.11077879 0.11473058 0.10307962 0.09317721 0.11481551 0.09025099  0.00000000
C24 0.11127767 0.11188549 0.09878656 0.07835321 0.09878656 0.10189765 0.10098836 0.08910622 0.09516184 0.10900660 0.10795850 0.10370216  0.00000000
C25 0.20953378 0.17804211 0.17529206 0.18021189 0.16934244 0.17281125 0.18920563 0.17249870 0.15474468 0.17722157 0.18920563 0.16677631 0.09096267  0.00000000
C26 0.04231600 0.07133841 0.06040856 0.05039702 0.06243969 0.06404562 0.06030554 0.06614295 0.04700213 0.06796536 0.06989253 0.09130430 0.09823175 0.17108533  0.00000000
C28 0.07003444 0.08234064 0.07464723 0.06976884 0,07433180 0.08575626 0.07368391 0.07922032 0.06966008 0.08575626 0.07207917 0.11103925 0.08498584 0.16580434 0.06608187  0.00000000
C29 0.05059466 0.07619713 0.05790552 0.05111591 0.08147616 0.09239303 0.05191841 0.07708816 0.07581385 0.07761018 0.08469606 0.10731907 0.05634492 0.13030019 0.07445433 0.04487935  0.00000000 .
C31 0.07546469 0.09108573 0.06982864 0.07003444 0.10696282 0.11915644 0.08204044 0.05634492 0.08575626 0.07885666 0.09619927 0.09835800 0.09823175 0.16086279 0.05331388 0.08640551 0.06194648  0.00000000
C32 008020036 0.08147616 0.06620018 0.07193391 0.09641635 0.089516184 0.09082881 0.06989253 0.08102732 0.08401350 0.09601816 0.13371713  0.13942464 0.19836244 0.06205204 0.08762528 0.07089831 0.04427962  0.00000000
C33 0.07039177 0.05923432 0.05160677 0.06608187 0.06796536 0.08427943 0.07640316 0.07368391 0.06452549 0.08445048 0.09601816 0.10521761 0.11948484 0.17722157 0.04622117 0.08947450 0.06513240 0.05833654 0.04015851  0.00000000
C36 0.09130430 0.06601655 0.06608187 0.08095540 0.07835321 0.10189765 0.08955809 0.10049038 0.08640551 0.09968111 0.07885666 0.11667355 0.13527207 0.21571343 0.07011353 0.06601655 0.09543094 0.09295838 0.05634492 0.04549564  0.00000000
C37 0.06550455 0.06601655 0.05709447 0.06003528 0.08910622 0.07546469 0.08649001 0.07433180 0.06989253 0.07673230 0.10408643 0.12810126 0.09130430 0.15186813 0.05974525 0.05673219 0.06796536 0.07458167 0.07640316 0.05433014 0.05548431  0.00000000
C41 0.07258661 0.07179856 0.07155380 0.08002575 0.09285756 0.10982063 0.09714112 0.09108573 0.07349630 0.07207917 0.07207917 0.11048308 0.11415500 0.17249870 0.05634492 0.08614295 0.08855235 0.07207917 0.08002575 0.06225244 0.05229164 0.04348459
C44 0.07673230 0.08102732 0.07133841 0.07554904 0.09968111 0.08147616 0.06003528 0.07368391 0.06620018 0.07388470 0.11049308 0.12264352 0.09528228 0.14294598 0.07807288 0.07349630 0.06513240 0.05229164 0.06030554 0.05865564 0.09295838  0.06796536
C48 0.05331388 0.02574718 0.03730706 0.03986821 0.03162397 0.04280901 0.04663440 0.06321774 0.05634492 0.06277964 0.04099442 0.13400695 0.12190829 0.14894395 0.03244739 0.06358759 0.07349630 0.06225244 0.02790745 0.02389786 0.04814117  0.02389786
C49 0.11000850 0.07581385 0.08265393 0.09015087 0.08070980 0.10731907 0.05974525 0.09015087 0.07514527 0.08855235 0.08969077 0.10637448 0.11667355 0.16713943 0.08486389 0.08405682 0.11309482 0.08855235 0.09130430 0.06796536 0.05932384 0.07708816
C51 0.08785752 0.07315572 0.07285466 0.09843744 0.07845014 0.08247325 0.08575626 0.08633846 0.07464723 0.08696008 0.10717976 0.11851211 0.13435048 0.20988275 0.07922032 0.08458601 0.09528228 0.09025099 0.08147616 0.06277964 0.08390398  0.06404562
C59 0.07278477 0.07410011 0.07739437 0.07609784 0.09878656 0.11667355 0.08867291 0.07193391 0.08640551 0.07223547 0.10748757 0.14820525 0.10370216 0.20636189 0.05762788 0.08445048 0.11000850 0.06358759 0.08575626 0.05592999 0.07258661 0.04663440
™ 0.22460018 0.18604557 0.17570730 0.19103859 0.21641292 0.22651653 0.16400842 0.21614677 0.18282831 0.23760359 0.23028885 0.21265031 0.26108938 0.27761230 0.17281125 0.19536218 0.14939699 0.15674734 0.15474468 0.14048845 0.14649884 0.15674734
T2 0.17955171 0.15915512 0.14803435 0.18021189 0.17789045 0.18604557 0.16310358 0.18299910 0.16677631 0.19589533  0.19649321 0.18763262 0.20421556 0.21752644  0.18444422 0.19649321 0.18341762 0.19169386 0.15831251 0.144680G0 0.15872756  0.156G36G7
T3 0.16353278  0.14048845 0.12664552 0.16086279 0.16523919 0.18263723 0.14349976 0.17989947 0.14196707 0.18282831 0.17452054 0.17674477 0.18382445 0.19118772 0.16472898 0.18263723 0.16846453 0.16643387 0.14597046 0.12567948 0.13773173  0.14358704
T4 0.18263810  0.14804305 0.14048845 0.17417090 0.14370608 0.19370412 0.15244721 0.20204300 0.15474468 020809809 0.17330131 0.18180830 0.27471820 0.20173056 0.17978777 0.22689736 0.21957618 0.18604557 0.16247444 0.13799614 0.15735000 0.16580434
T5 0.14820525 0.14233480 0.12018068 0.15474468 0.14222673 0.15474468 0.14437573 0.16513301 0.14738519 0.16793567 0.17978777 0.19009829 0.18021189 0.20636189 0.17621349 0.17765185 0.17281125 0.16744611 0.13909087 0.13909087 0.13193151  0.14048845
T6 0.16830914 0.16271438 0.14048845 0.17353296 0.17561781 0.20173056 0.15831251 0.18772553 0.14557889 0.21265031 0.16830914 0.16523919 0.20342863 0.22588003 0.16006978 0.18424304 0.17249870 0.16713943 0.15283220 0.14738519  0.14294598 0.16310358
T 0.17353296 0.14527710 0.13030019 0.16345821 0.17674477 0.18444422 0.15474468 0.18168837 0.13883084 0.19384289 0.16633959 0.16086279 0.18604557 0.19618545 0.16580434 0.18444422 0.16988054 0.16934244  0.13424601 0.13030019 0.15110330  0.16580434
T8 0.16036096 0.14557889 0.12264352 0.15797581 0.17200115 0.17016476 0.14776056 0.16148313 0.12621889 0.18080823 0.17200115 0.15644838 0.17465134 0.19716839 0.15302439 0.18424304 0.17249870 0.15872756 0.13030019 0.13400695 0.13883084  0.14294598
TS 0.19881956 0.22009800 0.17621349 0.19169386 0,19466259 0.21265031 0.16105062 0.21073888 0.16400842 0.21672292 0.18808347 0.16453853 0.18075021 0.21265031 0.15283220 0.16713943 0.18021189 0.18382445 0.17765185 0.15474468 0.13106976 0.14141405
T10 0.18217781 0.15797581 0.13597658 0.15813582 0.15663667 0.21872498 0.14048845 0.19134605 0.14678639 0.20727392 0.14549635 0.17739888 0.17872302 0.19716839 0.15203337 0.16219410 0.14388213 0.14496805 0.14165682 0.12841707 0.12960877  0.14090042
T11  0.19984384 0.21265031 0.18808347 0.18604557 0.20507720 0.21537566 0.18604557 0.21991554 0.16580434 0.21265031 0.18341762 0.19370413 0.22624402 0.18604557 0.19118772 0.20247971 0.18604557 0.20421556 0.19445217 0.15993522 0.17529206 0.14105862
T12  0.15283220 0.12865357 0.12621880 0.16353278 0.16068584 0.16912337 0.15663667 0.16758223 0.13755907 0.18242203 0.14925404 0.18424304 0.18842086 0.22588003 0.16036096 0.13763720 0.19370413 0.16262268 0.13216333  0.15474468 0.11103925 0.13773173
T13  0.15041210 0.14953268 0.12865357 0.16036096 0.16793567 0.19040623 0.14294598 0.16643387 0.14294598 0.19209054 0.16513301 0.17494529 0.18341762 0.22460018 0.15674734  0.18412220 0.17249870 0.14294598 0.13970521 0.12049606 0.14294598 0.14437573
T14 0.15872756 0.15474468 0.13134599 0.12915635 0.16713943 0.16513301 0.13673663 0.14119411 0.15310669 0.17016476 0.16453853 0.16400842 0.18363810 0.21872498 0.13216333 0.14416200 0.11415500 0.12458921 0.12423705 0.12033159 0.13970521 0.11868621
T16  0.15872756 0.14809948 0.12621889 0.13086933 0.16912337 0.16713943 0.11667355 0.13325508 0.13755907 0.16219410 0.15089878 0.16400842 0.15717354 0.20131302 0.13030018  0.13763720 0.12160465 0.12264352 0.13030019 0.13400695 0.13970521  0.12067602
T17  0.16426611 0.16068584 0.13148811 0.13773173 0.17228200 0.15956949 0.12810126 0.13167495 0.13673663 0.15474468 0.16146313 0.18189830 0.16966061 0.24972801 0.14437573 0.15687175 0.12028872 0.13335846 0.13247195 0.12751800 0.14141405 0.10748757
T18  0.14222673 0.12742652 0.11169869 0.10944146 0.17330131 0.15925190 0.11667355 0.13970521 0.12033159  0.14498805 0.14859670 0.13773173 0.16247444 0.19984384 0.13167495 0.14859670 0.14840703 0.12109207 0.12751800 0.11276583 0.12751800 0.12109207
T19  0.18021189 0.17452054 0.14557889 0.15302439 0.18021189 0.17621349 0.15663667 0.16580434 0.15145335 0.20359755 0.16643387 0.16580434 0.18842086 0.17249870 0.13583143 0.15293337 0.15228195 0.14894395 0,13862254 0.13400695 0.14894395 0.14496805
T20 0.15687175 0.15831251 0.13030019 0.15293337 0.17978777 0.16793567 0.16513301 0.15663667 0.16006978 0.17108533 0.18217781 0.17872302 0.24115220 0.26265544 0.16453853 0.17108533 0.11948484 0.14859670 0.12898414  0.12458921 0.14649884 0.15474468
T21  0.14696720 0.15813582 0.13134599 0.15302439 0.16713943 0.15674734 0.17494529 0.15653761 0.17789045 0.17016476 0.17684421 0.17739888 0.22331114 0.23887901 0.16036096  0.17494529 0.11399638 0.15066992 0.13970521 0.12651357 0.17004165 0.14859670
T22 015271905 0.16180974 0.13354786 0.15653761 0.17212280 0.16105062 0.18021189 0.15110330 0.17281125 0.17494529 0.18217781 0.18058215 0.22588003 0.24780431 0.16453853 0.17494529 0.11399638 0.15271905 0.14165682 0.12841707 0.17212290 0.14859670
T23  0.15228195 0.15089878 0.13862254 0.13883084 0.16497773 0.14536969 0.15701266 0.13883084 0.13483031 0.16364704 0.15474468 0.16146313 0.16310358 0.18604557 0.13784844 0.16713943 0.12555403 0.12751800 0.12497578 0.11868621 0.14649884 0.12810126




Apéndice 4: Distancias genéticas dos individuos anélisados por RAPD-PCR obtidas pelo método de Nei e Li (1979).

0.00000000

0.08507848  0.00000000

0,03470733  0.01590615  0.00000000

007075284  0.04722557  0.02938731  0.00000000

0.05377656  0.06101603 0.03306238  0.05213383  0.00000000

0.03306238  0.08362935 0.01966280 0.07089831  0.03440771  0.00000000

0.15283220 0.15474468 0.09180002 0.15993522 0.16006978 0.17212290  0.00000000

0.14776056  0.16006978  0.14294598 0.15717354 0.15636763  0.15283220 0.07708816  0.00000000

0.12789999 0.13148811 013461721 0.13193151 0.13030010 0.14165682 0.07885666 0.01403028  0.00000000

014204508 0.17108533 0.13400695 0.11991338 0.17108533 0.17804211 0.07920500 0.04231600 0.03440771  0.00000000

0.13106976 0.16988054 0.13400695 0.14204598 0,15474468 0.14725095 0.09714112 0.03373958 0.03821126  0.04099442  0.00000000

0.14165682 0.18021189 0.14294598 0.14048845 0.14953268 0,15271905 0.07984360 0.02040438 0.01891800 0.04678079 0.03456568 0.00000000

0.14015065 0.14349976 0.13883084 0.14820525 0.14141405 0.15474468 007089831 0.02030228 0.01772995 0.05377656 0.03986821 0.01171216  0.00000000

0.13200310 0.14738519 0.13461721 0.14048845 0.13673663 0.14284508 0.07445433 002201071 0.02333917 0.03838572 0.02509968 0.01128707 0.01728171  0,00000000

0.12751800 0.16364704 0.12587446 0.12841707 0.16068584 0.15056940 0.06614205 0.06796536 0.06966008 0.07977227 0.08728696 0.07739437 0.07603%41 0.07349630  0.00000000

0.13200310 0.16068584 0.15474468 0.12699139 0.15831251 0.14859670 0.10360239 0.04814117 0.04268302 0.04678079 0.06796536 0.03730706 004766317 004651795 0.06243969  0.00000000

0.13673663 0.20421556 0.16580434 0.15813582 0.15717354 020421556 020104679 0.13573588 0.13371713 0.13818912 0.17108533 0.14294508 0.13290310 0.13673663 0.18341762 0.15041210  0.00000000

0.11481551 0.16643387 0.11667355 0.13290310 0.12391480 0.10838348 0.10434725 0.04322506 0.04024309 0.07011353 0.06796536 0.04080230 0.04762814 0.04080230 0.08445048 0.06122445 0.15701266  0.00000000

0.13371713  0.13573588  0.10343266 0.12047881 0.13583143 0.13335846 0.08833885 0.03906352 0.04527936 0.05634492 006356759 0.04099442 0.04814117 0.03821126 0.09082881 0.05895426 0.12401918 0.03079659  0.00000000

0.12651357 0.12841707 0.08265393 0.14776056 0.12742652 0.12087376 0.06101603 0.06472389 0.07464723 0.10189765 0.08785752 0.08458601 0.06951948 0.06966008 0.06417771 0.08458601 0.14978439 0.09075737 0.08234064  0.00000000

0.12237652 0.12049606 0.10049038 0.12401918 0.14204598 0.13461721 0.06620018 0.05097893 0.06472389 0.08147616 0.07640316 0.07155380 0.06643977 0.06122445 0.06417771 007885666 0.17872302 0.08147616 0.06971277 0.02414559  0.00000000

0.12810126 0.12810126 0.09668130 0.13818912 0.13773173 0.12160465 0.08047332 0.06796536 0.07167214 008147616 0.07546469 0.08047332 0.08405682 0.06225244 0.07019891 0.08047332 0.15474468 0.08147616 0.06404562 0.03639809 003192779  0.00000000
0.12540205 0.11889672 0.09878656 0.12497578 0.12898414 0.11915644 008002575 0.04252376 0.04527936 0.08321774 0.05548431 0.04280901 0.04155479 003639809 0.07458167 0.06079432 0.12133431 0.05160677 0.03192779 004690126 0.05561498 0.05799479  0.00000000
0.13673663 0.13483031 0.10049038 0.14776056 0.14119411 014850670 006277964 0.08469606 0.08309355 0.09082881 0.11257756 0.08633846 0.07885666 0.08021358 0.05709447 0.09052245 0.15228195 0.07984360 0.08633846 0.02951006 0.03175828 0.04875781 006430119
0.14204508 0.11667355 0.08405682 0.14207222 0.13216333 0.15474468 006796536 0.07133841 0.07485195 0.08265393 0.08955809 0.07960912 0.07603941 0.07155380 0.08910622 0.10758578 0.17108533 009401350 0.07167214 0.04591606 0.05331388 0.05478714  0.04814117
0.13773173  0.12067602 0.07789426 0.15893522 0.13763720 0.14820525 0.08807345 0.06490067 0.06796536 009082881 0.09198555 0.07680123 0.06943803 0.08189409 009401350 0.08979136 0.15717354 0,09317721 0.06976884 0.03897612 0.05206981 0.05331388  0.05709447
0.14606720 0.12067602 0.07789426 0.15474468 0.13763720 0.15041210 0.08102732 0.06961046 0.07300069 0.08955809 0.10408643 0.08515123 007916689 008633846 0.09304303 0.09311510 0.17108533 0.09743609 0.07530151 0.04487935 0.06142073 0.05865564 0.05895426
0.12060877 0.12326028 0.07789426 0.13030019 012458921 0.12160465 0.10838348 0.05331388 0.06417771 0.07619713 0.08085603 0.05502990 0.06441688 0.05220164 0.09878656 0.06594655 0.14939699 0.05895426 0.03730706 006796536 007193391 0.06796536  0.03423041




Apéndice 4: Distancias genéticas dos individuos analisados por RAPD-PCR obtidas pelo método de Nei e Li (1979).

T19 T20 T21 T22 T23

0.00000000

0.05331388  0.00000000

0.05206981 0.01836164  0.00000000

0.05667845 0.02229676 0.01053908  0.00000000
0.09108573 0.06183708  0.05634492  0.05634492  0.00000000




