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1. INTRODUCAO

1.1 A familia Passifloraceae ¢ o género Passiflora L.

A familia Passifloraceac pertence a ordem Malpighiales (APG I, 2003) e distribui-se
principalmente por regides tropicais nas Américas, Africa e Asia. Esta familia possui mais de
600 espécies distribuidas em 18 géneros (Judd ef af., 1999), dos quais quatro ocorrem no
Brasil: Passiflora, Dilkea, Mitostemma ¢ Tetrastylis. A familia Passiﬂoniceae caracteriza-se
por alguns marcadores morfologicos como: filotaxia alterna, nods trilacunares, estigmas secos,
gineceu fricarpelar e placentagdo parietal (Milward-de-Azevedo & Baumgratz, 2004).

O género Passiflora L. é o mais representativo da familia, com pelo menos 523
espécies (Feuillet & MacDougal, 2003), sendo que boa parte delas sdo naturais da reg_iﬁo
neotropical. A descoberta do género ocorreu durante a colonizagdo da América, e a
denominagio de Passiffora (flor da paixdo) foi dada por catolicos que relacionaram as
estruturas florais com alguns instrumentos da paixdo de Cristo (Cervi, 1997). A grande
majoria das espécies de Passiflora sao lianéé herbaceas, porém existem algumas excegoes,
arvores e arbustos, causadoras de controvérsias quanto a classificagdo taxondmica (Vecchia,

2401).

1.2 Morfologia e ecologia

Alguns representantes do género Passiflora sao conhecidos pelo alto grau de
heterofilia, podendo ocorrer folhas de lAminas inteiras até pentalobadas em uma mesma
espécie (Figura 1). Essas plantas sdo caracterizadas por gavinhas axilares e nectarios
extraflorais peciolares ou ocelares. As estipulas, de variadas formas, representam um
elemento importante na diferenciagdo das espécies (MacDougal, 1994). As flores, comumente

hermafroditas e solitarias, apresentam colorago desde branca, até vermelha e purpura (Figura
5



2). As dimensdes florais variam bastante no género, num intervalo de 5 mm (P. suberosaL.) a

95 cm (P. macrophila L.) (Ulmer & MacDougal, 2004).

Passiflora caerulea

Figura 1 - Heterofilia em P. caerulea L.

Figura 2 — Diferentes padrdes de coloragio em espécies de Passiflora.

Outra caracteristica floral importante € a presenga de uma corona de filamentos, cujas
variagdes morfolégicas constituem um carater taxondémico importante (Judd ef al. 1999). Os
frutos, conhecidos como maracujis, nome de origem tupi-guarani que significa fruta de sugar
(Giavina-Bianchi ef al. 1997), geralmente sdo bagas e raramente capsulas (P. capsularis L.)
(Deginani, 2001). Algumas espécies tém grande importincia econdmica por possuirem frutos
comestiveis, propriedades medicinais e serem admiradas como plantas ornamentais.

A grande diversidade nas estruturas florais apresentada pelo género Passiflora pode
ser interpretada como resultado da selegdo natural, sendo os agentes polinizadores um dos
fatores seletivos (Koschnitzke 1993). O sistema reprodutivo preferencial € a fecundagio
cruzada. A autofecundagfio nfio é um processo eficiente, pois mesmo quando ocorre a
formag3o de frutos o nimero de sementes é bastante reduzido (Suassuna ef al. 2002 ). Varias

classes de animais servem como agentes polinizadores, mas em geral a melitofilia (abelhas de
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grande porte) ¢ a sindrome floral predominante; também podem ocorrer, em um niimero
menor de espécies, as sindromes da ornitofilia (beija-flores), quiropterofilia (morcegos) e
esfingofilia (mariposas) (Koschnitzke 1993; Varassin e «f. 2001). A dispersiio das sementes ¢
| fregiientemente feita por aves, morcegos, ou até mesmo pequenos mamiferos que sdo atraidos

pela coloragdo ¢ pelo cheiro dos frutos.

1.3 Modelos de especiacio

E muito dificil se chegar a um conceito de espécie consenso em plantas porque, quanto
a0 isolamento reprodutivo, o nivel de infertilidade nos cruzamentos entre diferentes grupos ¢
bastante variavel (desde 0 até 100%). Além disso, diferentes genes podem apresentar
diferentes padroes de coalescéncia, o que dificulta o reconhecimento das espécies através do
critério de descendéncia.

No modelo de especiagio alopatrico, as populagdes comegam a se diferenciar quando
o fluxo génico é interrompido, seja por barreiras ambientais, ou até mesmo pela propria
distincia geografica entre as populagdes. Sem o fluxo génico, as populagdes expostas a
selegdo divergente evoluem independentemente, podendo ocasionar uma eventual formacgido
de barreiras reprodutivas. Porém, a divergéncia genética nio ¢ resultado direto da separagdo
g&:ogrﬁﬁca, e sim de mecanismos transformantes como o fluxo génico em si ¢ a sele¢do
natural (Judd et al, 1999). Se a selegdo favorece diferentes alelos em duas populagdes
adjacentes, padrdes distintos nas freqi€ncias al€licas sdo estabeﬁecidos. Quando a selegio €
suficientemente forte, sobre locos responsaveis pelo o isolamento reprodutivo, as populagdes
podem se diferenciar em espécies isoladas reprodutivamente (Lorenz, 2002).

A especiagio simpétrica ocorre quando duas ou mais populagdes coexistem em um
mesmo territorio sem entrecruzarem-se. Para isso ¢ necessario que modificagdes genéticas ou
ecoldgicas impegam estes cruzamentos. Alterages nos periodos de floragdo e modificagdes

na estrutura floral podem levar ao isolamento reprodutivo entre populagdes de plantas.



1.4 Filogenia do género Passiflora L.

Segundo Killip (1938), 6 sénero Passiflora divide-se em 22 subgéneros. Porém, a
sistematica classica, baseada em aspectos morfologicos, devido a grande complexidade das
estruturas florais e vegetativas, nem sempre demonstra as relagdes filogenéticas mais
apropriadas. 'Estudo_s_ mais recentes, aliando aspectos evolutivos aos marcadores
morfolégicos, tém sugerido a redugdo para apenas quatro subgéneros: Astrophea,
Decaloba, Deidamioides e Passiflora (Feuillet & MacDougal, 2003). Diversos estudos
com marcadores moleculares tém sido desenvolvidos por nosso grupo de pesquisa,
objetivando o esclarecimento das relacoes filogenéticas entre as espécies do género
Passiflora Muschner et al. (2003) analisaram os marcadores ITS, trnL-trnF, e rps4 para
63 espécies, de 13 subgéneros, utilizando diversos métodos de andlise filogenética
(“neighbor-joining” parcimdnia, € méaxima verossimilhanga). Neste estudo, foi vcriﬁca&a a
evidente separagdo entre as espécies dos subgéneros Decaloba, Astrophea € Passiflora, em
concordancia com a taxonomia morfologica dos grupos proposta por Feuillet &
MacDougal (2003). Além disso, a separagao dos subgéneros Decaloba ¢ Passiflora ¢
amplamente sustentada por caracteres morfoldgicos, especialmente no que s refere ao

tamanho da flor.

1.5 Filogeografia

A filogeografia é o campo de estudo relativo a distribuigiio geografica das linhagens
genealdgicas, onde tempo ¢ espago sdo oS €IXos principais. Muitas espécies com distribuigdo
seografica ampla podem ser compostas por populagdes cujos membros ocupam diferentes
ramos de uma arvore filogenética intraespecifica. Quanto maior o tempo desde o isolamento

geografico, mais o grau de diferenciagiio entre grupos genealogicos tende a aumentar. Estudos



que ndo apresentam coeréncia entre o relacionamento genético e o padrdo geografico podem
revelar a recente historia evolutiva da espécie analisada ou a presenga de eventos de dispersdo
e ﬂuxQ génico a longas distancias. Por outro lado, espécies com grupos monofiléticos bastante
distintos geralmente experimentaram longos periodos de barreira ao fluxo génico ( Koehler-
Santos, 2005). Andlises filogeograficas propiciam uma nova percepgdo do papel do fluxo
uénico na estruturagdo de populagdes vegetais.

Muitos estudos baseiam-se na irariabilidade dos genomas de organelas. Porem, estes
genomas geralmente s30 mais conservados quando comparados a0 genoma nuclear. Além
disso. eles ndo apresentam recombinagdo, pois sio herdados de maneira uniparental (Hare,
2001). Desta forma, espera-se que a estrutura genética do genoma nuclear (herdado
hiparemalﬁlemc') seja mais influenciada por fatores histéricos como o fluxo génico no

passado, eventos geoldgicos e mudangas climaticas, desta forma sofrendo maior agéo de

fatores seletivos (Avise er al., 1987, Schaal et al., 1998).

1.6 Os marcadores moleculares ITS1 e ITS2

Os marcadores moleculares sdo ferramentas de grande valia quando se deseja analisar
relagdes filogenéticas entre taxons ou populagdes. Para isso, a escolha dos marcadores
utilizados deve ser adequada aos objetivos do trabalho a ser realizado. Em trabalhos que
utilizam a técnica de segiienciamento, a regido do DNA a ser analisada deve variar de acordo
com o nivel taxondmico que estd sendo considerado (Lorenz, 2002). Em estudos onde se
deseja comparar niveis taxondmicos elevados, 0s marcadores moleculares devem ser
seqiiéncias correspondentes a regides codificadoras, ou seja, regides bastante conservadas
(Rahmanzadeh ef al., 2005). Nas regides nao codificadoras, por sofrerem baixa pressdo
seletiva, as seqiiéncias tendem a possuir maior variabilidade, isso permite que sejam utilizadas

até mesmo em estudos intraespecificos (Kropf et al., 2002).



O DNA ribossomal nuclear (nrDNA) de plantas superiores apresenta centenas a
milhares de copias (ou pardlogos) em fandem em uma ou mais regides cromossomicas €
geralmente ¢é bastante conservado, exercendo uma fungdo essencial para a manutengdo da
célula na tradugio do RNA em proteinas. Os genes que formam as subunidades 18 S, 58S e
26 S dos ribossomos estdo separados no DNA por duas regides espagadoras que sdo
transcritas junto com o gene, porém ndo incorporadas ao transcrito maduro (Koehler-Santos,
2005). Estas regides sdo conhecidas como Internal Transcribed Spacers (ITSs), mais

precisamente ITS1 e [TS2 (Figura 3).

Figura 3 — Organizagdo da regido ITS.

Mutagdes nas regides ITS sdo individualmente homogeneizadas através de evolugdo
em concerto, na qual crossing-over desigual e conversdo génica s30 0s principais mecanismos
envolvidos. O modo e o tempo da evolugdo em concerto do nrfDNA varia muito entre
diferentes grupos de plantas e, por isto, os espagadores intemos transcritos do DNA
ribossomal (ITS) podem apresentar variagdo interespecifica, interpopulacional e até
intraindividual (Mayer & Soltis 1999). Altos graus de variabilidade sdo verificados quando o
processo de homogeneizacio ndo € suficientemente rapido nas diferentes copias, devido a
hibridag@o recente, as altas taxas de mutagdo, a formagéio de pseudogenes, ao grande namero
de loci, a presenga em cromossomos ndo homologos, ou a auséncia de recombinag@io sexual
(Zhang & Sang 1999). Quando as seqiiéncias de ITS ndo estio bem homogeneizadas, o
seqiienciamento pode revelar um padrdo de heterozigose, 'sinal de que, em uma mesma

posigdo na seqii€ncia, os pardlogos possuem diferentes nucleotideos.
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2. OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho, como parte de um programa de investigagdo do
pgénero Passiflora, ¢ contribuir para o entendimento da biologia ¢ evolugdo das passifloras

através de analises de sua estrutura molecular.

Objetivos especificos:

_determinar o grau de variabilidade intraespecifica do marcador ribossomal nuclear
I'TS nas diferentes espécies analisadas;

_verificar a presenga ou auséncia de estruturagdo geografica entre as populagoes
estudadas:

_auxiliar na determinagdo da filogenia molecular do género Passiflora a partir do
estudo de populagdes dentro dos diferentes clados;

-compreender a evolugdo do marcador ITS em espécies do género Passiflora.



3. MATERIAL E METODOS

. 3.1 Coleta

O material analisado foi obtido através de coletas em campo. Foram coletadas folhas
jovens de forma a ndo danificar os individuos amostrados. Estas folhas foram armazenadas
em silica gel para secagem e posterior extragdo do DNA. Para a analise da estrutura genética
das populagdes das diferentes espécies de. Passiflora foi feita a identificagdo do local de
coleta através de coordenadas geograficas, usando o sistema de posicionamento global (GPS).

Para este trabalho, foi coletado material de diversas regides do Brasil, totalizando 125
plantas das 11 espécies analisadas*: P. capsularis (Tabela 1, Figura 4), P. cincinnata Mast.
(Tabela 2, Figura 5), P. edulis Sims (Tabela 3, Figura 6), P. cichleriana Mast (Tabela_l 4,
Figura 7), P. foetida 1. (Tabela 5, Figura 8), P. haematostigma Mast. (Tabela 6, Figura 9), /.
morifolic Mast. (Tabela 7, Figura 10), . orgrunensis Gardner (Tabela 8, Figura 11), P.
sidaefolia M. Roem. (Tabela 9, Figura 12), P. (ricuspis Mast. (Tabela 10, Figura 13), P.
wrubiciensis Cervi (Tabela 11, Figura 14).

* P. capsularis, P. morifolia, P. organensis e P. tricuspis. subgénero Decaloba; P.
cincinnata, P. edulis, P. eichleriana, P. foetida, P. sidaefolia e P. urubiciensis: subgénero

Passiflora; P. haematostigma: subgénero Asirophea.



Tabela 1. Locais de coleta de Passiflora capsularis.

Individuos Origem Latitude Longitude
CAPS 03 Quatro Barras/PR 25°20'16" S 48°54'49" W
CAPS 05 Antonio Prado/RS 28°51'00" § 51°16'60" W
CAPS 07 Laguna/SC 28°28'60" S 48°46' 60" W
CAPS 08 Serra do Pinto/RS 29°36' 00" § 50°18' 00" W
CAPS 09 Sdo José dos Pinhais/PR 25°32'05" S 49°12'23" W
CAPS 11 Derrubadas/RS 27°15'00" S 53°52'00" W
CAPS 13 Aguas de Lind6ia/SP 22°28'60" S 46°38'60" W
CAPS 14 José Velho/RS 29°28'00" § 50°40' 00" W
CAPS 15 Mirante/RS 29°27' 00" § 50°41' 00" W
CAPS 16 Sdo José dos Pinhais/PR 25°32'05" S 49°12'23" W
CAPS 17 Munhoz/MG 22°37'00" § 46°22' 00" W
CAPS 18 Carad/RS 29°48' 00" S 50°17' 60" W
CAPS 21 Serra do Pinto/RS 29°36'00" S 50°18' 00" W
CAPS 22 Campo Grande/MS 20°26'60" S 54°37' 00" W
CAPS 23 Timbé do Sul/SC 28°49'00" S 49°51' 00" W
CAPS 24 Belo Horizonte/MG 19°55' 00" S 43°55'60" W
CAPS 25 Sdo Marcos/RS 29°06' 00" S 51°00' 00" W
CAPS 26 Foz do Iguagu/PR 25°33'00" S 54°34' 60" W
CAPS 27 Quatro Barras/PR 25°20'16" S 48° 54' 49" W
CAPS 28 Canela/RS 29°22'00" S 50°49' 60" W
CAPS 29 Aguas de Lindoia/SP 22°28'60" S 46° 38' 60" W
CAPS 32 Petrolandia/SC 27°30'00" § 49°44' 00" W
CAPS 35 Belo Horizonte/MG 19° 55' 00" S 43° 55' 60" W

23 individuos 18 localidades

Figura 4 - P. capsularis.
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Tabela 2. Locais de coleta de Passiflora cincinnata.

Individuos Origem Latitude Longitude
CINC 01 Jardim/MS 21°28'49" S 56°08' 17" W
CINC 02 Brumadinho/MG 20°08' 36" S 44° 11'59" W
CINC 03 Abaira/BA 13°14' 59" 8§ 41°39'49"W
CINC 04 Casa Nova/BA 09°09'43" § 40° 58' 15" W
CINC 06 Petrolina/PE 09°23'55" S 40°30' 03" W
CINC 07 Caetité/BA 14°07' 36" S 42°26' 05" W
CINC 08 Brumadinho/MG 20°08'36" S 44°11'59" W
07 individuos 06 localidades

Figura 5 P. cincinnata.
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Tabela 3. Locais de coleta de Passiflora edulis.

Individuos Origem Latitude Longitude
EDUL 02 Porto Alegre/RS 30°01'59" S 51°13'48" W
EDUL 04 Santa Maria/RS 29°40'60" S 53°47' 60" W
EDUL 05 Santa Maria/RS 29°40'60" S 53°47' 60" W
EDUL 06 Portdao/RS 29°42'06" S SI° 14'31"W
EDUL 07 Arroio do Sal/RS 29°33'05" S 490° 53' 55" W
EDUL 08 Capéo Novo/RS 29°40'39" S 49° 58' 08" W
EDUL 09 Caraa/RS 20°48'00" S 50°17'60" W
EDUL 10 Taquara/RS 29°39'02" S 50° 46' 50" W
EDUL 12 Petroléndia/SC 27°30'00" S 49° 44' 00" W
EDUL 14 BR-116/RS 30°38'23" S 51°33' 24" W
EDUL 15 (Pto1) Camanducaia/MG 22°41'41" 8 45°53'28" W
EDUL 16 (Pto2) Camanducaia/MG 22°42'10" S 45°58'33"W
12 individuos 11 localidades

Figura 6 — P. edulis.

15



Tabela 4. Locais de coleta de Passiflora eichleriana.

Individuos Origem Latitude Longitude

EICH 01 Trés Cachoeiras/RS 29°27'20" 8 49° 55' 28" W
EICH 02 Carad/RS 29°48' 00" S 50°17' 60" W
EICH 03 Barra do Ouro/RS 29°40'30"S 50°12'26" W
EICH 04 (Pto 1) Petrolandia/SC 27733'31" S 49°44' 15" W
EICH 05 (Pto 1) Petrolandia/SC 235 51" S 49°44' 15" W
EICH 06 (Pto 1) Petrolandia/SC 27°35'31'S 49°44' 15"'W
EICH 07 (Pto 2) Petrolindia/SC 27°38'59" § 49°45'36" W
07 individuos 05 localidades

Figura 7 — P. eichleriana.
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Tabela 5. Locais de coleta de Passiflora foetida.

Individuos Origem Latitude Longitude
FOET 01 Recife/PE 08°03'14" S 34°52'52" W
FOET 02 Petrolina/PE 09°23'55" 8§ 40°30'03" W
FOET 03 Bom Jardim da Serra/SC 28°20' 13" 8 49°37' 29" W
FOET 04 Lavras do Sul/RS 30°48' 47" S 53°53'42"W
FOET 06 Petrolina/PE 09°23'55"8 40°30'03" W
FOET 07 Jodo Pessoa/PB 07°06'54" 8 34°51'47T"W
FOET 08 (Pto1) Sdo Bento do Sul/SC 26°12'29" 8 49° 18'46" W
FOET 09 (Pt02) Sédo Bento do Sul/SC 26°10'51" S 49° 14'43" W
FOET 15 Bonito/MS 21°07' 60" S 56°28' 00" W
09 individuos 08 localidades

Figura 8 — P. foetida.
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Tabela 6. Locais de coleta de Passiflora haematostigma.

Individuos Origem Latitude Longitude
HAEM 01 Guaratuba/PR 25°52'58" 8 48°34'29" W
HAEM 02 Rancho Queimado/SC 27°40'60" S 49°01'60" W
HAEM 03 Caeté/MG 19°53'60" S 43 40'00" W
HAEM 04 Delfim Moreira/MG 22°30'33" S 45°16'48" W
HAEM 05 Belo Horizonte/MG 19° 55'00" 8 43° 55'60" W
HAEM 06 Serra do Tabuleiro/MG 19°06'48" S 43°35'06" W
HAEM 07 (Ptol) Catas Altas/MG 20°06'09" S 43°29'34"W
HAEM 08 (Pto2) Catas Altas’MG 20°07'05" S 43°31'1IT"W
HAEM 09 (Pto2) Catas Altas/MG 20°07' 05" S 43°31'17T"W
HAEM 10 (Pto3) Catas Altas/MG 20°06'48" S 43°29'15" W
HAEM 11 (Pto3) Catas Altas/MG 20°06'48" S 43°29'15" W
HAEM 12 (Pto4) Catas Altas/MG 20°05'34" S 43°29'56"W
HAEM 13 (Pto1) Sdo Gongalo do Rio Preto/MG 18°09'51" S 43°19'17T"W
HAEM 14 (Pto2) Sdo Gongalo do Rio Preto/MG 18°00' 15" S 43°23'27"W
14 individuos 12 localidades

Figura 9 — P. haematostigma.
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Tabela 7. Locais de coleta de Passiflora morifolia.

Individuos Origem Latitude Longitude

MORI101 Porto Alegre/RS 30°01'59" 8 51°13'48"'W
MORI1 02 Porto Alegre/RS 30°01'59" 8§ 51°13'48"W
MORI 03 Aguas de Lindoia/SP 22°28'60" S 46°38'60" W
MORI 04 Ljui/RS 28°23'16" S 53°54'53"W
MORI1 05 Ljui/RS 28°23' 16" 8 53°54' 53" W
MORI 06 Sdo Paulo/SP 23%32' 51" 8§ 46°38'10"W
MORI 07 Barracio/RS 27°40'18" S 51°27' 38" W
07 individuos 05 localidades

¢ Figura 10 — P. morifolia.
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Tabela 8. Locais de coleta de Passiflora organensis.

Individuos Origem Latitude Longitude

ORGA 01 Quatro Barras/PR 25°20'16" 8§ 48° 54' 49" W
ORGA 02 Timbé do Sul/SC 28°49' 00" 8 49°51' 00" W
ORGA 3 Bom Jardim da Serra/SC 28°20'13"S 49°37' 20" W
ORGA (4 Trés Cachoeiras/RS 29°27'20" S 49°55' 28" W
ORGA 05 Praia Grande/SC 29°11'48"S 49° 5T 01" W
ORGA 05 MunhozZMG 22°37'00" S 46°22' 00" W
ORGA 07 Munhoz/MG 22°37'00" S 46° 22' 00" W
ORGA 08 Caeté/MG 19° 53' 60" 8§ 43° 40' 00" W
ORGA 09 Barra do Ouro/RS 29°40'30" S 50°12'26" W
ORGA 10 Barra do Ouro/RS 29°40'30" S 50°12' 26" W
ORGA 11 Barra do Ouro/RS 29°40'30" S 50°12'26" W
ORGA 13 Petroléndia/SC 2P 35'31"8 49° 44' 15" W
ORGA 14 Petrolandia/SC 27%35'31"§ 49°44' 15"W
ORGA 15 Petroldndia/SC 27353178 49°44' 15" W
ORGA 16 Petroldndia/SC 27738 31"8 49°44' 15" W
ORGA 17 Petrolandia/SC 27°35'31"8 49° 44" 15" W
ORGA 18 Campina Grande do Sul/PR 25°18'20"S 49°03' 19" W
17 individuos 10 localidades

Figura 11 — P. organensis.
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Tabela 9. Locais de coleta de Passiflora sidaefolia.

Individuos Origem Latitude Longitude
SIDA 01 Munhoz/MG 22°37'00" S 46° 22' 00" W
SIDA 02 Aguas de Lind6ia/SP 22°28' 60" S 46° 38' 60" W
SIDA 03 Aguas de Lind6ia/SP 22°28' 60" S 46° 38' 60" W
SIDA 04 Aguas de Lindoia/SP 22°28' 60" S 46° 38' 60" W
SIDA 05 Aguas de Lind6ia/SP 22°28'60" S 46° 38' 60" W
SIDA 06 Aguas de Lind6ia/SP 22°28'60" S 46° 38' 60" W
SIDA 07 Aguas de Lindoia/SP 22°28'60" S 46° 38' 60" W
SIDA 08 Aguas de Lind6ia/SP 22°28'60" S 46° 38' 60" W
SIDA 09 Aguas de Lindoia/SP 22°28'60" S 46° 38' 60" W
SIDA 10 Aguas de Lindoia/SP 22°28' 60" S 46° 38' 60" W
SIDA 11 Aguas de Lind6ia/SP 22°28'60" S 46° 38' 60" W
SIDA 12 Aguas de Lind6ia/SP 22°28' 60" S 46° 38' 60" W
12 individues 02 localidades

Figura 12 — P. sidaefolia.
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Tabela 10. Locais de coleta de Passiflora tricuspis.

Individuos Origem Latitude Longitude
TRIC 01 Sdo José do Rio Preto/SP 20°49'11" 8 49°22'46"W
TRIC 02 Sao Miguel das Missdes/RS 28°33'46" S 54°33' 15" W
TRIC 03 S3o Miguel das Missdes/RS 28°33'46" S 54°33"15"W
TRIC 04 Corumba/MS 19°00'33" 8 57°39" 12" W
TRIC 06 BR-386/RS 28°49' 58" S 52°30' 00" W
TRIC 07 BR-386/RS 28°49'58" S 52°30'00" W
TRIC 08 BR-386/RS 28°49'58" S 52°30°00" W
TRIC 09 BR-386/RS 28°49'58" S 52°30'00" W
TRIC 10 BR-386/RS 28°49'58" 8 52°30' 00" W
TRIC 11 Pitangui/MG 19° 40" 58" 8 44° 53" 25" W
TRIC 14 Bonito/MS 21°07' 60" S 56° 28' 00" W
11 individuos 06 localidades

Figura 13 - P. tricuspis.



Tabela 11. Locais de coleta de Passiflora urubiciensis.

Individuos Origem Latitude Longitude
URUB 01 (Ptol) Urubici/SC 28°00°54" S 49° 35' 30"W
URUB 02 (Ptol) Urubici/SC 28° 00" 54" S 49° 35' 30" W
URUB 04 (Pto2) Urubici/SC 28°03'18"S 49° 29' 22" W
URUB 05 (Pto2) Urubici/SC 28°03' 18" 8 49°29' 22" W
URUB 06 (Pto2) Urubici/SC 28°03'18" S 49° 29' 22" W
URUB 07 (Pto3) Urubici/SC 28°02' 52" § 49°29' 32" W
06 individuos 05 localidades

Figura 14 — P. urubiciensis.



3.2 Extraciio do DNA

As folhas do material coletado, apos secas em silica gel, foram pulverizadas com
nitrogénio liquido em gral € 0 DNA foi extraido pcla técnica de Roy ef ai. (1992), modificada

¢ adaptada para espécies de Passiflora e Petunia Juss., como sera descrito a seguir:

> 20 mg de material pulverizado;
— Adigio de 600 nl de tampio de extragiio (100 mM TRIS-HCI: 1,4 M NaCl; 20 mM EDTA;
205 CTAB: 0.2% @-mercaptoetanol; 2% PVP 40), 60 pl de B-mercaptoctanol ¢ 6 pl de
Protemnase K (10mg/ml);
—» Incubagdo a 65°C por 30 minutos;
—s Emulsdo com 600 ul de fenol-cloroférmio (1:1);
—» Centrifugaciio por 15 minutos a 14000 rpm;
—» Recolhimento da fase aquosa e estimativa do seu volume;
> Precipitacio do DNA com um volume de isopropanol ¢ 1/10 do volume de acetato de
sodio;
—» Armazenamento por 24 horas em freezer-18°C;
—» Centrifugagdo por 20 minutos ¢ descarte do sobrenadante;
—» Lavagem do “pellet” com 200 pl de etanol 70% e secagem a temperatura ambiente por 20
mnutos;

—» Fluiciio do “pellet” em 200 ui de agua ultra-pura estéril e 2 pl de RNAse (10 mg/ml).

Os produtos de extracio foram testados através de eletroforese horizontal em gel de
agarose 0,8%,. corado com brometo de etidio ¢ visualizado em transiluminador de luz
ultravioleta. Para a quantificagiio, os produtos foram comparados com um DNA padrio (h

DNA, Invitrogen).
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3.3 Amplificaciio das seqiiéncias

Para a amplificagdo dos espagadores internos dos genes ribossomais nucleares (ITS)
foram utilizados oligonucleotideos iniciadores (primers) universais, descritos na literatura. As
PCRs foram desenvolvidas em termociclador automatico MJ Res. Inc.. com protocolo padréo
adaptado para o marcador (Tabela 12).

A quantificagdo dos produtos de PCR foi realizada com o marcador de peso molecular
“Low DNA Mass Ladder” (Invitrogen). Foram utilizados 4 pl da amostra (produto de PCR) +
| ul de BFB (com glicerol), ¢ 4 ul do marcador | 1 ul de BFB (com glicerol). As amostras
foram submetidas & eletroforese horizontal em gel de agarose 1%, corado com brometo de
otidio e visualizado em transiluminador de luz UV. Para a quantificagio do DNA dos
produtos de PCR, a banda das amostras foi comparada com as do marcador de peso

maolecular.
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Tabela 12. Condicdes laboratoriais relacionadas s determinagdes dos marcadores ITS.

Reagdo
Tampao X
dNTP . ' 0,2 mM
MeCl 1.5 mM
Primer 75 o 02uM
Primer 92 0,2 pM
" Taq polimerase Iy
DNA 50 ng

Condicdes de amplificacdo

94°C por 3 min
94°C por 45 seg

30 ciclosy  58°C por 1 min

72°C por 1 min e 30 seg

72°C por 10 min

Seqiiéncias dos primers (White et al. 1990)

Primer 75 ¥ TAT GCT TAA ACT CAGCGG G *

Primer 92 - S AAG GTT TCC GTA GGT GAA C¥




3.4 Purificaciio dos produtos de PCR com PEG

Os _produlqs de PCR foram purificados por precipitagdo dos primers ¢ dNTPs n@o
incorporados utilizando Polietilenoglicol (PEG) segundo o protocolo de Dunn & Blattner
(1986):

- Adigo de 1gual \rolum_e de PEG 20% (p/v) ao produto de PCR e homogeneizagao;

- incubagdo a 37 °C por 30 min;

-Centrifugagio a 14000 rpm por 20 min;

- Descarte cuidadoso do sobrenadante;

-Adicdo de 125 ul de EtOH 80% gelado. Incubag@io por 1 min e centrifugagio por 2 min;

- Descarte do sobrenadante;

- Repetigio dos passos 5 ¢ 6, porém agora com etanol absoluto;,

- Evaporagio do EtOH residual a 70°C por 10 min;

-Ressuspensio do produto de PCR em 15 pl de HyO pura estéril e incubagdo a temperatura

ambieme por 12 horas.

3.5 Segiienciamento automatico

0 segiienciamento do DNA amplificado por PCR foi realizado em sequenciador
automdtico MegaBACE 1000 (Amersham Biosciences), seguindo os protocolos que
acompanham o aparetho € 0 DYEnamic™ET terminator sequencing premix kit, com marcagio
terminal fluorescente. As condigdes da reagdo de seqiienciamento estdio detalhadas na Tabela

13. As reagbes foram preparadas diretamente nas placas destinadas ao seqienciador.

27



‘Tabela 13. Condicdes das reacdes de seqiienciamento.

Reagdo

DYEnamic™ ET terminator sequencing premix 4

Produto de PCR purificado 40 ng

Primer | 5uM

Agua estéril Até completar 10 pl
DYEnamic™ ET terminator sequencing premix 4 ul

Condigdes de amphificacdo
4
95 °C por 20 seg.

35 ciclos J 50 °C por 15 seg.

L 60°C por | min

3.6 Anilise das seqiiéncias de DNA

As seqiiéncias obtidas foram alinhadas pelo programa Clustal X 1.81 (Thompson ¢!
«l., 2001) e corrigidas manualmente, quando necessario, com auxilio do programa GeneDoc
(Nicholas ¢ Nicholas, 1997). Os sitios variaveis e a diversidade nucleotidica foram analisados
com o programa MEGA 2.1 — "Molecular Evolutionary écnetics Analysis" (Kumar et al.,
2001). Os tipos de seqiiéncias foram determinados usando o programa PHASE 1.0 (Stephens,

Smith & Donnelly, 2001). As relagdes entre as sequéncias foram inferidas pelo método de
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"median-joining" (¢=0. Bandelt er al., 1999) realizadas pelo programa NETWORK 4.1.0.9
{disponivel no sitio: http://www.fluxus-engineering.com). Para verificar se houve expansdo
populacional recente nas espécies estudadas, foram feitas as seguintes analises no programa
INASP 3.99 (Rozas € Rozas, 2003): "pairwise mismatch distribution™ ¢ o calculo dos indices
D de Tajima (Tajima, 1989) e D* de Fu e Li (Fu e L1, 1993).

Com o objetivo de uma melhor compreensao dos dados obtidos, os resultados deste
rrabalho foram comparados com 0s obtidos em outras espécies de Passiflora analisadas por
nosso grupo de pesquisa, sdo elas: P. actinia Hook. ¢ . elegans Mast. (Lorenz-Lemke ef al.,
2005 P. alate Curtis (Koehler-Santos, 2005; Koehler-Santos et al,, submetido); P. suberosa
L (Muschner, 1999), 7. misera Kunth (Longo, 2003), . caerulea e P. tenuifila Killip (dados

nio publicados).



4. RESULTADOS

- 4.1 Caracteristicas das seqiiéncias

As seqﬂéncia; analisadas apresentaram contetdo de GC (guaninas e citosinas)
vartando em're 487 ¢ 64.4 % (Tabela 14), tendo como média entre as 11 espécies analisadas
39.2 %. O tamanho dos fragmentos de ITS1 variou entre 225 pb (P. eichleriana)e 278 pb (P.
organensis) e em ITS2, 184 pb (P. sidaefolia) e 219 pb (P. edulis, P. eichleriana) (Tabela 14).
Como os primers utilizados amplificam também a regido do gene nbossomal 5.8 S, as
caracteristicas destas seqiiéncias também foram verificadas. O tamanho do gene 5.8 S se
manteve constante em todas espécies analisadas, 160 pb. Os sitios heterozigotos foram mais
freqiientes nas amostras originarias do Rio Grande do Sul, quando comparadas as de outras
localidades (0,02 = P = 0,01, teste T para amostras independentes). O subgénero Decaloba
apresentou fragmentos de ITS maiores (P < 0,001) e menor percentual de GC (P < 0,001)
quando comparado com espécies do subgénero Passiflora. A diversidade nucleotidica, assim
como o miimero de sitios heterozigotos, foi numericamente maior no subgénero Passiflora,

porém essa variagdo ndo foi estatisticamente significativa.

4.2 Variabilidade intraespecifica

Entre as espécies analisadas, 10 apresentaram algum grau de variabilidade
intraespecifica (exceto P. wurubiciensis). Nelas foram detectados eventos de inser¢iio/delecio e
substituigdes, sendo que muitas destas foram caracterizadas pela presenga de mais de um
nucleotideo na mesma base (sitios heterozigotos) (Tabela 14). Os sitios polimorficos
apresentaram-se, em média, com maior freqiiéncia em ITS1 (54,6% de todos os sitios

polimorficos analisados). Ao contrario, as espécies P. capsularis ¢ P. eichleriana
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apresentaram maior namero de sitios varidveis em ITS2. Nas regides nucleares, um sitio €
classificado como heterozigoto quando mais de um pico se apresenta na mesma posi¢do no
cromatograma e, 0 menor, alcanga ao menos 25% do tamanho do pico maior quando ambas as
fitas sdo scq[.}.cncia.dzis (Fuertes-Aguilar & Nieto-Feliner, 2003) (Figura 15). Como ja foi dito
anteriormente, regides de seqiiéncias codificadoras sdo bastante conservadas e por 1550 ndo
si0 comumente uﬁlizadas’ em estudos de niveis taxondmicos baixos. Surpreendentemente, nas
espécies P. capsularis, P. foetida e P. tricuspis foram encontrados polimorfismos
intraespecificos na regiio do gene 5.8 S. o individuo CAPS 26 apresentou um sitio
heterozigoto na posi¢do 356 e o individﬁo CAPS 27 duas transi¢des (C-T) nos sitios 405 e
406 (Figura 16), quando comparados aos demais da mesma espécie. . foetida € F. tricuspis
também apresentaram transi¢des C-T, a primeira espécie no sitio 373, e a segunda nos sitios
377 € 407.

Apenas os individuos das espécies P. morifolia e P. urubiciensis foram totalmente
homozigotos, enguanto P. eichleriana, P. capsularis, P. cincinnata, P. edulis, P. tricuspis, P.
oreanensis, P. haematostigma, P. sidaefolia ¢ P. foetida apresentaram pelo menos um
individuo com sitios heterozigotos.

Os indices de diversidade nucleotidica intraespecificos (avaliados com o auxilio do
programa Mega, por neighbor-joining a partir de matrizes de distincia p e 1000 replicagdes de

bootstrap) variaram entre zero (P. urubiciensis) e 0,05263 (P. foetida) (Tabela 14).

31



Tabela 14. Principais caracteristicas das sequi€ncias analisadas.

T N Tamanhodo [ Tamanhodo [ o | Silos Sitios | Diversidade
’ adividuos | fragmentolTS| | fragmentol TS2 _polimbrficos | heterozigotos | nucleotidica |
P.capsularis | 3 271 203 48,7 n 3 0,00736
B cincinnot 07 234 216 64.0 19 3 0,01202
Pddulis o 27 200 | 628 | 15 5 0,01040
P. eichieriana 07 25 219 64,3 06 ) 0,00400
P. foetida n . 230 214 605 | 92 2 0,05263
P. haematostigma 14 v o 208 6321 1 8 0.01324
P. morifolia 07 275 98 | 550 08 0 | 000400
P. organensis 7| 28 198 538 | 21 8 0,00684
P. sidacfolia 12 { 226 184 s | 10 0,00586
P. tricuspis T [ 277 201 522 | 30 5 0.02101
P. urubiciensis 06 E 226 217 64,4 0 0 0
P. activia®* 2 | m 175 66,7 14 3 0,00600
P. elegans® 0 | 28 175 667 | 4 3 0,00200
P. caerulea® 8 | 217 207 63,0 6 2 0,00077
Prenuifila® 26 I 215 203 | 659 18 4 0,00914
P. alesia®® 5| 232 I 180 | 650 25 > 0,00439
P misera** 3| 140 | 170 ] 543 | 8 0 .
| P. suberosa®® 2 | 150 | 184 } I 0 0.00000 |

*1-Lorenz-Lemke ef al . 2005; *2 — dados nao publicados; *3- Koehler- Santos, 2005; *4- Longo, 2003, *5- Muschner, 1999,
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Figura 15 - Fragmento de cromatograma mostrando sitio heterozigoto (Y=C+T). ORGA 01, sitio 139. A)Fita 5° 2 3° B)
Fita3’ 2 5.

305 406
Alc ¢ ¢ ¢ T 1 ¢ca dBlec ¢ ¢ ¢ ¢ ¢c 6 a4 ¢

L 55 3 , \

Figura 16 — Fragmento de cromatograma mostrando polimorfismos (transicdes) em 5.8 S, sitios 405 e 406. A)
CAPS 27, B) CAPS 23.

A partir do segilenciamento, foram identificados para cada espécie diversos “tipos de
seqiiéncias” baseados nos polimorfismos encontrados. E importante ressaltar que, neste caso,
o termo haplotipo néio se aplica adequadamente, pois tal denominagiio € usada para designar
um alelo ou um conjunto de alelos que estdo presentes em um genoma hapléide ou estdo
ligados em um (imico cromossomo nuclear, diferentemente do que acontece na regido ITS,
como ja descrito na segdo 1.6. Nas cspécics que apresentaram mais de dois sitios
heterozigotos, os tipos de seqiiéncias foram inferidos com o auxilio do programa PHASE 1.0

(Stephens, Smith & Donnelly, 2001).
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Os tipos de seqiiéncias encontrados para /. capsularis, P. cincinnald, P. edudis, P.
cichleriana, P. foetida, P. haematostigma, P. morifolia, P. organensis, P. sidaefolia, P.

tricuspis estdo ilustrados, respectivamente, nas Tabelas 15 a 24,
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Tabela 15. Tipos de sequiéncias obtidos em 2. capsularis,

Posigiio Nucleolidica

ITS 2
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Tabela 16. Tipos de seqii€ncias obtidos em . cincinnata.

: 1
177]

Tipo de IS R - () S -
seqiéncia 4 4 5 7 8 8 9 1 1 1 2 & & 4 4 5 & okservado
3 4 8 6 8 2 4 4 1 3 6 6 5 4 5 &8 & 4 1
T 3 3 & 2 2 0 6 8
51 - - 6 GG C G C A C C G« T A G A A A G 1
§2 : e e Be e e w e s . A I
S5 Foa e, TR OB Bl . G & & . 2
$4 : A .G cC G . I
55 ; R . ; I TR . fal C G A |
56 s T A A C C G 2
57 € @ G G C G 2
S8 C G T T G .G cC G 2
8¢ C G T L T GCT G AT A A G A c G |
St ¢ 6 T €T 6 € T g6 A T A A G A C C G I
Tabela 17. Tipos de seqiiéncias obtidos em F. edulis.
Posigdo Nucleotidica
ITS1 ITS2
Tipade B I 2 2 5 4 84 5 5 5 ol
sequéncia 5 5 3 g 0§ 9 2 0 | 9 0 3 5 6 7 Obscrvado
2 7 9 9 2 8% 6 3 6 9 0 9 9 0 7
Sl c ¢ ¢ ¢ CHrn G 6 C T € € € ¢ 1 2
S2 . . T : 2
53 : B . G 2
S4 A T T G 2
S5 A : . 1
6 A T . G I
S7 A T T A 2
S8 A T T i A 1
$9 A T ¥ T , A |
S A T ¢ T Y T T A 2
Sl A LT 6 . T T T A 6
512 . G T T T A A G 2
Tabela 18. Tipos de seqiiéncias obtidos em P. eichleriana.
Posi¢do Iﬂ_ucleotidica -
T‘?? d‘? ITs 1 ITS2 N° observado
sequencia
141 143 407 433 548 561
S1 A A i G A C 11
s2 . T 1
S3 @ G G C T 2
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Tabela 19. Tipos de seqiiéncias obtidos em P. foetida.

Posigdo Nucleotidica
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Tabela 19 (continuagdo)

Posigio Nucleotidica
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Tabela 20. Tipos de sequiéncias obtidos em /. huematosiigma,

Posi¢da Nucleotidicn

ITS 2
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Tipo de
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Tabela 21. Tipos de seqiiéncias obtidos em P. morifolia.

Posigio Nucleotidica
» R e S -
Fpo:de ITS 1 ITS 2 "
seqiiéncia - observado
19 220 239 240 259 507 513 583
S G ¢ g T c G T 12
52 I T T C T @ A 2
Tabela 22. Tipos de seqii€ncias obtidos em F. organensis.
- Posigio Nucleolidica N®
il TS | ITS2  observado
seqiiéacia 4 6 7 7 %8 8 | S S S A o2 2 02 2 4 5
% 6 3 1 2 9 0 1 2 2 3 4 9 9 p 3 5 % 4
7 s 4 5 9 ( 5 6 + 1T 2 9 6 8
81 A GC &#7T 6C AGTYFTCLS T TARET C G 1
S2 - | , o 5 i
§3 G C 2 c . A A G 1
S4 G C . F . € A A A G 1
$3 GCCATI®E€ C A A A G 2
<6 . = T @ & T T A A |
S7 .. T G € T A A . 3
S§ G ¢ -y A A T T T A |
$9 .G C T A A ol T i
1 T G C : T A A G 2
it T G C AT A A G . 2
$12 . T G C AT A A G A 2
SI3 G T G C AT A A G 9
Si4 G G C AT . A A G 4
Si5 G . G C AT T A A G 1
516 G C G ¢ AT A A : G !
$1I7 .G C G € AT A A T G |
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Tabela 23. Tipos de seqiiéncias obtidos em P. siduefolia.

- Posigio Nucleotidica

Tipo de ' W

sequéncia s L observado
3133 St 53 79 94 100 104 162 394 402 403
i, € A & ¢ € & € & & ¢ A 7 5
$2 T 2
$3 T A 2
54 S .G T A I
$5 T A ¢ ‘e 2
S6 1 & B 1
7T iy T A ]
s8 T T A B 5
§9 A & @ 1
510 . . . . . . i A T C 65 3
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Tabela 24, Tipos de sequéncias obtidos em /. fricuspis.
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4.3 Dinimica poepulacional

As andlises da distribuicdo mismaich apresentaram um padrdo unimodal apenas para

P. sidaefolia, o que indica uma provavel expansdo populacional recente nas amostras dessa

espécie (Figural7).
/e I
0.2 - i-'":"\ ' Esperado
!{ ; (\’."\ ---@- Obeervado
0.15 - { \*

o ) 10 20 ) a0
Pamwise Differences

Figura 17 - Distribui¢io mismatch em sequéncias de P. sidaefolia. O eixo x indica o
nimero de sitios diferentes entre pares de individuos comparados, e 0 eixo y representa
suas freqiiéncias. A linha verde indica o esperado (em uma populagio em expansdo), e a
vermelha o observado.

Os indices de neutralidade foram significativos apenas em P. tricuspis, 2, 56043, P <
0.01 (D de Tajima) ¢ 1,68778, P < 0.02 (D* de Fu e Li).

4.4 Relacionamento entre as seqiiéncias

As relagdes entre as seqiiéncias foram inferidas pelo método de “median-joining" (=0,
Bandelt et al., 1999) no programa NETWORK 4.1.0.9. Para facilitar a compreensdo, os

codigos S1, S2,... Sn, representados nos networks, séo os mesmos das Tabelas 15 a 24, da

espécie correspondente.
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‘Em P. cincinmata (Figura 18), P. capsularis (Figura 19) e P. organensis (Figura 20)
foi possivel verificar uma tendéncia de estruturagio geografica, separando geneticamente 0s
individuos das diferentes populaqc")les. Em 2. hacmatostigma (Figura 21) essa estruturagio
também ocorreu, inclusive separando dois grupos distintos morfologicamente de Minas

Gerais. Em P. morifolia (Figura 22) uma das amostras do estado de Sdo Paulo (MORI 03) se
diferenciou das do Rio Gfande do Sui, porém a outra (MORI 06) compartithou o mesmo tipo
de seqiiéncia com os demais. Em P. sidaefolia (Figura 23) as amostras sio provenientes de

localizagdes muito proximas, dessa forma ndo ¢ possivel analisar padrdes de estruturagdo
geografica, devendo estas pertencer a uma mesma popula¢io. As sequiéncias de P. fricuspis
(Figura 24) do Rio Grande do Sul e Minas Gerais mostraram-se bastante distintas das do resto
do Brasil. P. eichleriana (Figura 25) e P. edulis (Figura 26) ndo apresentaram estrutura¢do
geografica. As seqiiéncias P. foetida, apesar da alta diversidade, ndo se relacionzram com a

localizagdo geogratica. (Figura 27).
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Figura 18 - Median-joining network (¢=0) a partir das seqiéncias de ITS de P. cincinnata. O tamanho dos
circulos corresponde a frequéncia das sequéncias. Os sitios polimérficos que separam as seqiéncias estdio
representados pelas linhas transversais. As cores dos circulos indicam a localizagio geografica. Mv = vetor
médio. Amostras onde foram encontrados os tipos de seqiiéncias — S1: CINC3: S2: CINC3; 83: CINCT7; 84:
CINC2; S5: CINCZ; 86: CINCS; S7: CINCG6; S8: CINC4; S§9: CINC1; S10: CINC1.
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Figura 19 - Median-joining nefwork (6=0) a partir das seqiiéncias de ITS de P. capsularis. Amostras onde foram encontrados os tipos de seqiléncias Amostras onde foram encontrados
o8 tipos de sequiéneias — S1: CAPSS5, CAPSS, CAPS11, CAPS14, CAPS21, CAPS25 e CAPS26; 82: CAPSS, CAPS8, CAPS14, CAPS1S5, CAPS21, CAPS25 e CAPS26, 83: CAPSI8 e
CAPS28; 84: CAPS26; 85: CAPS32; S6: CAPSO e CAPS16; 87: CAPS23; S8: CAPS35; 89: CAPS13 e CAPS29; S10: CAPS24; S11: CAPS17; S12: CAPS17; S13: CAPS3, 814:
CAPS27; 818: CAPS 22.
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Figura 20 - Median-joining neswork (=0) a partir das seqiiéncias de ITS de P. organenensis. Amostras onde
foram encontrados os tipos de seqiiéncias — S1: ORGAS; S2: ORGAS; S3: ORGAG6; S4: ORGAG; S5 ORGAT;
$6: ORGAL11; S7: ORGA9, ORGA10 e ORGALI1; S8: ORGA9; §9: ORGALIQ; S10: ORGALI1S; S11: ORGA4;
Si2: ORGAS5; S13: ORGA2, ORGA3, ORGA13, ORGA14, ORGAI6 e ORGA17; S14: ORGAL, ORGA13,
ORGAl4 e ORGAI6; S15: ORGAL; S16: ORGA18; §17: ORGA1S.
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Figura 21 - Median-joining network (¢=0) a partir das seqgiiéncias de ITS de P. haematostigma. Os sitios
63, 101, 226 e 612 foram retirados da confecgdo do nefwork por variarem trés ou mais vezes. Amosiras
onde foram enconirados os tipos de seqiiéncias — S1: HAEM1 e HAEM2; 82: HAEM?2; 83: HAEM]1,; S4:
HAEMI13; S5: HAEM7 e HAEM14; S6: HAEM10; S7: HAEM10 e HAEM12; S8: HAEM3, HAEM7 e
HAEM12; §9: HAEM14; S10: HAEMBR; S11: HAEMS; S12: HAEM9, S§13: HAEMY; S14: HAEM4,
S15: HAEM6: 816: HAEMS5; S17: HAEM6; S18: HAEM11; S19: HAEMI11.
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Figura 22 - Median-joining retwork (e=0) a paﬁir das seqiiéncias de ITS de P. morifolia. Amostras
onde foram encontrados os tipos de sequiéncias — S1: MORI1, MORI2, MORI4, MORI5, MORI6 e
MORI7; 52: MORIS,
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Figura 23 - Median-joining network (e=0) a partir das seqiiéncias de [TS de P. sidaefolia. Os sitios 100, 402 e
403 foram retirados da confecgdo do nefwork por variarem trés ou mais vezes. Amostras onde foram encontrados
os tipos de seqgiiéncias — 81: SIDA7, SIDA9, SIDAIQ, SIDA11 e SIDAI2; S2: SIDA9 ¢ SIDA1I; §3: SIDAS ¢
SIDA10; 84: SIDAS; S5: SIDAS e SIDA12; 86: SIDA6; S7: SIDA3; $8: SIDA3, SIDA4, SIDAS e SIDAS; S9:
SIDA7; 810: SIDA1 e SIDAZ; S11: SIDAL.
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Figura 24 - Median-joining nefwork (e=0) a partir das seqiiéncias de ITS de P. fricuspis. Os sitios 26, 138, 407 e
625 foram retirados da confecgio do nemwork por variarem trés ou mais vezes. Amostras onde foram
encontrados os tipos de seqiéncias — S1: TRIC2, TRIC3, TRICY e TRIC11; $2: TRIC3; $3: TRIC6 e TRICT:
$4: TRIC6 e TRICT; S5: TRIC10; S6: TRIC10; S7: TRICS; $8: TRICS; §9: TRIC1 e TRIC 14; §10: TRIC4;
S11: TRIC4.
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Figura 25 - Median-joining network (€=0) a partir das sequéncias de ITS de P. eichleriana. Amostras onde
foram encontrados os tipos de seqiiéncias — S1: EICH], EICH2, EICH3, EICH4, EICHS5 e EICHS6; S2: EICH],
83: EICHT.
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Figura 26 - Median-joining network (£=0) a partir das seqiéncias de TS de P. edufis. Os sitios 69, 126 e
577 foram retirados da confecgdio do network por variarem trés ou mais vezes. .Amestras onde foram
encontrados os tipos de seqiiéncias — $1: EDULI2 e EDUL14; 82: EDUL7 e EDUL12; €3. EDULT e
EDULE; 84: EDULS ¢ EDULY, $5: EDUL14; 86 EDULY, 87: EDULIS, S8: ERULLG6; 89, EDULIG;
S1¢: EDULS; S11- EDUL2, EDUL4 e EDULS; 812: EDUL1D,
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Figura 27 - Median-joining network (£=0) a partir das seqiéncias de ITS de P. foerida. Os sitios 29, 41, 99,
168, 223, 556 e 585 foram retirados da confecgio do network por variarem trés ou mais vezes. .Amostras onde

foram encontrados os tipos de seqiiéncias — S1: FOET), FOET2, FOET6 e FOET7; S2: FOETZ; 83: FOET7, 54:
FOET3; 85: FOET3; S6: FOET4; 87: FOET7; 88: FOET15; 89: FOET1S, S10: FOETS; $11: FOET9.
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5. DISCUSSAO

5.1 Variabilidade em ITS

Os po]imogﬁsmps_ intraindividuais encontrados em ITS (sitios heterozigotos) sdo um
indicativo de evolugio -e.m concerto incompleta. Essa variabilidade ja foi encontrada em
muitas especies de plantas, indicando que a taxa de homogeneizagio dessa regido ndo ¢ alta
em algumas espécies. O tempo de homogeneizagio depende nimero de copias das seqiiéncias
¢ nimero de cromossomos onde a regido ITS € encontrada, bem como a localizagdo do loci ao
longo do cromossomo e a taxa de permuta no DNA entre os cromossomos (Quijada ef al.,
1998). Em posi¢des terminais dos cromossomos, as permutas intercromossdomicas sdo
facilitadas, como pode ser visto em Gossypium e Thinopyrum (Wendel, Schnabel & Seelanan,
1995; L1 & Zhang, 2002). Melo & Guerra (2003) mapearam o gene 435S (regido que inclui
ITS) em diversas espécies de Passiflora. Nenhuma das espécies analisadas neste estudo (entre
elas P. capsularis, P. cincinnata, P. edulis, P. haematostigma e P. morifolia, ) apresentaram
sitios terminais de ntDNA, um indicio de que a posi¢io cromossdmica pode estar dificultando
a homogeneizagdo destas seqiéncias. O exemplo mais ilustrativo desta situagdo seria P.
Sfoetida, que possm seis sitios proximais de ntDNA e apresenta a maior variabilidade na regifo
ITS er'm'e as especies estudadas. Nestas regides, o crossing-over é menos freqiiente, o que
reforga a hipOtese acima levantada.

Existem, trés diferentes maneiras para duas diferentes copias de I'TS evoluirem dentro
de um Gnico individuo: (1) a evolugdo em concerto unidirecional, que conduz 4 perda de uma
copia e a fixagdo da outra; (2) a evolugdo em concerto, que conduz a um novo tipo de ITS que
representa uma mistura do original das duas seqiiéncias; ¢ (3) ambas as copias de ITS estio

presentes, fato decorrente de uma hibridizagdo recente.
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Espécies que possuem um ciclo de vida longo ¢ fecundag@o cruzada levam mais tempo
para homogeneizar suas seqii€ncias, esse € o caso do subgénero Passiflora. Quando
comparamos a diversidade nucleotidica e o nimero de sitios heterozigotos em relagdo ao total
de sitios polimorficos. vemos que o subgénero /'assiflora possui valores relativamente
maiores, porém ndo significativos quando comparados com Decaloba, subgénero com plantas
autocompativeis. Espécies autocompativeis sdo propensas a apresentar baixa diversidade
genética intrapopulacional quando comparadas com espécies de fecundagdo cruzada; além
disso, a diferenciagiio entre as populagdes tende a ser maior em espeécies autofecundantes,
porque o fluxo de polen € mais limitado nessas plantas (Maki et al. 1999).

O marcador ITS mostrou-s¢ adequado para o desenvolvimento de estudos
populacionais no género Passiflora. No entanto, o grande nimero de sitios heterozigotos em
algumas espécies como F. joetida e P. sidaefolia dificultou a inferéncia exata das sequéncias
na falta de experimentos que determinem a fase haploide correta, demandando experimentos
laboriosos e especificos, ndo incluidos neste trabalho,

Foi observado que a freqii€ncia de sitios heterozigotos foi maior no Rio Grande do Sul,
quando comparada com os outros estados brasileiros. As espécies de Passiflora presentes no
Rio Grande do Sul, com exce¢dio de P. foetida que ¢ campestre, estdo associadas a formagdes
florestais. Segundo Rambo (1951), as formagdes florestais do RS teriam seu centro de
irradiagdo no Norte: a Mata do Alto Uruguai teria surgido como um prolongamento
mendional da Amazonia, através da bacia Parana-Uruguai, ¢ a Mata Atlantica teria como
centro de irradiagdo a regido entre a Serra da Mantiqueira ¢ o Oceano. Os eventos de
formagdo da vegetagdo no Estado podem ter propiciado o contato recente entre diferentes
linhagens destas espécies, que aliados aos fatores que retardam a homogeneizagdo das copias
de ITS podem ter estabelecido o quadro aqui apresentado: um maior numero de sitios
heterozigotos nas populagdes do RS em compara¢iio com as demais. Corroborando estas

hipoteses, o estudo realizado com P. alata, espécie subespontinea no RS (Koehler-Santos,
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2005), mostrou homogeneiza¢do incompleta da regido ITS relacionada com a recente
propagacdo desta espécie no Estado (a partir da década de 1950).

A auséncia de variabilidade em P. urubiciensis deve-se possivelmente ao fato dessa
espeécic ser endémica ¢ adaptada a uma regido geografica muito restrita, a serra de Santa
Catarina (Urubici). Nos casos de espécies endémicas, a baixa variabilidade genética pode ser
uma adaptagio a sobrevivéncia em ambientes limitados, com a finalidade de manter as

modificagdes que as habilitaram a sobreviver nestes ambientes (Primack & Rodrigues, 2001).

5.2 Variacdio no gene 5.8 S

Os genes ribossomais, como 5.8 S, sdo regides bastante conservadas do genoma
nuclear, com baixa variagdo até mesmo entre tixons diferentes (Garcia, Nicholson &
Nickrent. 2004). A variagdo de 5.8 S encontrada em amostras de P. capsularis , P. foetida e P.
tricuspis foi inesperada, pois sdo poucas as referéncias de variagdo intraespecifica neste gene
em plantas, embora Ruggiero & Procaccini (2004) tenham encontrado polimorfismos nesta
regido em Halophila stipulacea, atribuindo estas variagdes 4 presenga de pseudogenes. Em
Passiflora, as mutagdes encontradas no gene 5.8 S eram conservadas, ou seja, ndo alteram a

estrutura mRNA que vai ser formado.

5.3 Estruturaciio das populacdes

Nas espécies P. capsularis, P. cincinnata, ¢ P. organensis a distincia geografica,
tornou-se uma barreira, impedindo o fluxo génico entre as populagdes. Dessa maneira,
mutagdes sdo acumuladas e populagdes que divergiram por ultimo estdo mais afastadas

geneticamente das populagdes precursoras (Burban & Petit, 2003).



P. haematostigma apresenta formas morfologicas que diferem por caracteristicas
como: comprimento ¢ espessura dos ramos, tamanho e quantidade de flores e frutos e
dimcnsﬁcs_das tolhas (Fernando C Campos Neto, comunicagdo pessoal). Esses diferentes
morfotipas de P. haematostigma, podem ser encontrados em diferentes localidades de Minas
Gerais, A distancia geografica entre os estados da regido sul (Santa Catarina e Parana) ¢
Minas Gerais, pode ser a razio provavel da diversidade genética encontrada entre as amostras
analisadas. Quanto aos grupamentos formados pelas amostras obtidas em Minas Gerais, todas
as amostras identificadas como a forma “grande” ficaram nitidamente separadas das demais
quanto ao tipo de sequéncia. A partir desses dados, pode-se pensar, que os dois morfotipos
encontrados em Minas Gerais sdo, possivelmente, dernvados de linhagens evolutivas
diferentes.

As espécies P. morifolia e P. ecichleriana ndo apresentaram nenhum padrio de
estruturagio geografica. Uma explicagio plausivel ¢ o fato de ter sido avaliada apenas ﬁm
pequeno namero de individuos, embora oriundos de diferentes localidades. Ja a ndo
estruturacio das sequéncias de P. sidaefolia pode ser atribuida ao pequeno nimero de
populagdes amostradas (apenas duas e de localizagdo muito proxima).

P edulis é uma espécie bastante cultivada e, com isso, o transporte de sementes, tanto
com o objetivo de plantio como pelo consumo dos frutos, pode causar uma incongruéncia na
analise filogeografica devido a recombinagio das seqiiéncias de diferentes origens e fluxo
génico recente. Embora a forma cultivada (P. edulis f. flavicarpa Deg) n@o tenha sido
amostrada, o cruzamento entre ela e a forma nativa (P. edulis f. edulis Sims.) pode ocorrer
naturalmente. Esse tipo de dificuldade na analise é 0 mesmo que foi descrito para P. alata
(Koehler-Santos, 2005), a qual no Rio Grande do Sul também ndo apresenta uma estrutura¢ao

geogréafica de suas populagoes.
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A analise das seqiiéncias dé P. foetidua revelou um alto grau de variabilidade, muito
maior que o encontrado nas outras espécies estudadas. Essa variagdo pode ser resultado dos
fatores que retardam a homogeneizagdo das copias de ITS decorrentes da localizagdo
cromossdémicas destas seqiiéncias, aliados a outros fatores taxondmicos e ecologicos. Nesta
espécie existem relatos da existéncia de diferentes subespécies, descritas através do exame das
caracteristicas morfologicas (Ulmer & MacDougal, 2004). Além disso, esta espécie apresenta
populagdes bastante reduzidas e isoladas, estando adaptada a ambientes bem especificos.

As sequéncias 1 a 9 de P. rricuspis diferiram amplamente das demais. Essas
seqiéncias foram obtidas a partir de sete amostras do Rio Grande do Sul e uma de Minas
Gerais. Atraves da andlise posterior das plantas coletadas no Rio Grande do Sul, pdde-se
perceber que essas difenam morfologicamente da descrigdo de P. tricuspis. A. Cervi
(comunicag@o pessoal) ja havia percebido algumas dessas diferengas e, aliando os resultados
obtidos com as andlises moleculares aqui descritas, esta sugerido que as plantas encontradas
na regido Sul do Brasil e descritas por Sacco (1962) e Mondin (2001) como P. tricuspis na
verdade seriam P. urnaefolia Rusby, enquanto que P. tricuspis ocorreria, predominantemente,
na regido Centro-Oeste do Brasil. Os filamentos da corona de P. ricuspis (Figura 13) sdo
espessos e capitados, enquanto que P. urnaefolia possui filamentos finos, embaragados e ndo
capitados, da mesma forma que as plantas coletadas no Rio Grande do Sul (Figura 28). Essa
possivelmente é a explicagio para a grande diferen¢a encontrada entre os tipos de seqiiéncia
de P. rricuspis neste trabalho. Analises mais detalhadas sobre a morfologia, o aumento da
amostragem para marcadores moleculares e a comparagdo com representantes de P.

urnaefolia coletados nos estados da Bahia e Sdo Paulo deverdq ser realizadas.
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Figura 28 - Comparagdo morfolégica das flores. A) P. wrnaefolia e B) P. tricuspis coletada no RS.

3.5 Dindmica Populacional

O padrdo unimodal encontrado na distribuigio mismatch de P. sidaefolia indicando
uma provavel expansdo populacional recente pode ser atribuido ao fato de que as 12 amostras
foram coletadas em apenas duas populagdes de uma regido bastante limitada. Isso pode ter
induzido um resultado falso-positivo, pois as plantas amostradas podem ter um
relacionamento de parentesco proximo e estarem colonizando uma regido, sendo o padrdo de
expansio o reflexo da colonizagio e o aumento do niimero de individuos num mesmo local.

Os indices de neutralidade foram significativos em P. fricuspis, provavelmente devido

a mistura das amostras de duas espécies diferentes, como j4 descrito na segiio anterior.
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