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1. ·INTRODUÇÃO 

l.l A família Passifloraceac c o gênero PfL.-.siflora L. 

!\ fàmíl1a Passit1oraceae pertence à ordem Malpighiales (APG 11, 2003) e distribui-se 

princ1palme~te por regiões tropicais nas Américas, Áfric.a e Ásia. Esta família possui mais de 

600 espécies distribuídas em 18 gêneros (Judd et ai., 1999)., dos quais quatro ocorrem no 

Brasjl: J>ossijlora, Dílkea, Miwstemma e Tetrasryhs. A famiha Passifloraceae caracteriza-se 

por algum; marcadores morfológicos como: filota.>óa alterna, nós triJacunares, estigmas secos, 

gineceu tricarpelar e placentação parietaJ (MiJward-de-Azevedo & Baurngratz, 2004 ). 

O gênero Pass[flora L. é o mais representativo da farnilia, com pelo menos 523 

espécies (Feuillet & MacDougal, 2003), sendo que boa parte delas são naturais da região 

neotropical. A descoberta do gênero ocorreu durante a colonização da América, e a 

<.k.nominação de Passijlora (flor da paixão) f('i dada por católicos que relacionaram as 

estruturas florais com alguns instrumentos da paixão de Cristo (Cervi, 1997). A grande 

maioria das espécies de Passlflora são lianas herbáceas, porém existem algumas exceções, 

árv'ores e arbustos, causadoras de controvérsias quanto à classiticação taxonômica (Vecchia, 

2001 ). 

1.2 Morfologia e c_-cologia 

Alguns representantes do gênero Pass[flora são conhecidos pelo alto grau de 

heterofilia, podendo ocorrer folhas de lâminas inte1ras até pentalobadas em uma mesma 

espécie (Figura 1 ). Essas plantas são caracterizadas por gavinhas axilares e nectários 

ex tratloraJs peciolares ou ocelares. As estípulas, de variadas fonnas, representam um 

elemento importante na diferenciação das espécies (MacDougal, 1994). As flores, comumente 

hennafroditas e solitárias, apresentam coloração desde brat1ca, até vermelha e púrpura (Figura 
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2). As dimensões florais variam bastante no gênero, num intervalo de 5 mm (P. suberosa L.) a 

95 em (P. macrophila L.) (Ulmer & MacDougaJ, 2004). 

Figura 1 - Heterofilia em P. caerulea L. 

Figura 2-Diferentes padrões de colomção em espécies de Passiflora. 

Outra camcteristica floral importante é a presença de uma corona de filamentos, cujas 

variações morfológicas constituem um caráter taxonômico importante (Judd et ai. 1999). Os 

frutos, conhecidos como maracujás, nome de origem tupi-guarani que significa fruta de sugar 

(Giavina-Bíanchi et al. 1997), geralmente são bagas e raramente cápsulas (P. capsularis L.) 

(Deginaní, 2001). Algumas espécies têm grande importância econômica por possuírem frutos 

comestíveis, propriedades medicinais e serem admiradas como plantas ornamentais. 

A grande diversidade nas estrutums florais apresentada pelo gênero Passiflora pode 

ser interpretada como resultado da seleção natural, sendo os agentes polinizadores um dos 

fatores seletivos (Koschnitzke 1993). O sistema reprodutivo preferencial é a fecundação 

cruzada. A autofecundação não é um processo eficiente> pois mesmo quando ocorre a 

formação de frutos o número de sementes é bastante reduzido (Suassuna et ai. 2002 ). Várias 

classes de animais servem como agentes polinizadores, mas em geral a melitofllia (abelhas de 
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grande porte) é a síndrome floral predominante; também podem ocorrer, em um número 

menor de espécies, as síndromes da ornitofilia (beija-flores), quiropterofilia (morcegos) e 

csfingoiiliu (mariposas) (Koschnilt.kc 1993 ~ Yarassm c·t ui. 200 I) A dispersão das sementes é 

freqüentemente teita por aves, morcegos, ou até mesmo pequenos mamíferos que são atraídos 

pela cOloração e pelo cheiro dos frutos. 

l.3 Modelos de especiação 

E muito dificil se chegar a um conceito de espécie consenso em plantas porque, quanto 

ao isolamento reprodutivo, o nível de infertilidade nos cruzamentos entre diferentes ~upos é 

bastante variável (desde O até l 00% )_ Além disso, diferentes genes podem apresentar 

diferentes padrões de coalescência, o que cli.6culta o reconhecimento das espécies através do 

critério de descendência. 

No modelo de especiação alopátrico, as populações começam a se diferenciar quando 

o fluxo gênico é interrompido, seja por barreiras ambientais, ou até mesmo pela própria 

distância geográfica entre as populações. Sem o fluxo gên1co, as populações expostas à 

seleção divergente evoluem independentemente, podendo ocasionar uma eventual formação 

de barreiras reprodutivas. Porém, a divergência genética não é resultado direto da separação 

geográfica, e sim de mecanismos transformantes como o fluxo gê1úco em si e a seleção 

natural (Judd et a/. , 1999). Se a seleção favorece diferentes alelos em duas populações 

adjacentes, padrões distintos nas freqüências alé1icas são estabelecidos. Quando a seleção é 

suficientemente forte, sobre locos responsáveis pelo o isolamento reprodutivo, as populações 

podem se diferenciar em espécies isoladas reprodutivamente (Lorenz., 2002). 

A especiação simpátrica ocorre quando duas ou mais populações coexistem em um 

mesmo território sem entrecruzarem-se. Para isso tS necessário que modificações genéticas ou 

ecológicas impeçam estes cruzamentos. Alterações nos períodos de floração e modificações 

na estrutura floral podem levar ao isolamento reprodutivo entre populações de plantas. 
7 



1.4 FiJogénia do gênero Passitlora L. 

Segundo Killip ( 1938), o gênero r'ass(flora divide-se em 22 subgêneros. Porém, a 

sistemática Clássica, baseada em aspectos morfológicos, devido à grande complexidade das 

estruturas florais e vegetativas, nem sempre demonstra as relações filogenéticas mais 

apropriadas. Estudos . mais recentes, aliando aspectos evolutivos aos marcadores 

morfológicos, têm sugerido a redução para apenas quatro subgêneros: Astrophea, 

Decaloba, Deidamioides e Passiflora (Feuillet & MacDougal, 2003). Diversos estudos 

com marcadores moleculares têm sido desenvolvidos por nosso grupo de pesquisa, 

objetivando o esclarecimento das relações filogenéticas entre as espécies do gênero 

PassijlortJ Muschner et a/. (2003) analisaram os marcadores ITS, lrnL-trnF, e rps4 para 

63 espécies, de 13 subgêneros, utilizando diversos métodos de análise fi.logenética 

("neighbor-joining" parcimônia, e máxima verossimilhança). Neste estudo, foi verificada a 

evidente separação entre as espécies dos subgêneros Deculoba, Aslrophea e Pass~flora, em 

concordância com a taxonom1a morfológica dos grupos proposta por Feuillet & 

MacDouga! (2003). Além disso, a separação dos subgêneros Deculoba e Pass~flora é 

amplamente sustentada por caracteres morfológicos, especialmente no que se retere ao 

tamanho da flor. 

1.5 Filogeografia 

A filogeografia é o campo de estudo relativo à distribuição geográfica das linhagens 

genealógicas, onde tempo e espaço são os eixos princípais. Muitas espécies com distribuição 

geográfica ampla podem ser compostas por populações cujos membros ocupam diferentes 

ramos de uma árvore filogenética intraespecífica. Quanto maior o tempo desde o isolamento 

geográfico, mais o grau de diferenciação entre grupos genealógicos tende a aumentar. Estudos 
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que nãú apresentam coerência entre o. relacionamento genético e o padrão geográfico podem 

revelar a recente história' evolutiva da espécie anal isada ou a presença de eventos de dispersão 

c f1uxo gênico a longas distâncias. Por outro lado, espécies com grupos rnonofiléticos bastante 

distintos geralmente experimentaram longos periodos de barreira ao tluxo gênico (Koehler­

Santos. 200 5). Análises filogeográficas propiciam urna nova percepção do papel do fluxo 

gêmeo na estruturação de popúlações vegetais. 

Muitos estudos baseiam-se na variabilidade dos genomas de organelas. Porém, estes 

genornas geralmente são mais conservados quando comparados ao genoma nucJear. Além 

diss~) , eles não apresentam recorobinação, pois são herdados de maneíra uniparental (Hare, 

200 I). Desta forma, espera-se que a estrutura genética do genoma nuclear (herdado 

biparemalmente) seja mais influenciada por fatores históricos como o fluxo gênico no 

passado, eventos geoló!:,ricos e mudanças cJjmáticas, desta fonna sofrendo maior ação de 

fatores seletivos (Avise et ai. , 1987; Schaal et ai., 1998). 

1.6 Os marcadores moleculares ITSl e ITS'2 

Os marcadores moleculares são ferramentas de grande valia quando se deseja analisar 

relações filogenéticas entre táxons ou populações. Para 1sso, a escolha dos marcadores 

utilizados deve ser adequada aos objetivos do trabalho a ser realizado. Em trabalhos que 

utilizam a técnica de seqücnciamcnto, a região do DNA a ser analisada deve variar de acordo 

com o ní.vel taxonômico que está sendo considerado (Lorenz, 2002). Em estudos onde se 

deseja comparar níveis taxonômicos elevados. os marcadores moleculares devem ser 

seqüências correspondentes a regiões codificadoras, ou seja, regiões bastante conservadas 

(Rahrnanzadeh et ai. , 2005). Nas regiões não codificadbras, por sofrerem baixa pressão 

seletiva, as seqüências tendem a possuir maior variabilidade, 1sso permite que sejam utilizadas 

até mesmo em estudos intraespedficos (Kropf et ai., 2002). 
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O DNA ribossomal nuclear (nrDNA) de plantas superiores apresenta centenas a 

milhares de cópias (ou parálogos) em tandem em mna ou mais regiões cromossômicas e 

geralmente é bastante conservado, exercendo uma função essencial para a manutenção da 

célula na tradução do RNA em proteínas. Os genes que formam as subunidades 18 S, 5,8 Se 

26 S dos nl>ossomos estão separados no DNA por duas regiões espaçadoras que são 

transcritas junto com o gene, porém não incorporadas ao transcrito maduro (Koebler-Santos, 

2005). Estas regiões são conhecidas como Interna/ Transcribed Spacers (ITSs), mais 

precisamente ITSl e ITS2 (Figura 3). 

.___la_s_n_rD_N_A___.i rrsl !s,ss l 1rs2l 26S nrDNA l 
Figura 3 - Organização da região ITS. 

Mutações nas regiões ITS são individualmente homogeneizadas através de evolução 

em concerto, na qual crossing-over desigual e conversão gênica são os principais mecanismos 

envolvidos. O modo e o tempo da evolução em concerto do nrDNA varia muito entre 

diferentes grupos de plantas e, por isto, os espaça.dores internos transcritos do DNA 

nbossomal (ITS) podem apresentar variação interespecífica, interpopulacional e até 

intraindividual (Mayer & Soltis 1999). Altos graus de variabilidade são verificados quando o 

processo de homogeneização não é suficientemente rápido nas diferentes cópias, devido à 

hibridação recente, às altas taxas de mutação, à formação de pseudogenes, ao grande número 

de loci, à presença em cromossomos não homólogos, ou à ausência de recombinação sexual 

(Zbang & Sang 1999). Quando as seqüências de ITS não estão bem homogeneizadas, o 

seqüenciamento pode revelar um padrão de heterozigose, ·sinal de que, em uma mesma 

posição na seqüência, os parálogos possuem diferentes nucl.eotideos. 
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2. OBJETIVOS 

· O objetivo geral deste trabalho, como parte de um programa de investigação do 

gênero J>assiflora, é contribuir para o entendimento da biologia e evolução das passifloras 

através de análises de sua estrutura molecular. 

Objetivos específicos: 

-determinar o grau de variabilidade intraespecífi.ca do marcador ribossomal nuclear 

ITS nas diferentes espécies analisadas; 

-verificar a presença ou ausência de estruturação geográfica entre as populações 

esn1dadas; 

-auxiliar na determinação da filogenja molecular do gênero Passiflora a partir do 

estudo de populações dentro dos diferentes clados; 

-compreender a evolução do marcador 1TS em espécies do gênero Passijlora. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

3.1 Coleta 

O material analisado foi obtido através de coletas em campo. Foram coletadas folhas 

jovens de forma a não danificar os indivíduos amostrados. Estas folhas foram armazenadas 

em sílica gel para secagem e posterior extração do DNA. Para a análise da estrutura genética 

das populações das diferentes espécies de. Passijlora foi feita a identificação do local de 

coleta através de coordenadas geográficas, usando o sistema de posicionamento global (GPS). 

Para este trabalho, toi coletado material de diversas regiões do Brasil, totalizando 125 

plantas das li espécies analisadas*: P. capsularis (Tabela 1., Figura 4 ), P. cincinnata Mast. 

(Tabela 2, Figura 5), F. edulis Sims (Tabela 3, Figura 6), P. eichleriana Mast (Tabela 4, 

f1gura 7), P j(Jetida L. (Tabela 5, Pigura 8), P. lwemalosfigma Mast. (Tabela 6, Figura 9), /'. 

mnrifolw Mast. (Tabela 7 , FÍi:.JUra I 0), J>. org,.munsis Gardner (Tabela 8, Figura li), P. 

sidaefólia M. Roem. (Tabela 9, Figura 12), P. tricu.\pis Mast. (Tabela 10, Figura 13), P. 

urub1ciensis Cervi (Tabela 11, Figura 14). 

* P. capsularis, P. morifolia, P. organensis e P. tricuspis: subgênero Decaloba; P. 

cmcinnala. P. edu/i.\·, P. eichleriana. P. fnet ida, f>. sidaefolia e P. uruhiciensis: subgênero 

Fass!flora; P. haematostigma: subgênero Astrophea. 
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Tabela 1. Locais de co1eta de Passiflora capsularis. 

Indivíduos Origem Laôtude Longitude 
CAPS03 Quatro Barras/PR 25° 20' 16" s 48°54'49" w 
CAPS05 Antonio Prado/RS 28° 51'()()" s 5) 0 16'60" w 
CAPS07 Laguna/Se 28°28' 60" s 48°46'60"W 

CAPS08 Serra do Pinto/RS 29°36' 00" s 50° 18' 00" w 
CAPS09 São José dos Pinhais/PR 25°32' 05" s 49° 12'23"W 

CAPS li Derrubadas/RS 27° 15' oo• s 53°52'00"W 

CAPS l3 Águas de Lindóia/SP 22° 28' 60" s ~38'60"W 

CAPS14 José VeJho/RS 29°28' ()()" s 50040'00" w 
CAPS15 Mirante/RS 29°27' ()()" s 50°41'00"W 

CAPS16 São José dos Pinbais/PR 25°32' 05" s 49" 12' 23" w 
CAPSl7 Munhoz/MG 22°37' 00" s 46°22'00"W 

CAPS18 Caraá/RS 29°48' 00" s 50° 17' 60" w 
CAPS21 Serra do Pinto/RS 29°36' 00" s 50° 18' 00" w 
CAPS22 Campo Grande/MS 20°26'60" s 54°37' 00" w 
CAPS23 Timbé do SuVSC 28°49'00" s 49" 51' 00" w 
CAPS24 Belo Horizonte/MO 19° 55'()()" s 43° 55'60. w 
CAPS25 São Marcos/RS 29° 06' 00" s 51°00'00"W 

CAPS26 Foz do lguaçu!PR 25°33' 00" s 54°34'60"W 

CAPS27 Quatro Barras/PR 25° 20' 16" s 48° 54' 49" w 
CAPS28 Canela/RS 29° 22'00" s 50049'60" w 
CAPS29 Águas de Lindóia/SP 22°28'60" s 46°38'60" w 
CAPS32 PetroJândia/SC 27°30' 00" s 49" 44' 00" w 
CAPS 35 Belo Horizonte/MO 19° 55' 00" s 43° 55' 60" w 

23 indivíduos 181ocalidades 

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

Indivíduos Origem Latitude Lon:itude 

CINC01 Jardim/MS 21°28'49" s 56° 08' 17" w 
CINC02 Brumadinho/MG 20°08'36" s 44° 11' 59" w 
CINC03 Abaíra!BA 13° 14' 59" s 4[0 39'49" W 

CINC04 Casa Nova/BA 09°09'43" s 40° 58' l5"W 

CINC06 Petrolina/PE Q9023' 55" s 40030' 03" w 
CJNC 07 Caetité/BA 14°07'36" s 42°26'05" w 
CINC08 Brumadinho/MG 20°08'36" s 44° 1 ]'59" w 

07 indivíduos 061ocalidades 

Figura 5- P. cincinnata. 
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Tabela 3. Locais de coleta de Passifl.ora edulis. 

Indivíduos Origem Latitude Longitude 

EDUL02 Porto Alegre/RS 30° Ol'59" S 5l0 l3'48" W 

EDUL04 Santa Maria!RS 29° 40' 60" s 53° 47' 60" w 
EDUL05 Santa Maria/RS 29° 40' 60" s 53°47'60"W 

EDUL06 Portão/RS 29° 42' 06" s 51° 14' 31" w 
EDUL07 Arroio do Sal/RS 29° 33'05" s 49° 53' 55" w 
EDUL08 Capão Novo!RS 29°40'39" s 49° 58' 08" w 
EDUL09 Caraá/RS 29° 48'00" s 50° 17'60"W 

EDUL LO Taquara/RS 29° 39' 02" s 50°46' SO"W 

EDUL12 Petrolãnctia/SC 27° 30' 00" s 49°44'00" w 
EDUL 14 BR-116/RS 30° 38'23" s 51° 33'24"W 

EDUL 15 (Pto 1) Camanducaia/MG 22°4l'41" s 45° 53' 28"W 

EDUL 16 (Pto2) CamanducajaJMG 22° 42' 10" s 45° 58'33" w 
l2indivíduos 1l localidades 

Figura 6-P. edulis. 
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Tabela 4. Locais de coleta de Passiflora eich/eriana. 

Indivíduos Origem Latitude Longitude 

EICHOl Três Cachoeiras/RS 29" 27' 20" s 49" 55' 28" w 
EICH02 Caraá/RS 29° 48' oo· s 50° 17'60" w 
EICH03 Barra do Ouro/.RS 29" 40' 30" s 50" 12' 26" w 
EICH04 (Pto 1) Petrolàndia/SC 27°35'31" s 49" 44' 15" w 
EICH05 (Pto l) Petrolândia/SC 2"?35' 31" s 49" 44' 15" w 
EICH06 (Pto 1) Petrolândia/SC 2T' 35' 31 " s 49" 44' 15'" w 
EICH07 (Pto 2) Petrolândia/SC 2T' 38' 59. s 49" 45' 36" w 
07 indivíduos OS locatidades 

Figura 7-P. eichleriana. 
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Tabela 5. Locais de coleta de Passiflorafoetida. 

Indivíduos Origem Latitude Longitude 

FOETOl Recife/PE 08°03'14" s 34°52'52"W 

FOET02 Petrolina/PE 09° 23' 55" s 40030'03" w 

FOET03 Bom Jardim da Serra/SC 28°20' 13" s 4~37'29"W 

FOET04 Lavras do Sul!RS 30° 48' 47" s 53° 53'42"W 

FOET06 Petrolina/PE o~ 23'55" s 40030'03"W 

FOET07 João Pessoa!PB OJO 06' 54" S 34° 51' 47" w 
FOET08 (Ptol) São Bento do SuJ/SC 26' 12' 29" s 4gD 18' 46" w 

FOET09 (Pto2) São Bento do Sul/SC 26° 10' 51" s 4go l4' 43"W 

FOETL5 Bonito/MS 21° 07' 60" s 56°28' 00"W 

09 indivíduos 08 lomlidades 

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

Indivíduos Origem Latitude Longitude 

HAEMOl Guarntuba/PR 25° 52' 58" s 48"34'29" w 
HAEM02 Rancho Queimado/Se 27° 40' 60" s 4~01'60" w 
HAEM03 Caeté/MG 19° 53' 60" s 43°40'00"W 

HAEM04 Delfim Moreira!MG 22° 30' 33" s 45° 16'48"W 

HAEMOS Belo Horizonte/MG 19° 55' 00" s 43° 55'60"W 

HAEM06 Serra do Tabuleiro/MG 19" 06' 48" s 43°35'06" w 
HAEM07 (Pto I) Catas Altas/MG 20° 06' 09" s 43°29'34"W 

HAEMOS (Pto2) Catas Altas/MG 20° 07' OS" S 43°31'17" w 
HAEM09 (Pto2) Catas AJtas/MG 20° 07' 05" s 43° 31'17"W 

HAEMIO (Pto3) Catas Altas/MG 20° 06' 48" s 43°29'15" w 
HAEMll (Pto3) Catas Altas/MG 20° 06' 48" s 43°29'15"W 

HAEM12 (Pto4) Catas AJtas/MG 20° 05' 34" s 43°29'56"W 

HAEMJJ (Ptol) São Gonçalo do Rio Preto/MG ]8° 09' 51" s 43° 19'17" w 
HAEM 14 (Pto2) São Gonçalo do Rio Preto/MG L8° 00' LS" S 43°23'27"W 

14 indivíduos 12 localidades 

Figura 9- P. haematostigma. 
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Tabela 7. Locais de coleta de Passiflora morifo/ia. 

Indivíduos Origem Latitude Longitude 

MORlOl Porto Alegre/RS 30° 01' 59" s 51° l3'48"W 

MORI02 Porto Alegre/RS 30° 01' 59" s 51° 13'48"W 

MORJ03 Águas de Lindóia/SP 22° 28'60" s 46°3&'60" w 
MORI04 Ijuí/RS 28° 23' 16" s 53° 54' 53"W 

MOR105 ljuí/RS 28° 23' 16" s 53° 54' 53"W 

MORI06 São Paulo/SP 23° 32' 51" s 46°38' 10" w 
MORI07 Barracão!RS 27° 40' 18" s 51°27'38"W 

07 indivíduos 05 localidades 
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Tabela 8. Locais de coleta de Passif/ora organensis. 

Indivíduos Origem Latitude Longitude 

ORGAOl Quatro Barras/PR 25° 20' 16" s 48° 54'49"W 

ORGA02 Timbé do Sui/SC 28°49' 00" s 49° 51' 00" w 
ORGAOJ Bom Jardim da Serra/SC 28° 20' 13" s 49°37'29"W 

ORGA04 Três Cachoeiras/RS 2C)<> 27' 20" s 49° 55' 28" w 
ORGAOS Praia Grande/Se 29°) )' 48" s 49° 51' 01" w 
ORGA06 MunhozlMG 22° 37' 00" s 46°22'00"W 

ORGA07 Munbov'MG 22°37' 00" s 46°22'00"W 

ORGA08 Caeté/MG lC)<> 53' 60" s 43°40'00" w 
ORGA09 Barra do Ouro/RS 29" 40' 30" s 50° 12'26" w 
ORGA 10 Barra do Ouro/RS 29" 40' 30" s 500 12'26"W 

ORGA ll Barra do Ouro/RS 29" 40' 30" s 500 l2'26"W 

ORGAl3 Petrolândia/SC 27° 35' 31" s 49° 44' 15" w 
ORGA14 Petrolândia/SC 2?35'31" s 4~44' 15" w 
ORGA 15 Petrolândia/SC 2? 35'31" s 4~44' JS"W 

ORGA 16 Petrolândia/SC 27°35'31"8 49°44'15" w 
ORGA17 Petrolândia/SC 27°35'31"8 49° 44'15" W 

ORGA 18 Campina Grande do SuliPR 25° 18' 20" s 49°03' 19"W 

17 indiWiuos 10 localidades 
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Tabela 9. Locais de coleta de Passiflora sidaefolia. 

Indivíduos Origem Latitude Longitude 

SIDA01 Munhoz/MG 22° 37' 00" s 46°22'00" w 
SIDA02 Águas de Lindóia/SP 22°28' 60" s 46°38'60" w 
SIDA03 Águas de Lindóia/SP 22° 28' 60" s 46° 38'60" w 
SIDA04 Águas de Lindóia/SP 22°28' 60" s 46° 38'60" w 
SIDA05 Águas de Lindóia/SP 22°28' 60" s 46°38'60" w 
SIDA06 Águas de Lindóia/SP 22° 28' 60" s 46°38'60" w 
SIDA07 Águas de Lindóia/SP 22°28'60" s 46°38'60" w 
SIDA08 Águas de Lindóia/SP 22°28' 60" s 46° 38' 60" w 
SIDA09 Águas de Lindóia/SP 22°28'60" s 46° 38'60" w 
SIDAlO Águas de Lindóia/SP 22°28' 60" s 46° 38'60" w 
SIDA ll Águas de Lindóia/SP 22° 28' 60" s 46°38'60" w 
SIDA 12 Águas de Lindóia/SP 22°28' 60" s 46°38'60" w 
12 indivíduos 02 localidades 

Figura 12 - P. sida~folia. 
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Tabela 10. Locais de coleta de Passiflora tricuspis. 

Indivíduos Origem Latitude Longitude 

TRICOJ São José do Rio Preto/SP 20° 49' 11" s 4~22'46"W 

TRIC02 São Miguel das Missões/RS 28° 33' 46" s 54°33'15"W 

TRIC03 São Miguel das Missões/RS 28° 33' 46" s 54° 33' 15" w 
TR.IC 04 Corumbá!MS 19° 00' 33" s 57° 39'12"W 

TRIC06 BR-386/RS 28° 49' 58" s 52° 30'00" w 
TRIC07 BR-386/RS 28° 49' 58" s 52° 30' OO"W 

TRIC08 BR-386/RS 28° 49' 58" s 52° 30'00"W 

TRIC09 BR-386/RS 28° 49' 58" s 52° 30'00" w 
TR.IC 10 BR-386/RS 28° 49' 58" s 52°30'00"W 

TRIC 11 Pitangui/MG 19° 40' 58" s 44° 53'25" w 
TRIC 14 Bonito!MS 21° 07' 60" s 56°28'00"W 

1 J indivíduos 06 localidades 

Figura 13 - P. tricu<;pis. 
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Tabela ll. Locais de coleta de Pass!f/ora urubiciensis. 

Indivíduos Origem Latitude Longitude 

URUBOl (Pto l) Urubici/SC zso oo· 54" s 49°35'30"W 

URUB02 (Pto l) Urubici/SC 28° 00' 54" s 49°35'30"W 

URUB04 (Pto2) Urubici/SC 28° 03'18" s 49°29' 22"W 

URUB05 (Pto2) Urubici/SC 28° 03'18" s 49°29'22"W 

URUB06 (Pto2) Urubici/SC 28° 03'18" s 49°29' 22"W 

URUB07 (Pto3) Ufubici/SC 28° 02' 52" s 49°29' 32"W 

06 .i.od.Mdoos 05 localidades 

Figura 14- P. urubiciensis. 
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3.2 Extração do DN A 

As .folhas do material coletado, após secas em sílica gel, foram pulverizadas com 

nil'rogênio líquido em gral e o DNA foi extraído pela técnica de Roy 1!1 ai. ( 1992). moditícada 

e adaptada para espécies de Passiflora e Pet1ulia Juss.., como será descrito a seguir: 

> :?.0 mg de material pulverizado; 

-7 Adição de 600 ~de tampão de extração (100 mM TRIS-HCl; 1,4 M NaCl; 20 mM EDTA; 

2% CTAB; 0,2% f3-mercaptoetanol; 2% PVP 40), 60 ).ll de f3-mercaptoetanol e 6 ).ll de 

Proteinase K ( l Omg/ml'); 

- '> [ncubação a 65°C por 30 minutos; 

-7 Emulsão wm 600 J.tl de fenol-c1orofônnio ( 1: J ); 

-7 Centrifugação por 15 minutos a 14000 rpm~ 

~Recolhimento da tàse aquosa e estimativa do seu voJwne; 

~ Prec.ipitação do DNA com um volume de isopropanol e 1/10 do volume de acetato de 

sódio~ 

---:.Armazenamento por 24 horas em freezer-l8°C; 

--:-> Centrifugação por 20 minutos e descarte do sobrenadante; 

- > Lavagem do ''pellef' com 200 f.Ll de etanol 70% e secagem a temperatura ambiente por 20 

minutos; 

--v Eluição do "pellet" em 200 f.Ü de água ultra-pura estéril e 2 ).ll de RNAse ( 1 O mg/ml). 

Os produtos de extração foram testados através de ~letroforese horizontal em gel de 

agarose 0,8%, corado com brometo de etidio e visualizado em transilwninador de luz 

ultravioleta. Para a quantificação, os produtos foram comparados com um DNA padrão (} .. 

DNA, Im·'Ítrogen). 



· 3.3 Amplificação das seqüências 

para a amplificação dos espaçadores internos dos genes ribossomais nudeares (ITS) 

fi>ram utiliz.ados oJigonucleotídeos inic.iadores (primers) universais, descritos na literatura. As 

PCRs toram desenvolvidas em termociclador automático MJ Res. Inc. , com protocolo padrão 

adaptado para o marcador (Tabela 12). 

A quantificação dos produtos de PCR foi realizada com o marcador de peso mc;)lecular 

··Low DNA Mass Ladder" (1nvitrogen). Foram utilizados 4 J.L] da amostra (produto de PCR) + 

I !J.I de BFB (.com glicerol) , e 4 ~-tl do marcador 1 1 ~-ti de BFB (com glicerol} As amostras 

ft'~ram submetidas à eletroforese horizontal em gel de agarose 1 %, c.omdo com brometo de 

etídio e visualizado em transiluminador de luz UV. Para a quantificação do DNA dos 

produtos de PCR, a banda das amostras foi comparada com as do marcador de peso 

mokcular. 
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Tabela 12. Condições laboratoriais relacionadas às determinações dos marcadores ITS. 

Reação 

Tampão IX 

d.NTP O)mM 

MgCl2 1,5 mM 

Primer 75 0,2 J.LM 

Primer 92 0,2 !1M 

Taq pohmerase JU 

DNA 50 ng 

Condições de amplificação 

94ºC por 3 min 

94°C por 45 seg 

30 c.ic.los 58°C por l min 

72°C por 1 min e 30 seg 

72°C por 10 min 

Seqüências dos primers (White et ai. 1990) 

J>rhne.r 7 5 

Primer 92 

5'TATGCTTAAACTCAGCGG G ;· 

5. AAG GTT TCC GTA GGT GAA Cr 
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3.4 Purificação dos produtos de PCR com PEG 

Os produtos de PCR foram purificados por precipitação dos primers e dNTPs não 

incorporados utilizando Polietilenoglicol (PEG) segundo o protocolo de Dunn & Blattner 

(1986): 

-Adição de tgual volume dePEG 20% (p/v) ao produto de PCR e homogeneização; 

- Incubação a 3 7 °C por 30 min; 

-Centrifugação a 14000 rpm por 20 min; 

-Descarte cuidadoso do sobrenadante; 

-Adição de 125 J.L} de EtOH 80% gelado. Incubação por 1 mine centrifugação por2 mín; 

- Descarte do sobrenadante; 

- Repetição dos passos 5 e 6, porém agora com etano! absoluto; 

-Evaporação do EtOH residual a 70°C por 1 O min; 

-Ressuspensão do produto de PCR em 15 IJ.l de H20 pura estéril e incubação à temperatura 

ambiente por 12 horas. 

3.5 Seqüenciamento automático 

O seqüenciamento do DNA amplificado por PCR foi realizado em seqüencjador 

automático McgaBACF. 1000 ( J\mersham Biosciences), seguindo os protocolos que 

acompanham o aparelho e o nYEnamicTME T rerrrúnator sequencingpremix kit, com marcação 

tem1inai fluorescente. As condições da reação de seqüenciamento estão detalhadas na Tabela 

13. As reações foram preparadas diretamente nas placas destinadas ao seqüenciador. 

27 



Tabela 13. Condições das reações d~ seqüenciarnento. 

Re-ação 

J)v-1- . nfE'~' t . . . .. 1 .~naml(.: !..1 e.rmmatnr sequencmg premiX 

Produto de PCR purificado 40 ng 

Primer 

Água estétil Até completar 1 O f.l] 

DYEnamicmET terminator sequencing premix 

Condições de amplificação 

95 °C por 20 seg. 

35 ciclos 50 oc por 15 seg. 

60°C por 1 min 

3.6 Análise das seqüências de DNA 

As seqüências obtidas foram alinhadas pelo programa Clustal X 1.81 (Thompson et 

a/., 200 l) e corrigi.das manualmente, quando necessário, com auxílio do programa GeneDoc 

(Nicholas e Nicholas, 1997). Os sitios variáveis e a diversidade nucleotídica foram analisados 

com o programa MEGA 2.1 - "Molecular Evolutionary Genetics Analysis" (Kumar et ai., 

200 l ). Os tipos de seqüências foram detenninados usando o programa PHASE 1.0 (Stephens, 

Smith & Donnelly, 2001). As relações entre as seqüências foram inferi.das pelo método de 

28 



''median-joining" (s=O, Bandelt et a/. , !999) realizadas pelo programa NETWORK 4.1.0.9 

(disponível- no sítio: http://www.fluxus-engineering.com). Para verificar se houve expansão 

populacion_al recente nas espécies estudadas, foram feitas as seguintes anál ises no progmma 

DNAsp 3.99 (Ro:zas e Rozas, 2003): "pairwise mismatch distrihution" c o cálculo dos índices 

D de Tajima (Tajima, 1989) e D* de Fu e Li (Fu e Li , } 993). 

Com·o objeti,;o de uma melhor compreensão dos dados obtidos, os resultados deste 

trabalho foram comparados com os obtidos em · outras espécies de Pass~jlora analisadas por 

nosso gru.po de pesquisa, são elas: P. aclinia Hook. e P. elegans Mast. (Lorenz-Lemke et al., 

2005); P. a/ata Curtis (Koehler-Santos, 2005; Koehler-Santos et al., submetido)~ P. suberosa 

L (Muschner. 1999), P. mísera Kunth (Longo, 2003).. P. caemlea e P. tenu!fila Killip (dados 

não publicados). 
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4 . . RESULTADOS 

4.1 .Características das-seqüências 

As seqüêl)cias analisadas apresentaram conteúdo de GC (guaninas e citosinas) 

vari.ando entre 48,7 e 64,4 % (Tabel.a t4), tendo como média entre as ll espécies analisadas 

59)%. O tamanho dos fragmentos de 1TS1 variou entre 225 pb (P. eichferiana) 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 região do gene ribossomal 5.8 S, as 

características destas seqüências também foram verificadas. O tamanho do gene 5.8 S se 

manteve constante em todas espécies analisadas, 160 pb. Os sítios heterozigotos foram mais 

freqüentes nas amostras originárias do Rio Grande do Sul, quando comparadas às de ou~ras 

localidades (0,02 > P > 0,01, teste T para amostras independentes). O subgênero Decaloba 

apresentou fragmentos de ITS maiores (P < 0,00 I) e menor percentual de GC (P < 0,001) 

quando comparado com espécies do subgênero J>assijlora. A djversidade nucleotíruca, assím 

como o número de sítios heterozigotos, foi numericamente maior no subgênero Pa..ss!flora, 

porém essa variação não foi estatisticamente significativa. 

4.2 Variabilidade intraespecífica 

Entre as espécies analisadas, 1 O apresentaram algum grau de variabilidade 

intraespecífica (exceto P. urubiciensis). Nelas foram detectados eventos de inserção/deleção e 

substituições, sendo que muitas destas foram caracterizadas peJa presença de maís de wn 

nucleotídeo na mesma base (sítios heterozigotos) (Tabela 14 ). Os sítios polimórficos 

apresentaram-se, em média, com maior freqüênda em JTSl (54,6% de todos os sítios 

pülimórficos analisados). Ao contrário, as espécies P. capsularis e P. eichleriana 

30 



apresentaram maior número de sítios variáveis em 1TS2. Nas regiões nucleares, um sítio é 

classificado como heterozigoto quando mais de um pico se apresenta na mesma posição no 

cromatograma e~- o menor, alcança ao menos 25% do tamanho do pico maior quando ambas as 

riras são scqoenciadas ( Fuertcs-Aguilar & Nieto-Pdiner, 2003) (Figura 15). Como já toi dito 

anteriormente, regiões de seqüências codificadoras são bastante conservadas e por isso não 

são comumente utilizadas em estudos de níveis taxonômicos baixos. Surpreendentemente, nas 

~spécies P. capsularis, P. foetida e P. tricu<;pis foram encontrados polimorfismos 

intraespedficos na re&rião do gene 5.8 S: o indivíduo CAPS 26 apresentou um sítio 

heterozigoto na posição 356 e o indivíduo CAPS 27 duas transições (C-T) nos sítios 405 e 

.f06 (Figura 16), quando comparados aos demais da mesma espécie. P. j(Jetida e P. tricw.pis 

também apresentaram transições C-T, a primeira espécie no sítio 373, e a segunda uos sítios 

377 e407. 

Apenas os indivíduos das espécies P. mor(folia e P. uruhiciensis foram totalmente 

homozigotos, enquanto P. eiclzleriana, P. capsularis, P. cincinnata, P. edulis, P. tricuspis_, P. 

organerJs i.~. P. haematostigma, P. sidaefó/ia e P. fóetida apresentaram pelo menos um 

indivíduo com sjtios heterozigotos. 

Os índices de diversidade nucleotídica intraespecíücos (avaliados com o auxílio do 

probrrama Mega, por ne1ghbor-joining a partir de matrizes de distância p e 1000 replicações de 

bootsirap) variaram entre zero (P. umhiciensis) e 0,05263 (P. foetida) (Tabela l4). 
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T21bela 14. Principais características das seqüências analisadas. 

Es11écie 
N"de Tam2nhodo Tamanho do '"/oCG Smos Síüos Diversidade 

lnárviduos fragmentoiTS I rragmentoiTS2 polimórfkos heterozigotos nudeotidica 

P. oops11/aris :n 271 203 4!\,7 32 3 0,0073() 

P. cincilmcna 07 234 2 16 64.0 19 3 0,01202 
1----- - :---

J>. e01J/i.\ 12 227 219 62,!:\ IS ) (),01040 

P. eichla ianà 07 225 2 19 64.3 06 I 0,00400 

P.foolida ll 230 214 60,5 92 22 0,05263 

P. lu:rematosJigma 14 27l 208 63,2 33 g 0,01324 I --
P. mortfi,/ia 07 275 198 55,0 ' 08 () ()J)0400 

P. orgmumsis 17 278 191! 53,8 21 8 0,00684 

P. sida,'folia 12 I 226 l lW 62,5 12 lO 0,00586 

P. tricuspis li 277 201 52,2 30 5 0,02HH 

P. umbtciensis 06 226 217 64,4 o o o 
P. actmw• ' 32 I 228 175 66,7 14 8 0,00600 

P. elegcms-*1 2() 228 175 66,7 I 4 3 0,00200 

P. caerul<-~2 28 217 207 63,0 6 2 o,ooon 
- - - · 

P.telmtfilcr-.J 26 215 203 65.9 1.8 .. 0,00914 

P. ala1a"3 85 l 232 180 65,0 25 - 0,00439 

p JJJÍSi.!li/''
4 35 I 140 170 54,3 8 o -

- - - -
P. suhao.o;;a* 5 32 I 150 1!!4 . J () o ()' ()()()()() _.___ 

• I -Lortnz-Lemke t!f a/ .. 2005; ·~ - dados nào publJcados; • 3- Kochlcr-Santos, :!005; •4- Lo ngo, 2003, .. 5- Muscbncr. J9')1) 
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A) G ~,. 

~ G c G c T G T B) G l G C G C T G T 

Figura 15-Fragmento de cromatograma mostrando sítio heterozigoto (Y=C+-T). ORGA OJ, sítio J 39. A) Fita 5' 7 3 • B) 
Fita3' 7 S' . 

G A G B) A) c G G G 
405 406 
C C G A G c G G G 

.Yagura 16-Fragmento de cromatograma mostrando poli morfismos (transições) em S.8 S, sítios 405 e 406. A) 
CAPS 27. B) CAPS 23. 

A partir do seqüenciamento, foram identificados para cada espécie diveiSOs '1:ipos de 

seqüências" baseados nos polimorfismos encontrados. É importante ressaltar que~ neste caso, 

o termo haplótipo não se aplica adequadamente, pois tal denominação é usada para designar 

um alelo ou um conjunto de alelos que estão presentes em um genoma haplóide ou estão 

ligados em um único cromossomo nuclear, diferentemente do que acontece na região ITS, 

como já descrito na seção 1.6. Nas espécíes que apresentaram mais de dois sítios 

heterozigotos. os tipos de seqüências foram inferidos com o auxilio do programaPHASE 1.0 

(Stephens, Smith & Donnelly, 2001 ). 
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Os tipos de seqüências encon~ados para /'. capsularis, P. cincinnata, P. edulis, P. 

eíchleriana, P. foetida, P. haematosligma, P. rnortf'olia, P. organensís, P. sidaefolia, P. 

tricuspis estão ilustrados, respectivamente, nas Tabelas 15 a 24 . 
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Tabela 15. Tipos de seqüências obtidos em F. capsularis. 

Posição Nuclcotidica 

Tipo de 
ITS I -' -8 s 

----~------- ----.. .--
seqüêncitt 7 9 I I J I 2 2 2 2 2 3 4 4 4 4 4 5 

9 5 2 2 3 3 I I , 4 6 5 o o 5 7 7 3 "-

o 8 6 9 2 () .... 
.:. o o G s 6 o I 2 4 

S1 G T A c c G T T A C G c c c c c c c 
S2 G 
S3 A 
84 G T 
85 c 
S6 c c 
87 c c T 
88 c c . T T T 
89 c c c T T 
810 c T c c T T 
811 c c c T T 
S12 c A C c T T 
513 c T c 
S14 c T c T T 
S15 A G A c T T 
S16 c 

- --
rrs 2 

5 5 5 5 5 6 6 6 6 6 6 6 6 6 No 
5 8 !! 8 9 o o o -;. 2 2 2 2 2 observado 
3 o 4 6 1 o 3 G 2 3 5 6. 7 8 

A T A T C C A G G C C T C T 8 
7 
4 
I 
2 
4 

T 2 
2 
4 
2 

T .2 
T A 2 

G A G C G 2 
2 



Ta~la 16. Tipos de seqüências obtidos em P. cincmnata. 

Posição Nuclcotidica - ----

Tipo de lTS I lTS 2 N" 

seqüência •I 4 5 7 7 ll ~ ') 1 4 4 4 4 4 5 57 observado 
3 .j 8 6 8 2 .j 4 1 3 6 () 3 4 5 H !i I 1 

7 2 3 4 4 2 2 o 6 8 

SI G G · G c G c A c c G T A G A A A G 

$2 T A 

s:; G c G 2 

S-l c A G c G I 

S'- c A G c G A 

S6 c T A A c c G 2 

S7 c G G G c G 2 

ss c G T T G G c G 2 

S9 c G T c T G c T G A T A A G A c G 

SIO ( G T c T G c T G A T A A G A c c G 

Tabela 17. Tipos de seqüências obtidos em P. edulis. 

Posição Nucleotidica 

ITSI ITS2 
Tipod~ I 2 2 3 4 4 5 5 5 

No 

seqüência 1 2 3 6 8 9 2 o I 9 o 3 5 6 7 observado 

2 7 9 9 2 8 6 
.., 
.l 6 9 o 9 9 o 7 

SI c c c c c A G G c T c c c c T 2 

S2 T 2 

$3 T G 2 

S4 A T T G 2 

55 A I 

56 A T G 
S7 A T T A 2 

S8 A T T T A 

S9 A T T T A I 

SIO A T c T T T T A 2 

SJI A T c T T T A 6 

Sll G T T T A A G 2 

Tabela 18. Tipos de seqüências obtidos em P. eichleriana. 

Posição Nucleotídica 

Tipo de ITS I ITS 2 N" observado 
seqüencia 

141 143 407 433 548 561 

SI A A T ·o A c li 

S2 T I 

S3 c G G c T 2 
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Tabela 19. Tipos de seqüências obtidqs em P . .fóelida. 

Posição Nuclcoúdica 
,---- -,:...:lT:..=S I _ _ _ 

l'ipo de --z--2 3 4 4 4 4 5 5 5 5 6 6 6 6 7 7 7 7 1( l! C) 9 () 
~üência 4 9 ·1 2 5 7 3 4 5 6 I J '\ 9 2 J 4 6 7 9 O 7 g 

9 I 
() () 

SI 
li2 
S.3 
S4 
S5 
S6 
S7 
ss 
S9 
') )() 

<;JJ 

C C C C G T C T C G G A A A - G T T A C T G T G 
T 

o 
C T 

T T 
r r 
T 
T 

I I l 
O O I 

T 
T 
T 
T 
T 

!I 9 o 2 
c G r c 

T 
r 
T 
T T 

G l -
T G 1 -

2 3 
9 2 
C T 
T 

l 
4 5 
6 3 
T C 

T 

l 
6 6 6 
I 4 8 
T Ci T 

c c 
c c 
c c 

c c c c 

G- tiCACCC 
G- GC CCC 

T 
T 

C T C C 
C T C C 

T 

r 

l l l l 
7 7 !( 8 
3 7 2 4 
r c c r 

2 
9 9 o 
o 7 o 
G A -

2 2 2 2 2 2 2 
2 2 2 

T 

O O O I 
2 
G 

4 9 3 I 3 
A A C T C 

c 
c 
c 

4 
T SI 

S2 
S3 
S4 
S5 
S6 
S7 
ss 
S9 

SlO 
Sll 

T T T C C T 
C T 
T 

T 
T 
T 
T 
T 
T T T T C T T 

c Á G G C G 
c .-\ G G C G 

A C A - T T G C 
A C A - T T G C 

G T C 
G T C 

Tabela 19 (con tinuação) 

5.8S - --
TiJ~<) •lc 3 3 

~")t1t!nciu 7 7 
3 7 

SI C T 
S2 
S3 
$4 
S5 
56 
S7 
s~ 
S<J 

SIO 
SII 

T C 
T C 

4 

4 4 4 
1 1 1 
3 8 9 
G 

4 
2 
o 

4 
2 
1 

Posição Nuclootidica 
ITS2 
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3 3 3 4 4 

2 8 1 2 
A A G A 
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T ACTCCCCCC G AGGGGGT 
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8 
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ó 
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T 
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A 
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5 
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A 
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T 
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6 
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T 
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A 
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T C 
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1 6 
T G 

oi.J:.cr nuJo 
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S:! 
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S4 
s~ 
Sf> 
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S% 
S9 

SIO 
SI I 

T 

4 
G 

A A 
A A 

A 
A 

T 
C T 
C T 

A T 
A T 
A T T T T 
A T T T T 

C A T C C GG C A 
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1 
1 
1 

1 
2 
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Tabela 20. Tipos de seqüências obtidos em P. iu.wmatosligma. 

_ _iosiç!q, Nuclcotj~icn 

Tipo de 
ITS 1 

seqüência I I 5 6 8 8 9 9 I I I 1 I I 2 2 2 4 4 
4 5 8 3 8 9 .., 

"- 7 o I 4 5 9 9 o 2 6 3 3 
I 4 6 4 o 6 I 6 5 2 3 

SI C A T A C C 0 C C T A G T C C A (j c 
S2 
S3 
S4 
S5 G 
S6 T 
S7 G T T 
S8 G 1 
S9 

SIO T G 
SI! T G T 
.SJ2 T G T T T 
SJ3 T G 
Sl4 C T 0 T C C A C T G T T 
SJ5 c T C C A C A G T T 
Sl6 c T c c c G T T 
S17 c T A C C A C A G T T 
Sl8 G G G 
Sl9 G G c T 

'---------·------~--- - -
------··--~----
ITS 2 

4 4 4 4 4 4 4 4 5 5 
,. 
n (i 6 (l s~ 

5 5 5 5 5 7 7 ~ 6 (, o I 2 2 observado 
3 4 5 6 7 2 7 9 8 9 9 2 o 7 

c A C T C C T T A A G A A c 
T 

T 
G - G C T T ' -
G - - - G C T T 
G - - - G C T T 
c; - - G C' T T 

, -
G - (i c T T ~ 

G - - - G C C T T 
G - - - G C T T 
o - - - G C T T 
o - - - - G C T G T 
G - - G C T G T 

- - - G G T 
- - - - G G T 
- - - - O G T ' 

- - - - G G T 
c - - - G C C' T T 
G - - - G C T T 



Tabela 21. Tipos de seqüências obtidos em P. mortf'olia. 

Posiç-ão Nucleotídica 

-·----·-
Tipo de 

ITS l ITS2 
N" 

seqüência observado 

\% 220 239 240 259 507 513 583 

SI o c c c T c G T ]2 

S2 T T T T c T c A 2 

Tabela 22. Tipos de seqüências obtidos em P. organensis. 
Posi~ão Nucleolidica No 

TiJX\de 
ITS 1 1TS2 observado 

SC(((iêocia 4 6 7 7 8 8 8 I I 2 2 2 1 "' 5 
~ 6 ' 5I l 2 () o 2 2 3 ... 9 9 [) 3 5 fi íS 4 

7 5 4 5 9 ( 5 6 l 7 2 <} 6 & 

Sl A G c A T o c A o T T c c T T A c c T c G '} 

S2 T j 

s-'~ G c T c A A G I 

S4 G c T c A A A G I 
S5 G c c A T c c A A A G 2 
S6 T G c T T A A I 

S1 T G c T A A 3 
ss G c T A A T T T A 
S9 o c T A A T T ., 
Slü T G c T A A G 2 

SII T G c A T A A G 2 

Sl2 T G c A T A A G A 2 
SB G T G c A T A A G 9 
S!~ G G c A T A A G 4 

Sl5 G G c A T T A A G I 
$)(, G r G c A T A A G 
S!7 G c G c A T A A r G 
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Tabela 23. Tipos de seqüências obtid~s em P. sidaefo/ia. 

Posição Nucleotídica 
------- -·--- -·-

Tipo de 
ITS! ITS2 

No 

seqüencia observado 
--------· - ------

]I 33 Sl 53 71) 94 100 104 1(>2 -~<)4 402 40:~ 

Sl c A G c c c c c A c A T s 
S2 T 2 

SJ T A 2 

$4 G T A 

S5 T A c c 2 

S6 T T A c 
S7 T r T T A 

ss T T A T c c 5 

S9 A c c 
SlO T A T c c 3 

Sll T A T 
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Tabela 24. Tipos de seqüências obtidos em P. tricwp1s. 

Posição Nuclcolidica -----·- ----· 
Tipo de 

seqüência 

2 7 8 I 
6 8 9 o 

8 

ITS I 

11111122222 
3 3 4 4 4 6 I 2 4 5 7 

8 o J 2 9 7 o o 2 u 

~ .8S 

4 
o 
7 

ITS 2 N" 

------------------· observado 
4 5 5 5 5 5 5 5 5 5 6 6 6 
4 O I l J I 5 5 7 S I 2 3 
I 8 O I 2 6 o 7 2 3 6 5 3 

SI G C A T A T A T A G A G T G C C T G T T C T A T C C C C 7 
S2 G I 
S3 . G T 2 
S4 • T . 2 
S5 . T T I 
S6 . G T T I 
S7 'f G T T I . 
S8 T . . . T . . . . . T . I 
S9 G C G C G G C G C A C A C A T C C C C C T C G C T G T T 4 
SIO G C G C G G C G C A C A A C C C C C T C G C T G T I 
Sll . G C G C G G C G C A C A C A . . C C C C C T C G C T G T T I 

-~--------.. .----..-~-·---~------------- ~-- --·-- - -----. ------- ··- ~--··---------------· 



4.3 Dinâmica oooulacional 

As análises da distribuição mismatch apresentaram um padTão unimodal apenas para 

P. sidaejolia, o que indica uma provável expansão populacional recente nas amostras dessa 

espécie (Fígural7). 

0.2 -- &perado / . 
f " ~ . . 

, < 
, ' 

j
: ·. . . 
: . 

, I \ 

OJ!i 1 \ 
~ 

<\ 
I "4_ 

• 
\~ 

O, 
o 10 211 30 

Pairwise Differences 

F.gura 17- Distribuição mismaJch em seqüências de P. sidoejolia. O eixo x indica o 
número de sítios diferentes entre pares de indivíduos comparados, e o eixo y representa 
suas freqüências. A linha verde indica o esperado (em uma população em expansão), e a 
vennelha o observado. 

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

4.4 Rebcionamento entre as seqüências 

As relações entre as seqüências foram inferidas pelo método de "median-joining" (s=O, 

Bande1t et ai.~ 1999) no progmma NETWORK 4.1.0.9. Para facilitar a compreensão, os 

códigos Sl, S2, ... Sn, representados nos networks, são os mesmos das Tabelas 15 a 24, da 

espécie correspondente. 
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Em P. cincinnata (Figura 18), P. capsulans (Figura 19) e P. organensis ('Fit,JUra 20) 

foi possível verificar uma tendência de estruturação geográfica, separando geneticamente os 

indivíduos das diferentes populações. Em /-'. haematvstigma (Figura 2l) essa estruturação 

também ocorreu. inclusive separando dois gr upos distintos morfologicamente de Minas 

Gerais. Em p_ mor~l'olia (Fi",rtrra 22) uma das amostras do estado de São Paulo (MOR1 03) se 

diferencjou das do Rio Grande do Sul, porém a outra (MORJ 06) compartilhou o mesmo tipo 

de seqüência com os demais. Em P. sidaefo/ia (Figura 23) as amostras são provenientes de 

loca!.izações muito próximas, dessa forma não é possível analisar padrões de estruturação 

geográfica, devendo estas pertencer a uma mesma população. As seqüências de P. Jricu.\pis 

(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) não apresentaram estruturação 

geográfLCa. As seqüências P. foetida. apesar da alta diversidade, não se relacionamm com a 

localização geográfica. (Figura 27). 
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Figura 18- Median-joining networlc (&=O) a partir das seqüências de ITS de P. cinchmata. O tamanho dos 
clreulos corresponde à freqüência das seqüências. Os sitios poJimórficos que separam as seqüências estão 
representados pelas linhas transversais. As cores dos círculos indicam a localização geográfica. Mv = vetor 
médio. Amostras onde foram encontrados os tipos de seqüências - SL: CINC3; S2: CINC3; SJ: CINC7; S4: 
CINC2; SS: CINC2; S6: CINC8; S7: CINC6; SS: CINC4; S9: CINCl; SlO: CINCL 
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Figura 19 w Median·joining network (s9>) a partir da& seqüências de lTS de P. capsuiaris. Amostras onde foram encontrados os tipos de seqüências Amostras onde foram encontrados 
os tipos de seqüências- Sl: CAPSS, CAPS8, CAPS1 1, CAPS14, CAPS21, CAPS25 ê CAPS26; S2: CAPS5, CAPS8, CAPS14, CAPSlS, CAPS2l, CAPS2S e CAPS26; S3: CAPS18 e 
CAPS28; S4: CAPS26; S5: CAPS32; S6: CAPS9 e CAPS16; S7: CAPS23; S8: CAPS35; S9: CAPS13 e CAPS29; SlO: CAPS24; Sll: CAPSJ7; S12: CAPS17; S13: CAPS3; S14: 
CAPS27; Sl!: CAPS 22. 
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F-.gun 20- Median-joining networl (&=O) a partir das seqüências de ITS de P. arganenensis. Amostras onde 
furam encontrados os tipos de seqüências- Sl: ORGA8; S2: ORGA8; S3: ORGA6; S4: ORGA6; SS: ORGA7; 
S6: ORGAll; S7: ORGA9, ORGAlO e ORGAll; S8: ORGA9; S9: ORGAlO; SlO: ORGA15; Sll: ORGA4; 
Sll: ORGA5; Sl3: ORGA2, ORGA3, 0RGA13, ORGA14, ORGA16 e ORGA11; Sl4: ORGAI, ORGAl3, 
ORGA14 e ORGA16; SIS: ORGAJ; SJ6: ORGAJ 8; SJ7: ORGAJ 8. 
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Figura 21- Median-joíning network (e=O) a partir das seqüências de ITS de P. haematostigma. Os sítios 
63. 101,226 e 612 furam retirados da confecção do network por variarem três oo mais vezes. Amostras 
onde foram encontrados os tipos de seqüências- Sl: HAEMl e HAEM2; S2: HAEM2; S3: HAEMl; S4: 
HAEMB; S5: HAEM7 e HAEM14; S6: HAEMIO; S7: HAEMIO e HAEM12; S8: HAEM3, HAEM7 e 
HAEM12; 89: HAEMI4; SlO: HAEM8; Sll: HAEM8; S12: HAEM9; Sl3: HAEM9; S14: HAEM4; 
SIS: HAEM6: Sl6: HAEMS; Sl7: HAEM6; 818: HAEMJ J; Sl9: HAEMJ L 
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Figura 22 - Median-joining network (e=O) a partir das seqüências de ITS de P. morifoha. Amostras 
onde foram encontrados os tipos de seqüências - Sl: MORll , MORI2, MORI4, MORI5, M0Rf6 e 
M0Rl7; S2: MORD. 
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S1 
S2 

Figura 23- Median-joining network (e=O) a partir das seqüências de ITS de P. sídaefolia. Os sítios I 00, 402 e 
403 foram retirados da confecção do ru:flllork por variarem três ou mais vezes. Amostras onde foram encontrados 
os tipos de seqüências- Sl: SIDA 7, SIDA9, SIDAJO, ·siDA.ll e SIDA12; S2: SIDA9 e SIDAJ J; S3: SIDA5 e 
SIDAto; S4: SIDAB; S5: SIDA5 e SIDA12; S6: SIDA6; S7: SIDA3; S8: SIDA3, SIDA4, SIDA6 e SIDA8;. S9: 
SIDA7; SJO: SIDAJ e SIDA2; Sll: $IDAJ. 
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F'agura 24- Median-joining network (e=O) a partir das seqüências de lTS de P. tricuspis.. Os sitios 26. 138, 407 e 
625 foram retirados da confecção do network por variarem três ou mais vezes. Amostras onde foram 
encontrados os tipos de seqüências - SI: TRIC2, TRIC3, TRIC9 e TRICll; 82: TRIC3; S3: TRIC6 e TRIC7; 
84: TRIC6 e TRIC7; 85: TRICIO; 86: TRICIO; S7: TRIC8; 88: TRIC8; S9: TRICI e TRIC 14; SIO: TRIC4; 
Sll:TRIC4. 
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S·1 
Ji'igura 25 - Median-joining network (e=O) a partir das sequências de lTS de P. eichleriana. Ainostras onde 
foram encontrados os tipos de seqüências- Sl : EICH'I, ETCH2, E1CH3, EICH4, EJCHS e E1CH6; S2: EICHl; 
S3: EICH7. 
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J:i'igura 26- Median-joining m~lwork (e=O) a partir das seqüências de ITS de P. {!lflúi.-.. Os sítios 69, 126 e 
577 foram retirados da confecção do network por variarem três ou m:ús vezes. .Amostras onde .foram 
enr..otmados os tipos d.e seqüências - Sl: EDUL12 e EDlJL14; S2: EDUL7 e EDUL12; S3: EDUL7 e 
EOULS; 54: EDUL8 c EDUL9; SS: EDUL14; S6: EDUL9·, S7: EDUL15; SS: EDUL16; S9·. EOULI6; 
SlO: EDUL.\ Sll: EDUL2, EDUL4 eEDUL6; Sl2: EDUL IO. 

52 



Figur·a 27 - Median-joining network (s=O) a partir das seqüências de lTS de P. fodida. Os sítios 29, 41, 99, 
16&, 223, 556 e 585 foram retirados da confecção do network por variarem três ou mais vezes .. Amostras onde 
foram encontrados os tipos de seqüências - Sl: FOET1, FOET2, FOET6 eFOET7; S2: FOET2; S3: FOET7; 84: 
FOET3; S5: FOET3; S6: FOET4; S7: FOET7; 88: FOET15; S9: FOET15; SlO: FO.ETS; Sll: .FOET9. 

53 



5 .. DISCUSSÃO 

5.1 VariabiJidade em JTS 

Os poJírnopísmos. intraindividua1s encontrados em JTS (sítios heterozigotos) são wn 

i.ndicativo de evolução -em concerto incompleta. Essa variabilidade já foi encontrada em 

muitas espécies de plantas, indicando que a taxa de homogeneização dessa região não é alta 

em algumas espécies. O tempo de homogeneização depende número de cópias das seqüências 

e número de cromossomos onde a região ITS é encontrada, bem corno a localização do toei ao 

longo do cromossomo e a taxa. de permuta no DNA entre os cromossomos (Quijada et ai., 

1998). Em posições temlinais dos cromossomos, as permutas intercromossômicas são 

facilitadas, como pode ser visto em Gos3ypium e 7'lúnopyrum (Wendel, Schnabel & Seelanan, 

1995; Li & Zhang, 2002). Melo & Guerra (2003) mapearam o gene 458 (região que incluí 

lTS) em diversas espécies de Passiflora. Nenhuma das espécies analisadas neste estudo (entre 

elas P. capsularís, P. cincinnata, P. edulís, P. hnematostigma e P. morifolia,) apresentaram 

sítios terminais de nrDNA, um indício de que a posição cromossômica pode estar dificultando 

a homogeneização destas seqüências. O exemplo mais ilu~1rativo desta situação seria P. 

foetida, que possui seis sítios proximais de nrDNA e apresenta a maior variabilidade na região 

ITS entre as espécies estudadas. Nestas regiões, o crossing-over é menos freqüente, o que 

reforça a hipótese acima levantada. 

Existem, três diferentes maneiras para duas diferentes cópias de ITS evoluírem dentro 

de um único indivíduo: (1) a evolução em concerto unidirecional, que conduz à perda de uma 

cópia e à fixação da outra; (2) a evolução em Cúncerto, que conduz a wn novo tipo de ITS que 

representa uma mistura do original das duas seqüências; e (3) ambas as cópias de ITS estão 

presentes, fato decorrente de uma hjbridização recente. 
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Espécies que possuem um ciclo de vida longo e fecundação cruzada levam mais tempo 

para homogeneizar suas seqüências, esse é o caso do subgênero Passiflora. Quando 

comparamos a diversidade nucleotídica e o número de sítios heterozigotos em relação ao total 

de Sttlos poltmórficos, vemos que o subgenero l'asstjlon.r possut valores relativamente 

maiores, porém não significativos quando comparados com Decaloba, subgênero com plantas 

autocompatfveis. Espécies autocompatíveis são propensas a apresentar baixa diversidade 

genética intrapopulacional quando comparadas com espécies de fecundação cruzada~ a lém 

disso, a difert!nciação entre as populações rende a ser maior em espécies autofecundantes, 

porque o t1uxo de pólen é mais Limitado nessas plantas (Maki ela/. 1999). 

O marcador JTS mostrou-se adequado para o desenvolvimento de estudos 

populacionais no gênero Passiflora. No entanto, o grande número de sítios heterozigotos em 

algumas espectes como P. fóetida e P. sidaefolru dificultou a inferência exata das seqüências 

na falta de experimentos que determinem à fase haplóide correta, demandando experimentos 

laboriosos e específicos, não incluídos neste trabalho. 

F01 observado que a freqüência de sítios heterozigotos foi maior no Rio G-rande do Sul, 

quando comparada com os outros estados brasileiros. As espécjes de Passijlora presentes no 

Rio Grande do Sul, com exceção de P. foetida que é campestre, estão associadas a formações 

florestais. Segundo Rambo (1951), as fonnações florestais do RS teriam seu centro de 

irradiação no Norte: a Mata do Alto Uruguai teria surgido como um prolongamento 

meridional da Amazônia, através da bacia Paraná-Urugua1, e a Mata Atlântica teria como 

centro de irradiação a região entre a Serra da Mantiqueira e o Oceano. Os eventos de 

formação da vegetação no Estado podem ter propiciado o contato recente entre diferentes 

linhagens destas espécies, que aliados aos fatores que retardam a homogeneização das cópias 

de ITS podem ter estabelecido o quadro aqu:i apresentado.: um maior número de sítios 

heterozigotos nas populações do RS em comparação com as demais. Corroborando estas 

hipóteses, o estudo realizado com P. a/ata, espécie subespontânea no RS (Koehler-Santos, 
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2005), mostrou hornogeneização incompleta da região ITS relacionada com a recente 

propagação desta espécie no Estado (a partir da década de 1950 ). 

A ausência de variabilidade em P. urubiciensis deve-se possivelmente ao fato dessa 

espécie ser endêmica e adaptada a uma região geográfica muito restrita, a serra de Santa 

Catarina (Urubící). Nos casos de espécies endêmicas, a baixa variabilidade genética pode ser 

urna adaptação à sobrevivência em ambientes limitados, com a finaJidade de manter as 

modificações que as habilitaram a sobreviver nestes ambientes (Prirnack & Rodrigues, 2001). 

5.2 Variação no gene 5.8 S 

Os genes ribossomais, como 5.8 S, são regiões bastante conservadas do genoma 

nuclear, com baixa variação até mesmo entre táxons diferentes (García, NicboJson & 

Nickrent,. 2004). A variação de 5.8 S encontrada em amostras de P. cap:,'11/arís, P. foetúia eP. 

tricu<;pis foi inesperada, pois são poucas as referências de variação intraespecífica neste gene 

em plantas, embora Ruggiero & Procaccini (2004) tenham encontrado polimorfismos nesta 

região em Halophi/a stipulacea, atribuindo estas variações à presença de pseudogenes. Em 

Passiflora. as mutações encontradas no gene 5.8 S eram conservadas, ou seja, não alteram a 

estrutura mRNA que vai ser formado. 

5..3 Estruturação das popuJações 

Nas espécies P. capsularis, P. cincinnata, e P. organensis a distância geográfica, 

tomou-se uma barreira, impedindo o fluxo gênico entre as populações. Dessa maneira, 

mutações são acumuladas e populações que divergiram por último estão mais afastadas 

geneticamente das populações precursoras (B11rban & Petit. 2003). 
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P. haemato.çtigma apresenta formas morfológicas que diferem por caracteristicas 

como: comprimento e espessura dos ramos, tamanho e quantidade de flores e frutos e 

dimensões . das folhas (Fernando C. Campos Neto, comunicação pessoal). Esses diferentes 

mmfotipos de P. haematostigma, podem ser encontrados em diterentes localidades de Minas 

Gerais , A dislâncta geográfíca entre os estados da região suJ (Santa Catarina e Paraná) e 

Minas Gerais, pode ser a razão provável da diversidade genética encontrada entre as amostras 

analisadas. Quanto aos grupamentos formados pelas amostras obtidas em Minas Gerais, todas 

as amostras identificadas como a fonna ' 'grande'' ticararn nitidamente separadas das demais 

quanto ao tipo de seqüência_ A partir desses dados, pode-se pensar, que os dois morfotipos 

encontrados em Minas Gerais são, possivelmente, derivados de 11nhagens evolutivas 

diferentes. 

As espécies P. mor~lolia e P. eich/ericma não apresentaram nenhum padrão de 

estruturação geogrática. Uma explicação plausível é o fato de ter sido avaliada apenas um 

pequeno número de indivíduos, embora oriundos de diferentes localidades. Já a não 

estTUturaç.ão das seqüências de P. sidaejó/ia pode ser atribuída ao pequeno número de 

popuJações amestradas (apenas duas e de localização muito próxima)-

P. edulís 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 incongruência na 

análise filogeográfi.ca devido à recombinação das seqüências de diferentes origens e fluxo 

gêníco recente_ Embora a forma cultivada (P. edulis f jlavicarpa Deg.) não tenha sido 

amostrada, o cruzamento entre ela e a forma nativa (P. edulis f edu/i.\· Sims.) pode ocorrer 

naturalmente. Esse tipo de dificuldade na análise é o mesmo que foi descrito para P. a/ata 

(Koehler-Santos, 2005), a qual no Rio Grande do Sul também não apresenta wna estruturação 

geográfica de suas populações. 

UFRGS - B1BLIOTECA 
·~0CIÊNCIA5 
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5.4 Passil/ora [oetida L. e Passi/lora tricuspLf> Mast., dois casos especiais 

A análise das seqüências de P. foetida revelou um alto grau de variabilidade, muito 

maior que o encontrado nas outras espécies estudadas. Essa variação pode ser resultado dos 

fatores que retardam a homogeneização das cópias de ITS decorrentes da localização 

cromossômicas destas seqüências, aliados a outros fatores taxonômicos e ecológicos. Nesta 

espécie existem relatos da existência de diferentes subespécies, descritas através do exame das 

características morfológicas (Ulmer & MacDougal, 2004). Além disso, esta espécie apresenta 

populações bastante reduzidas e isoladas, estando adaptada a ambientes bem específicos. 

As seqüências 1 a 9 de P. tricuspis diteriram amplamente das demais. Essas 

seqüências foram obtidas a partir de sete amostras do Rio Grande do Sul e uma de Minas 

Gerais. Através da aná1ise posterior das plantas coletadas no Rio Grande do Sul, pôde-se 

perceber que essas diferiam morfologicamente da descrição de P. tricu'ipis. A. Cervi 

(comunicação pessoal) já havia percebido algumas dessas diferenças e, aliando os resultados 

obtidos com as análises moleculares aqui descritas, está sugerido que as plantas encontradas 

na re&riâo SuJ do Bras.il e descritas por Sacco (1962) e Mondin (2001) como P. tricuspis na 

verdade seriam P. urnaefolia Rusby, enquanto que P. fricuspis ocorreria, predominantemente, 

na região Centro-Oeste do Brasil. Os filamentos da corona de P. tricuspis (Fi!:,rura 13) são 

espessos e capitados, enquanto que P. urnaefo/ia possui filamentos finos, embaraçados e não 

capitados. da mesma forma que as plantas coletadas no Rio Grande do Sul (Figwa 28). Essa 

possivelmente é a explicação para a grande diferença encontrada entre os tipos de seqüência 

de P. tricusp1s neste trabalho. Aná1ises mais detalhadas sobre a morfologia, o aumento da 

amostragem paro marcadores moleculares e a compamção com representantes de P. 

umue.fólia coletados nos estados da Bahia e São Paulo deverãQ ser realizadas. 
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A) B) 

Figura 28 - Comparação morfológica das flores. A) P. tll710.~{olia e B) P. tricuspis coletada no RS. 

5.5 Dinâmica Populacional 

O padrão unimodal encontrado na distribuição mismatch de P. sidaejolia indicando 

uma provável expansão populacional recente pode ser atribuido ao fato de que as 12 amostras 

foram coletadas em apenas duas populações de uma região bastante limitada Isso pode ter 

induzido wn resultado falso-positivo, pois as plantas amostradas podem ter um 

relacionamento de parentesco próximo e estarem colonizando uma região, sendo o padrão de 

expansão o reflexo da colonização e o aumento do número de indivíduos num mesmo local. 

Os índices de neutralidade foram significativos em P. tricuspís, provavelmente devido 

à mistura das amostras de duas espécies diferentes, como já descrito na seção anterior. 
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