FERNANDA LOUBACK DE CASTRO MARTINS

ANALISEA MOLECULAR DE ESPECIES PERENES E ANUAIS DO
GENERO Dicerandra (LAMIACEAE) BASEADA EM
MARCADORES ISSR

Dissertagcdao apresentada a
Universidade Federal de Vigosa,
como parte das exigéncias do
Programa de Po6s-Graduagao em
Bioquimica Agricola, para obtengao
do titulo de Magister Scientiae.

VICOSA
MINAS GERAIS- BRASIL
2007



Ficha catalografica preparada pela Secao de Catalogacao e
Classificacao da Biblioteca Central da UFV

T
Martins, Fernanda Louback de Castro, 1979-

M386a Analise molecular de espécies perenes e anuais do género

2007 Dicerandra (Lamiaceae) baseada em marcadores ISSR
/ Fernanda Louback de Castro Martins. - Vigosa, MG,
2007.

xi, 60f. : il. (algumas col.) ; 29cm.

Orientador: Luiz Orlando de Oliveira.

Dissertacéo (mestrado) - Universidade Federal de
Vicosa.

Referéncias bibliogréaficas: f. 52-60.

1. Genética molecular. 2. Dicerandra - Genética.
3. Dicerandra - Populagdes. 4. Marcadores genéticos.
I. Universidade Federal de Vigosa. I1.Titulo.

CDD 22.ed. 572.8




FERNANDA LOUBACK DE CASTRO MARTINS

ANALISEA MOLECULAR DE ESPECIES PERENES E ANUAIS DO
GENERO Dicerandra (LAMIACEAE) BASEADA EM
MARCADORES ISSR

Dissertacdo apresentada a
Universidade Federal de Vigosa,
como parte das exigéncias do
Programa de PO6s-Graduagdo em
Bioquimica Agricola, para obtencgao
do titulo de Magister Scientiae.

APROVADA: 31 de julho de 2007.

Prof. Luciano Gomes Fietto Prof. Jorge A. Dergam dos Santos
(co-orientador) (co-orientador)
Prof®. Andréa de Oliveira B. Ribon Prof. Wagner Campos Otoni

Prof. Luiz Orlando de Oliveira

(orientador)



Ao Supremo Deus.
Aos meus queridos pais: Heleno Lucio e Lucinéa.
Aos meus amigos irméos: Fabricio e Jefferson.

Ao meu grande esposo: Daniel.

Dedico & Ofereco esta tese



AGRADECIMENTOS

A Deus, que me concedeu forcas para enfrentar as dificuldades e pela
conclusao de mais uma etapa.

Aos meus pais Heleno Lucio e Lucinéa e aos irmaos Fabricio e
Jefferson, pelo suporte, pelas oragdes e constante incentivo.

Ao meu esposo Daniel, pelo companheirismo, compreensao,
paciéncia e pelos aconselhamentos e palavras de incentivo para superar as
dificuldades durante o desenvolvimento deste trabalho.

A todos os familiares e amigos que torceram pela minha vitéria
mesmo distantes.

A Universidade Federal de Vigosa e ao Programa de Pés-Graduagao
em Bioquimica Agricola vinculado ao Departamento de Bioquimica e
Biologia Molecular, pela oportunidade oferecida para a realizacdo deste
trabalho.

A CAPES pela concessao da bolsa de mestrado.

Ao professor e orientador Luiz Orlando de Oliveira pela oportunidade,
orientacdo, compreensao e pelos ensinamentos.

A todos os amigos e colegas do curso e a todos os professores da
UFV, que contribuiram direta ou indiretamente para a conclusdo deste
trabalho.

Aos pesquisadores do Departamento de Botanica e do Museu de
Historia Natural da Universidade da Florida, pela disponibilidade do material
genético para a realizagao deste trabalho.

A todos os amigos da ABU-Pés, pela amizade e pelos momentos
agradaveis de estudo e de descontracéo.

A amiga Karla, pela amizade e pelos momentos de desabafo.

As amigas da turma de graduacdo, em especial & Joana e Silvana,
pela amizade e convivéncia.

Aos colegas do Laboratério de Sequenciamento de DNA: Ana, Marcia,

Giselle, Maira, Celice, Roberta, Magali, Bruna, Talles, Mariana, Beatriz,



Poliana, Priscilla, Cassiana, Larissa, Lilian, pela convivéncia e pela troca de
experiéncias.

A Ana Rossi, Giselle Anselmo e Marcia Rodrigues pela amizade,
colaboracéo, incentivo e por estarem sempre dispostas a ajudar em todos os
momentos.

Ao secretario Eduardo Monteiro, do Programa de Pds-Graduagéo de
Bioquimica Agricola, pela organizagao, competéncia e pela amizade.



BIOGRAFIA

Fernanda Louback de Castro Martins, filha de Heleno Lucio de Castro
e Lucinéa Louback de Castro, nasceu em Linhares, Espirito Santo, em 22 de
janeiro de 1979.

Em abril de 2001, iniciou o curso de graduacdo em Bioquimica, na
Universidade Federal de Vigosa, onde em janeiro de 2005 graduou-se como
Bacharel em Bioquimica.

Em agosto de 2005 iniciou curso de Mestrado em Bioquimica Agricola
na Universidade Federal de Vigcosa, submetendo-se aos exames finais de
defesa de tese no dia 31 de julho de 2007.



SUMARIO

RESUMO . ...ttt e et eees viil
AB ST RA CT e X
1. INTRODUGAO. .....c.oouiieteeeceeeee et 1
2. OBJIETIVOS . ... ettt e e 3
3. REVISAO DE LITERATURA......cociittiteeeeeee et 4
3.1. O género DICEerandra ............uuuuciiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 4
3.2. Diversidade GenétiCa ............oooiuuiiiiiiiiiiiiii e 9
3.3. Marcadores Moleculares ............cccccuuiiiiiiiiiiiieeeee e 10
3.3.1. Marcadores ISSR ... 11
4. MATERIAL E METODOS .....oooviitiieeeecee et 14
4.1 Espécies e populagcdes em estudo ..........ccovviiiiiiiiiiiiiiiceciee e 14
4.2. Extracao e quantificagdo de DNA .........ccccoeeiiiiiiiiii, 16
4.3. Selecao de primers e amplificacboes via PCR dos ISSRs............... 18
4.4. Analise de Dados ..........cooiiiiiiiiiiii e 19
4.4.1. Analise de diversidade genética dentro dos taxons .................... 20
4.4.2. Analise de diversidade genética entre os taxons ..........ccccccc..... 20
4.4.3. Analise de similaridade genética e analises de agrupamento..... 21

4.4.4. Analise para detecgao de espécie hibrida e deteccao de
pUtativos parentais...........cooovviviii i 22

Vi



5. RESULTADOS E DISCUSSAO ..ot
5.1. Caracterizagdo molecular por marcadores ISSR...........................
5.2. Diversidade genética dentro dos taxons...........ccceevvvvieeieveeiiiineennn.
5.2.1. Grupo de maior variabilidade genética ...............cccoeerrirrininnnnn.

5.2.2. Relagéao entre a diversidade genética e a distribuicdo dos
122 ¥ (0] 0 - 7RSSR

5.3. Fracionamento da diversidade genética entre e dentro dos
122 V(o] o - PSPPSR

5.4. Formacgao de grupos de acordo com o ciclo de vida......................

5.5. Padrao de distribuicdo de bandas ISSRs dentro de cada grupo e
de Cada tAXON......eeii e ean

5.6. Identificacdo de espécie hibrida e de putativos parentais .............

5.7. Hipbteses sobre a evolugado do género Dicerandra e a origem de
D 2 oo 4 010 1SS 1 -

5.8. Implicactes para a CONSErvaGaO..........cccevvueeeeiieeeirieeeerie e eeeennn
6. CONCLUSOES........ciiieieecteeetee ettt

7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. ..o

vii



RESUMO

MARTINS, Fernanda Louback de Castro, M.Sc., Universidade Federal de
Vigosa, julho de 2007. Analise molecular de espécies perenes e
anuais do género Dicerandra (Lamiaceae) baseada em marcadores
ISSR. Orientador: Luiz Orlando de Oliveira. Co-orientadores: Jorge
Abdala Dergam dos Santos e Luciano Gomes Fietto.

Dicerandra € um género constituido por cinco espécies perenes e
quatro anuais, todas endémicas do sudeste dos Estados Unidos, as quais
estdo restritas a ambientes arbustivos e de restinga. Além da limitada
distribuicado da maioria das espécies, seus habitats tém sofrido extensivas
modificagdes antrdpicas, fazendo com que cinco espécies do género sejam
consideradas ameacgadas ou em risco de extingdo. As perturbacgdes sofridas
pelos habitats de Dicerandra, foram provavelmente preponderantes na
complexa relagdo entre os taxons deste género, os quais apresentam
diferencas quanto as classificacbes baseadas em caracteristicas
morfologicas, ecoldgicas e genéticas, sendo que algumas espécies, embora
de ciclo perene, apresentem maior similaridade com as espécies anuais em
termos de genoma cloroplastidico. O presente estudo objetivou avaliar a
variabilidade genética distribuida entre e dentro dos taxons perenes e anuais
constituintes do género Dicerandra, além de buscar entender melhor a
relacdo dentro deste género, bem como a sua historia evolutiva, utilizando
marcadores ISSR. Com este intento, foram analisados seis taxons, quatro
perenes (D. cornutissima, D. thinicola, D.frutescens modesta e D. frutescens
frutescens) e dois anuais (D. densiflora e D. linearifolia linearifolia),
constituindo um total de 92 individuos distribuidos em 14 populagdes do
sudeste dos Estados Unidos. Assim, sete primers de ISSR foram
selecionados e utilizados neste estudo gerando um total de 103 bandas, com
100% de polimorfismo em nivel de conjunto total. O grupo dos taxons de
ciclo de vida anual apresentou maior variabilidade genética e maior
diferenciagdo entre os taxons constituintes, em comparagdo com o grupo
dos taxons perenes, excluindo-se Dicerandra cornutissima (COR). A

inclusdo de COR aumentou a diversidade genética das perenes. O grupo
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dos taxons das perenes, com a exclusdo de COR, teve mais de 60% da
variancia molecular total atribuida a variabilidade entre individuos dentro dos
taxons, enquanto que, considerando os taxons de ciclo anual, a variancia
total foi igualmente dividida entre taxons e entre os individuos dentro dos
taxons. As analises dos dendrogramas e das coordenadas principais
permitiram identificar a formagdo de quatro grupos principais, sendo que
apenas o grupo formado pelos taxons D. frutescens frutescens, D. thinicola e
D. frutescens modesta, apresentou-se heterogéneo, sugerindo serem muitos
proximos geneticamente. Os resultados revelaram também que COR
apresenta genoma nuclear originado de ancestrais anuais, porém
apresentando maior proximidade genética do genoma nuclear com os taxons
de ciclo perene. Além disso, COR apresentou bandas exclusivas nas
analises de bandas, excluindo a hipétese, na qual COR faria parte de uma
zona hibrida originada de um cruzamento recente entre parentais anuais e

perenes.



ABSTRACT

MARTINS, Fernanda Louback de Castro, M.Sc., Universidade Federal de
Vigosa, July, 2007. Molecular analysis of Dicerandra (Lamiaceae)
perennials and annuals species supported with ISSR marks. Adviser:
Luiz Orlando de Oliveira. Co-advisers: Jorge Abdala Dergam dos Santos
and Luciano Gomes Fietto.

Dicerandra is a genus formed by five perennials and four annuals
species. All species are endemics of the southeastern United States and
restricted to sandhill vegetation and a mosaic of scrub habitats. The majority
of these species presents restricted geographic distribution and their habitats
have suffered extent antropic modifications. Because of these, five species
from Dicerandra are endangered or threatened. The perturbations suffered
by Dicerandra habitats were presumably preponderant in the complex
relation between their taxa. This complexity is verified by the demonstrated
differences among morphologic, ecologic and genetic classifications.
Although some species present perennial life cycle, they show more similarity
with annuals species when compared by chloroplastic genome. This study
aimed to evaluate the genetic variability distributed within and among the
annuals and perennials species constituents of the Dicerandra genus, and to
improve the understanding of the relation inside this genus as well as its
evolutionary history, using ISSR markers. For this proposal were analyzed
six taxa, four perennials (D. cornutissima, D. thinicola, D.frutescens modesta
e D. frutescens frutescens) and two annuals (D. densiflora e D. linearifolia
linearifolia), comprising 92 individuals distributed in 14 populations of the
southeastern United States. Seven ISSR primers were selected for this
study. Using these primers was possible to generate 103 bands with 100% of
polymorphism at total ensemble level. The annuals taxa group demonstrated
more genetic variability and differentiation among their taxa than perennials
group, excluding Dicerandra cornutissima (COR). The COR inclusion raised
the genetic diversity of the perennials group. This group, without COR, had
over 60% of the total molecular variance attributed to the variability inter

individuals within taxa, whereas the total variance in the annuals taxa group



was equally divided among the taxa and among the individuals within taxa.
Phenogram and principal coordinates analyzes permitted the identification of
four major groups. Only the group comprised by D. frutescens frutescens, D.
thinicola e D. frutescens modesta taxa demonstrated heterogeneity
suggesting more genetic proximity among them. The results still revealed
that the nuclear genome of COR was originated from annuals ancestors,
however it has more genetic proximity with the perennials taxa. Furthermore,
the exclusive bands presented by COR in the band analyzes excluded the
hypothesis in which COR made part of one hybrid zone originated from a

recent crossing among annuals and perennials parental.
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1. INTRODUCAO

Grande parte dos recursos genéticos vegetais tem sido perdida
devido a destruicio dos habitats naturais, aumento populacional,
industrializagdo, destruicdo dos centros de diversidade, tendo como
consequéncia a redugao da biodiversidade.

Nos Estados Unidos, a maioria das espécies do género Dicerandra,
vegetal endémico do sudeste do pais, o qual compreende nove espécies
restritas a ambientes arbustivos e de restingas, corre risco de extingado em
funcdo de sua limitada distribuicdo e habitats alterados ou destruidos,
levando a diminuigao das populagdes.

As espécies do género Dicerandra embora ndo tenham importancia
econdmica e nem uso comercial conhecido, tém grande valor ecoldgico,
sobretudo nos habitat nos quais se distribuem. A maioria delas é
considerada espécies endémicas, estando restritas a regides consideradas
de refugio e caracterizadas pela alta diversidade e grande endemismo.
Algumas séo ricas em O6leos aromaticos e até um novo composto natural ja
foi identificado em uma das espécies do género (Eisner, 1990). Assim, a
biodiversidade que essas plantas representam pode ser perdida em caso de
extingéo.

A conservagao do género Dicerandra, sobretudo daquelas espécies
em risco de extingdo, requer maior conhecimento da diversidade genética
dos diferentes taxons constituintes do género, buscando também elucidar a
historia evolutiva dos mesmos. Como a maioria das espécies habita areas
de expansao da atividade humana, a tomada de decisdes conservacionistas
deve ser precisa e concreta, de modo a preservar ao maximo as fontes de
biodiversidade dessas plantas, com base na riqueza genética que os taxons
apresentam.

Dada as peculiaridades do género e com o intuito de melhor entender
o complexo Dicerandra, diversos estudos (Kral, 1982; Huck, 1987; Huck et
al., 1989) buscaram classificar o género ndo somente em termos botanicos,
ecoldgicos e morfolégicos, mas também quanto as interagbes entre taxons e

das relagbes genéticas e filogenéticas.



Uma caracteristica marcante desse género em termos de
relacionamento entre espécies é a divisdo quanto ao ciclo de vida, entre as
perenes e as anuais (Huck et al., 1989), que, contudo, mostrou-se bastante
complexa em recente estudo de biogeografia e filogenia molecular (Oliveira
et al., 2007). Estes autores realizaram ampla caracterizagcdo molecular,
utilizando para as analises dados cloroplastidicos (regido trnT-trnL e matK) e
nuclear (regido de |ITS) encontrando incongruéncias quanto a
correspondéncia entre a filogenia e a forma de vida (perene ou anual) em
dois taxons: D. cornutissima (COR) e D. immaculata var. savannarum (SAV).
Esses dois taxons, caracterizados reprodutivamente como de ciclo perene,
foram agrupados em clados de anuais.

Para verificar e elucidar a contradicdo entre caracteristicas
morfolégicas e moleculares, inferir sobre a histéria evolutiva do género e
gerar subsidios para a implantacdo de praticas conservacionistas e de
manejo sustentaveis, sdo necessarios estudos de diversidade genética entre
e dentro de populagbes de Dicerandra. Os avangos na area de biologia
molecular tém fornecido uma ferramenta importante para este tipo de
estudo, os marcadores moleculares de origem nuclear, os quais podem

revelar polimorfismos em nivel de genoma completo.



2. OBJETIVOS

- Identificar qual dos dois grupos (perenes ou anuais) apresenta maior
variabilidade genética.

- Verificar se a diversidade genética esta associada a distribuicao
populacional dos taxons.

- Avaliar como a diversidade genética esta fracionada dentro e entre os
taxons de Dicerandra de ciclo perene. E dentro e entre taxons de
Dicerandra de ciclo anual.

- Investigar qual a contribuicdo dos genomas de espécies perenes e

anuais para a formagao do genoma de Dicerandra cornutissima.

- Propor, com base nos resultados obtidos, praticas que possam ser

aplicadas na elaboracéo de estratégias de conservagao.



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. O género Dicerandra

Dicerandra é um género membro da subfamilia Nepetoideae,
pertencente a familia Lamiaceae, o qual compreende mentas endémicas do
sudeste dos Estados Unidos, distribuidas pela Florida, Georgia e regides
fronteiricas do Alabama e Carolina do Sul (Oliveira et al., 2007; Wagstaff et
al., 1995). A Lamiaceae, uma das maiores e mais distintivas familia de
angiospermas, tem uma  distribuicdo  cosmopolita, abrangendo
aproximadamente 250 géneros, os quais incluem 7.000 espécies (Cantino,
1992; Thorne, 1992). Nepetoideae é a maior subfamilia monofilética da
familia Lamiaceae e a mais importante economicamente por incluir muitas
ervas culinarias tais como hortela, orégano, condimentos apimentados e
tomilho (Wagstaff et al., 1995).

O género Dicerandra compreende plantas que sao classificadas
quanto ao ciclo de vida em espécies anuais e perenes. As plantas deste
género caracterizam-se morfologicamente por apresentarem apéndice em
forma de espora na antera, que serve como um mecanismo de gatilho na
dispersédo de podlen e apresentam como principais polinizadores, insetos
voadores, tais como os da familia Bombyliidae, Apidae, Halictidae e
Sphingidae (Huck, 1987, 1992).

A literatura é divergente quanto ao tipo de reprodugéo sexuada que as
plantas do género Dicerandra apresentam. Em um amplo estudo sobre
sistematica e evolugdo do género, Huck (1987) afirmou que todas as
especies do género sao auto-incompativeis obrigatérias. Estes resultados
foram questionados por Evans et al. (2004) que estudaram a biologia
reprodutiva de D. frutescens e de D. christmanii e concluiram que sao
espécies auto-compativeis, embora D. frutescens apresente certo nivel de
repressao a endogamia. Mesmo que essas plantas sejam auto-compativeis,
€ bem provavel que no ambiente predomine a alogamia, como encontrada
em outras plantas da familia Lamiaceae, sendo polinizadas por insetos
(Huck, 1992) e pelo fato do exocruzamento em flores de D. frutescens subsp

frutescens ser promovido pela troca de posicao do estilete e do estigma



durante o dia, dificultando a autopolinizagao (Deyrup e Menges, 1997).

O género, representado por apenas nove espécies, inclui cinco
perenes e quatro anuais, com algumas espécies divididas em duas
subespécies, constituindo um total de treze taxons, todos os quais restritos a
ambientes arbustivos e de restinga (Oliveira et al., 2007; Huck e Chambers,
1997; Huck et al, 1989). O mapa de distribuicdo dos taxons esta
demonstrado na Figura 1. As espécies anuais, D. odoratissima, D.
radfordiana, D. linearifolia e D. densiflora (Figura 2- A, B, C e D) séo
encontradas em cumes secos de areas arenosas, geralmente junto a cursos
d’agua, na Geodrgia, norte da Flérida e porgdes fronteiricas do Alabama e da
Carolina do Sul (Huck e Chambers, 1997; Huck et al., 1987). D. odoratissima
€ localizada do sul da Carolina do Sul ao sudeste da Geodrgia, enquanto D.
radfordiana ocorre somente nas proximidades do rio Altamaha na Georgia
(Oliveira et al., 2007, Sorrie e Weakley, 2001). D. linearifolia, considerada a
espécie mais difundida do género, € dividida nas variedades D. linearifolia
var. linearifolia, a qual ocorre no norte da Flérida, Geodrgia e sudeste do
Alabama, e D. linearifolia var. robustior, que é restrita ao norte da Florida e
regido adjacente da Georgia, apresentando distribuicdes parcialmente
sobrepostas (Oliveira et al., 2007). D. densiflora € a espécie anual mais
proxima as espeécies perenes ao sul, sendo encontrada somente na regiao
central da Flérida (Huck e Chambers, 1997).

As espécies D. cornutissima, D. frutescens, D. thinicola, D. christmanii
e D. immaculata, constituintes do grupo das perenes (Figura 2- E, F, G e H)
apresentam distribuicdo bastante restrita e limitada a duas regides. Uma
regido € conhecida como Lake Wales Ridges (LWR), formada por dunas
isoladas, as quais constituem areas de refugio na Florida central e a outra
regidao, de grande endemismo, é conhecida como Divisa da Costa Atlantica
(DCA) da Flérida, (Huck e Chambers, 1997; White, 1970). Das cinco
espécies, D. cornutissima, D. frutescens e D. christmanii sao restritamente
endémicas, confinadas na regidao da LWR na Flérida peninsular, sendo que
D. frutescens e D. christmanii sdo restritas ao sul e D. cornutissima ao norte
do LWR (Huck et al., 1989). As outras espécies perenes, D. thinicola e D.
immaculata, sdo encontradas em restingas na DCA, com a primeira

ocupando a parte sul e a segunda a parte norte da DCA (Huck e Chambers,



1997; Huck et al., 1987). A espécie D. frutescens ¢é dividida nas subespécies
D. frutescens frutescens e D. frutescens modesta; e a espécie D. immaculata
€ separada em duas variedades, D. immaculata var. immaculata e D.
immaculata var. savannarum (Huck, 2001).

Segundo as caracteristicas morfolégicas, o género foi dividido em duas
secOes: Lecontea e Dicerandra. A se¢ao Lecontea tem corola tubular, com
I6bulo em forma de capuz, os estames inseridos € um odor de canela nas
folhas. Esta segéao inclui as espécies D. odoratissima e D. radfordiana (Huck
e Chambers, 1997; Huck et al., 1989; Huck et al., 1987). A sec¢ao Dicerandra
engloba as demais espécies do género, tendo como caracteristicas: corola
infundibular, com lébulos padrdes, estames expostos e um odor de menta
nas folhas esmagadas (Huck e Chambers, 1997; Huck et al., 1989; Huck et
al., 1987).

D. linearifolia
var. linearifalia

D. odoratissima

D. radfordiana

D. densiflora

D. linearifolia ___— D. cornutissima

var. robustior ———= D, thinicola

—

e

D. frutescens subsp. modesta «— D. immaculata

var, immaculata

« D. immaculata
var. sgvannarum

D. christmanil *

D. frutescens subsp. frutescens

[ —
[ 100 200 km

Figura 1: Mapa de distribuicdo da maioria dos taxons constituintes do
género Dicerandra (Fonte: Oliveira et al., 2007).



Figura 2: Fotos de alguns taxons: Anuais - A) e B) Dicerandra
densiflora; C) e D) Dicerandra linearifolia var. linearifolia. Perenes -
E) e F) Dicerandra cornutissima; G) e H) Dicerandra frutescens
subsp. frutescens (Fonte: Atlas de Plantas Vasculares da Flérida).



Cinco das nove espécies de Dicerandra, ou sete dos treze taxons sao
listadas por érgéos federais e estaduais de pesquisa como ameagadas ou
em risco de extingédo (Oliveira et al., 2007; Huck e Chambers, 1997). Varios
fatores tém levado a diminui¢cdo das populagdes de Dicerandra, gerando um
eminente risco de extingdo, tais como: fragmentacdo, degradagcao e
destruicdo de habitats. Estes sdo fatores antrépicos resultantes
principalmente dos processos de urbanizagdo, expansdo da agricultura,
supressao de incéndios, aumento dos niveis de contaminantes no solo e na
agua, entre outros (USFWS, 1999, Huck et al., 1989).

A distribuicdo restrita da maioria das espécies de Dicerandra e o
eminente risco de extingdo podem estar associados a fatores ligados as
caracteristicas reprodutivas intrinsecas destas plantas, tais como limitagdes
no processo de polinizagdo em areas onde ha supressido dos incéndios e
restricio ao cruzamento entre espécies. Estes fatores apresentam um
grande potencial de limitar a producdo de sementes nestas espécies raras
de plantas, extremamente dependentes da reprodugdo sexuada (Evans et
al., 2004).

A conservacao das espécies de Dicerandra tem valor ecoldgico,
principalmente em termos de biodiversidade e em termos de manutengao do
equilibrio e do ecossistema da regido, onde essas plantas interagem com
outras espécies e animais nativos e endémicos. Além disso, algumas plantas
desse género sao utilizadas como ervas culinarias, enquanto outras tém se
caracterizado pela produgao de 6leos essenciais compostos por misturas de
terpendides (como trans-pulegol, isomentono, a-terpineol, entre outros) os
quais apresentam odores caracteristicos, com potencial quimico e atuando
na defesa da planta (Wagstaff et al., 1995; McCormick et al., 1993).

A poliploidia do género Dicerandra, com taxons hexaploides (n= 24) e
tetrapldides (n=16) distribuidos independentemente nos grupos perenes e
anuais, e aleatoriamente ao padrao filogeografico, implica em uma
complicada histéria evolutiva do género (Huck e Chambers, 1997). No grupo
dos taxons de ciclo perene, somente D. frutescens frutescens e D.
immaculata immaculata sdo hexapldéides, enquanto que a maioria, D.
cornutissima, D. thinicola, D. christmanii e D. frutescens modesta, sao

tetrapldides. Os taxons de ciclo anual, em sua maioria sdo também



tetrapldides, incluindo D. odoratissima, D. radfordiana e D. linearifolia var.
robustior, enquanto D. linearifolia var. linearifolia e D. densiflora s&o
hexaploides (Huck e Chambers, 1997). Dentre todos, D. immaculata var
savannarum € o taxon cuja ploidia é desconhecida (Huck, 2001).

Além da complexidade quanto a origem da ploidia observada neste
género, foram encontradas em dois taxons, D. cornutissima e D. immaculata
var. savannarum, incongruéncias entre a analise filogenética e a
classificacdo delas em relagdo ao ciclo de vida (perene ou anual). D.
cornutissima representa o taxon mais ao norte entre as espécies perenes,
sendo localizada geograficamente entre as espécies anuais ao norte e as
demais espécies perenes ao sul, enquanto que, D. immaculata var.
savannarum € um taxon endémico localizado na DCA.

Oliveira et al. (2007) trabalhando com populagdes de todos os treze
taxons de Dicerandra espalhadas pela Flérida e regides adjacentes,
estudaram a biogeografia e a filogenia molecular do género. As analises
filogenéticas moleculares baseadas em dados cloroplastidicos (regido trnT-
trnL e matK) e nuclear (regido de ITS), identificaram dois clados fortemente
suportados, com altos valores de bootstrap, correspondentes as espécies
anuais e perenes. Nessas analises, quase todos os taxons apresentaram
associagao com seus correspondentes ciclos (anual ou perene), porém, as
arvores filogenéticas baseadas em sequéncias de ITS e cloroplastidicas
foram divergentes quanto a classificagao dos dois taxons, D. cornutissima e
D. immaculata var. savannarum. Estas duas espécies foram agrupadas no
clado das plantas anuais na analise com marcadores cloroplastidicos e no
clado das plantas perenes na analise com marcadores nucleares. Contudo,

esses dois taxons sao reprodutivamente de ciclo perene.

3.2. Diversidade Genética

Diversidade genética refere-se a diferenca entre as frequéncias
génicas de dois grupos de individuos, tais como populagdes ou espécies
(Ridley, 2006). O estudo da diversidade genética em populagbes naturais
consiste em estimar como a variabilidade genética esta estruturada entre e

dentro de populagdes de uma espécie. Dessa forma, o conhecimento e a



manutencdo da variabilidade genética, em especial, de espécies raras e
ameacadas de extincdo, sdo fundamentais para o desenvolvimento de
eficazes estratégias de conservacéo (Ramp et al., 2006).

Segundo Loveless e Hamrick (1984), a estrutura genética das
populagdes ndo é obtida de forma aleatéria, e sim resultante da acédo de
varios fatores, tais como mutagdo, migracédo, selecdo natural e deriva
genética, os quais operam no contexto historico e biolégico de cada espécie
de planta. Além disso, a variagdo genética € afetada por fendmenos
ecoldgicos, como por exemplo, pelo sistema reprodutivo e pelo fluxo génico,

através da dispersao de sementes e polens (Loveless et al., 1998).

3.3. Marcadores Moleculares

Os marcadores moleculares constituem regides do genoma possiveis
de serem detectadas e cuja presenca ou auséncia pode caracterizar um
organismo e cuja sequéncia e fungdo, na maioria das vezes, sao
desconhecidas (Gostimsky et al., 1999). Esses marcadores mostram-se
muito sensiveis a detecg¢ao do polimorfismo, visto que as diferencgas entre as
sequéncias nucleotidicas de cada individuo, revelam uma impressao digital
geneética, que pode ser util na identidade dos individuos.

As técnicas moleculares, que estdo praticamente substituindo os
marcadores morfolégicos, apresentam varias vantagens sobre estes: ()
possibilidade de detecgao de um numero praticamente ilimitado de marcas
moleculares; (1) auséncia de variagées por causa do ciclo de vida da planta
e (lll) ndo influéncia das condigbes ambientais (Ferreira e Grattapaglia,
1998).

O primeiro marcador molecular, baseado no DNA, o RFLP (Restriction
Fragment Length Polymorphism), foi desenvolvido na década de 70, com a
descoberta das enzimas de restricdo. Em meados de 80, com o advento das
técnicas de biologia molecular, principalmente a técnica de PCR
(Polymerase Chain Reaction), novas classes de marcadores foram
desenvolvidas, destacando-se, entre eles: RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA); AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism), SCAR
(Sequence Characterized Amplified Regions), STS (Sequence Tagged Sites)
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e Microssatélites (SSR-Single Sequence Repeats; ISSR-Inter-Simple
Sequence Repeats) (Ferreira e Grattapaglia, 1998).

Cada marcador tem sua particularidade, diferenciando-se entre si pela
repetibilidade e complexidade da técnica, custo, tempo consumido, nivel de
polimorfismo detectado entre os individuos, quantidade exigida de material
biolégico, tipo de segregagédo (dominante ou co-dominante), entre outros.

A escolha de um marcador molecular depende do objetivo do
trabalho, das considerag¢des das técnicas, da disponibilidade de recursos e
das facilidades do laboratério (O’Hanlon et al., 1999).

Atualmente, os distintos marcadores moleculares disponiveis
constituem importantes ferramentas para varios estudos, tais como,
mapeamento genético, identificacdo e clonagem de genes, filogenia, estudos
de evolugdo, construgdo de mapas genéticos, melhoramento, criagdo de
novas variedades, biologia populacional e conservagao de espécies (Caixeta
et al., 2006; Ferreira e Grattapaglia, 1998).

Comparados com outros marcadores, os baseados em PCR, tais
como RAPD, AFLP e ISSR, tém sido amplamente utilizados em estudos de
diversidade genética de populagdes naturais de plantas, buscando
entendimento da estrutura genética e da diferenciagao entre as espécies (Li,
et al., 2005; Godwin et al., 1997, Karp et al., 1996). Os dados gerados por
estas pesquisas podem ser utilizados para definir unidades de conservacao

e prioridade no manejo de recursos genéticos.

3.3.1. Marcadores ISSR

ISSR (Inter Simple Sequence Repeat) € um marcador molecular
recente, (Zietkiewicz et al., 1994), associado ao uso de sequéncias
microssatélites, que sdo sequéncias simples repetidas, organizadas em
tandem, contendo de 1 a 3 bases, abundantemente distribuidas ao longo de
todo o genoma de eucariotos (Liu e Wendel, 2001; Ratnaparkhe et al., 1998,
Wang et al., 1994). Segundo Morgante e Olivieri (1993), a sequéncia (AT)n
constitui-se no ISSR de maior abundancia no genoma de plantas.

A andlise de ISSR consiste na amplificagdo via PCR de regides do

DNA genbémico que compreendem dois microssatélites idénticos, adjacentes
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e inversamente orientados, apresentando distancia suficientemente
amplificaveis (Assefa et al., 2003, Reedy et al., 2002). Na técnica de ISSR
utiliza-se um unico primer complementar as sequéncias microssatélites,
podendo ser ndo ancorado (Gupta et al.,, 1994; Wu et al., 1994) ou mais
usualmente, ancorado na extremidade 5 ou 3, com 1 a 4 bases
degeneradas (Zietkiewicz et al., 1994). A adicdo de nucleotideos ancorados
nas extremidades 5 e 3’ é usada para prevenir o deslizamento da
polimerase durante a amplificagdo via PCR, tornando o anelamento entre o
primer e a extremidade do microssatélite, mais especifica e reprodutivel
(Wolfe e Liston, 1998; Barth et al., 2002).

A deteccdo do polimorfismo via ISSR € realizada a partir da
visualizagdo de bandas de diferentes tamanhos em gel de poliacrilamida ou
agarose, sendo que cada banda corresponde a uma sequéncia de DNA
delimitada por dois microssatélites invertidos. A interpretagdo dos dados é
realizada de forma simples: bandas em comum entre gendtipos representam
similaridades genéticas, enquanto que bandas incomuns representam
diferencas genéticas (Ferreira e Grattapaglia, 1998).

A utilizacdo do ISSR consiste em uma técnica rapida e de facil
manuseio, que superou a maioria das limitacbes dos outros marcadores,
combinando a maioria das vantagens do SSR e AFLP, com a universalidade
do RAPD. Os ISSRs apresentam melhor reprodutibilidade das bandas,
quando comparado com o RAPD, devido ao uso de primers longos, de 16 -
25 pb de comprimento, os quais permitem temperaturas de anelamento mais
altas, resultando em condi¢cbes de elevada estringéncia (Reedy et al., 2002).
Outras vantagens sdo: a dispensa de prévia informagdo da sequéncia
genbmica, como requerido pelos SSRs e o0 baixo custo da técnica, quando
comparado aos AFLPs (Reedy et al., 2002). Estudos também demonstram
que os ISSRs geram niveis de polimorfismo similares ou superiores aos
RFLPs e RAPDs (Godwin et al., 1997; Nagaoka e Ogihara, 1997).

A principal desvantagem dos marcadores ISSRs esta relacionada ao
fato de apresentarem, predominantemente, segregagao dominante (Gupta et
al., 1994; Ratnaparkhe et al., 1998; Wang et al., 1998), ndo distinguindo os
individuos homozigotos dos heterozigotos. Em alguns casos, entretanto, os

marcadores ISSRs tém apresentado segregacao co-dominante (Wang et al.,
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1998; Wu et al., 1994).

Varios trabalhos tém demonstrado a importancia deste marcador para
varios estudos, tais como: mapeamento genémico (Arcade et al., 2000),
biologia evolutiva (Martin e Sanchez-Yelamo, 2000), fingerprinting genémico
(Prevost e Wilkinson, 1999) e mapeamento génico (Akagi et al., 1996).
Entretanto, em plantas os ISSRs, tém sido amplamente empregados em
pesquisas sobre diversidade genética de populagdes; na estimativa da
variacao genética dentro e entre populagdes, espécies ou taxons; e também
em estudos de filogenia, como relatado em trabalhos com arroz (Joshi et al.,
2000), trigo (Nagaoka e Ogihara, 1997), batata doce (Huang e Sun, 2000) e

plantas ameagadas de extingdo (Ramp et al., 2006) entre outros.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Espécies e Populagbes em estudo

Neste estudo foram avaliados 92 individuos, distribuidos em 14
populacdes de Dicerandra formadas por espécies de ciclos perenes e
anuais, amostrados de varias regides do sudeste dos Estados Unidos
(Tabela 1). A Figura 3 mostra o mapa de distribuigdo das populagdes de

Dicerandra amostradas para este estudo.

Tabela 1. Amostragem dos taxons de Dicerandra com os respectivos codigos
das populagdes (CP), tamanho da amostra (TA) e coordenadas geograficas.

Latitude Longitude

Taxons CP TA (S) (W)
CICLO PERENE

Dicerandra cornutissima COR 17 05 29.0167 -82.1138
COR 18 09 29.0206 -82.1139
COR 30 09 n.d n.d

Dicerandra thinicola THI 21 07 28.4348 -80.5183

Dicerandra frutescens subsp. MOD 19 08 28.0051 -81.3275

modesta

Dicerandra frutescens subsp. FRU 25 08 27.3092  -81.3349

frutescens

Total de Perenes 46

CICLO ANUAL

Dicerandra densiflora DEN 15 08 29.9650 -82.9744
DEN 16 04 29.8982 -82.9320
DEN 29 05 n.d n.d
DEN 31 06 n.d n.d

Dicerandra linearifolia var

linearifolia LIN 01 07 30.2856 -83.1518
LIN 02 06 30.3973 -85.3466
LIN 04 04 32.0830 -84.0401
LIN 08 06 30.0902 -83.1682

Total de Anuais 46

Total de Individuos 92

n.d.= ndo determinado
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Figura 3: Mapa de distribuicdo das populagbes de Dicerandra
amostradas no sudeste dos Estados Unidos. Os numeros
correspondem aos codigos das populagdes indicadas na Tabela 1.
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Dentre os taxons anuais (D. densiflora e D. linearifolia var. linearifolia)
foram amostrados 23 individuos distribuidos entre quatro popula¢des para
cada um dos taxons, totalizando 46 individuos. Entre os taxons de ciclo
perene foi avaliado uma populacédo para cada taxon, sendo sete, oito, e oito
o0 numero de individuos por populagdo amostrados respectivamente para os
taxons D. thinicola, D. frutescens subsp. modesta e D. frutescens
subsp.frutescens. A espécie D. cornutissima, de ciclo perene, teve uma
amostragem de 23 individuos distribuidos em trés populag¢des. Os locais de
amostragem dos individuos entre as populagdes foram escolhidos baseados
na facilidade de acesso.

Foram coletadas partes aéreas de individuos escolhidos
aleatoriamente em cada populagao e este material foi preservado em gel de
silica até o momento de seu uso. As coordenadas foram registradas com um
receptor de sistema de posicionamento global (GPS), determinando, assim,

0 posicionamento geografico de cada populagao.

4.2. Extracdo e Quantificacdo de DNA

A extracdo do DNA foi realizada com base no protocolo de CTAB,
conforme descrito por Doyle e Doyle (1987), com algumas modificagdes. O
DNA total foi extraido de partes aéreas, preferencialmente de folhas. Na
etapa inicial da extragcao, cerca de 50 mg de folhas foram triturados em gral
de porcelana na presenca de nitrogénio liquido, sendo o pd resultante
transferido para tubos “eppendorf” de 2 mL de capacidade. Para cada tubo
foram adicionados 900 pL de tampao de extracdo CTAB, constituido de 100
mM Tris-HCI (pH 8,0); 20 mM de acido etileno diamono tetracético (EDTA);
1,4 M NaCl; 2% de brometo de cetiltrimetilaménio (CTAB); 4% de
polivinilpirrolidona (PVP) e 1,0% de B-mercaptoetanol (v/v), sendo este ultimo
adicionado separadamente dos demais constituintes, em capela de exaustao.
A mistura foi agitada vigorosamente em agitador tipo vértex por 30 segundos.
A seguir, as amostras foram incubadas em banho-maria a 65 °C, por
aproximadamente, 30 minutos, sendo agitadas por inversdo a cada 10
minutos. Apos a incubacgao, foram adicionados 700 uL de cloroférmio: alcool

isoamilico 24:1 (v:v), com subsequente agitagdo por 1 minuto em vortex. A
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separacao das fases organica e aquosa foi realizada por centrifugacéo a
13.000 rpm por 10 minutos. A fase aquosa (ou sobrenadante) foi transferida
para um novo tubo, para o qual foi adicionado o mesmo volume de
isopropanol gelado (-20 °C) para a precipitagdo de acidos nucléicos. O
material foi incubado por 15 horas a 4 °C. Posteriormente, os tubos foram
centrifugados a 13.000 rpm por 10 minutos, sendo o sobrenadante
descartado e o precipitado lavado uma vez com 1 mL de etanol 70% e uma
vez com 1 mL de etanol 95%. Apds as lavagens, o precipitado foi seco a
temperatura ambiente e ressuspenso em 200 pyL de TE, pH 8,0 (10 mM Tris-
HCI; 1 mM EDTA), seguindo-se de um tratamento com RNase, na
concentragéo final de 40 ug/ml, a 37 °C, por 30 minutos.

Novamente o DNA foi precipitado a partir da adicdo de 30 uL de
acetato de aménio 7,5 M e 200 uL de isopropanol gelado, sendo entéo,
incubado a -20 °C, por aproximadamente 3 horas, e posteriormente,
centrifugado por 10 minutos a 13.000 rpm. ApGs a remogao do sobrenadante,
o precipitado foi lavado com etanol 70 % e em seguida com etanol 95 %,
seco a temperatura ambiente e ressuspendido em 40-60 yL de TE. Para
posterior uso, o DNA foi mantido a -20 °C.

A integridade e quantificagdo do DNA foram determinadas por
eletroforese em gel de agarose 0,8%, contendo 0,2 ug/mL de brometo de
etidio. A estimativa da quantidade de DNA foi realizada comparando-se 1 pL
do DNA amostral com padrées do marcador de concentracdo fago A. Para
essa comparacgao, foram aplicados no gel juntamente com 1 yL do DNA, 1 uL
de corante tipo IV (0,25% de azul de bromofenol e 40% de sacarose) e 4 L
de agua deionizada para cada amostra. As amostras foram aplicadas no gel
e a migracao eletroforética foi realizada a uma voltagem constante de 100 V.

Apo6s 20 minutos de corrida eletroforética, o DNA foi observado em um
transiluminador de ultra-violeta e a imagem foi digitalizada e fotografada
usando o sistema EagleEye (Stratagene). Para as reagcbes PCR-ISSR, as

amostras foram diluidas para a concentragao final de 10 ng/uL.
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4.3. Selecao de primers e Amplificagcdes via PCR dos ISSRs

De um conjunto de 100 primers (UBC set n° 9) obtidos do Laboratério
de Biotecnologia da Universidade de British Columbia, 68 primers foram
testados para amplificacdo via PCR, usando quatro amostras: trés de ciclo
perene e uma de ciclo anual. Inicialmente foram examinadas as condicdes
otimas para deteccdo de ISSRs nas quatro amostras, levando em
consideragdo a concentracdo de MgCl;, formamida e a temperatura de
anelamento no padrao de amplificagdo. Dos 68 primers testados, sete foram
selecionados por apresentarem maior polimorfismo, maior reprodutibilidade
no padrao de bandeamento e maior nitidez (Tabela 2).

Cada reacao de amplificagao foi conduzida em um volume final de 25
gL contendo: 50 mM de KCI; 10 mM de Tris-HCI (pH 8,0); 0,1 % de Tween;
1,7 ou 2,5 mM de MgCly; 1,0 ou 2,0 % de formamida; 0,2 uM de primer; 0,75
U de Taq polimerase; 0,2 mM de dNTP; aproximadamente 20 ng de DNA
gendmico e agua deionizada para completar o volume (Tabela 2). O
programa de amplificagao foi padronizado com as seguintes condi¢cdes: uma
etapa inicial de desnaturacdo de DNA (94 °C por 5 minutos), seguido por 35
ciclos - desnaturagcdo a 94 °C por 45 segundos, anelamento a 45 ou 51 °C
(dependendo do primer) por 45 segundos e elongamento a 72 °C por 1,5
minutos. Ao final desses ciclos, foi realizada uma etapa extra de
elongamento a 72 °C por 5 minutos. Os produtos de amplificagdo do DNA
foram analisados em gel de agarose 1,5 % imerso em TBE 1X (90 mM Tris
Base, 90 mM &cido boérico e 2 mM EDTA) por quatro horas, em tenséo
constante de 110 V. Para a visualizacdo das bandas, apés a eletroforese, os
géis foram incubados em solugcdo de brometo de etidio, numa concentragao
de 0,6 ng/ml, durante 15 minutos. Em seguida, os fragmentos amplificados
foram visualizados em transiluminador de luz ultra-violeta e suas imagens
digitalizadas em um sistema de captura de imagens (Eagle Eye Il -
Stratagene). O tamanho dos fragmentos pdde ser estimado pela
comparagao das bandas migradas no gel com o marcador molecular DNA
Ladder (100 pb) da Invitrogen.
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Tabela 2: Relagédo dos primers usados nas analises ISSR de Dicerandra e
respectivas sequéncias, temperatura de anelamento (Tm), concentragao
de MgCl;, e porcentagem de formamida.

PRIMERS
s Sequéncia* Tm MgCl, Formamida

Codigo ?5’-3’) (°C) (rﬁM) (%)
UBC 809 (AG)sT 51 1,7 2,0
UBC 812 (GA)sA 51 2,5 1,0
UBC 835 (AG)sYC 45 25 2,0
UBC 845 (CT)sRG 51 2,5 1,0
UBC 888 BDB(CA); 51 2,5 2,0
UBC 889 DBD(AC); 51 2,5 2,0
UBC 891 HVH(TG); 51 2,5 2,0

*Y=CouT:R=AouG:B=C.GouT:D=A.GouT:H=A.CouT:V=A.CouG.

4.4. Analise de dados

Para a analise dos dados de ISSR, os perfis de bandas obtidos foram
convertidos em uma matriz binaria de presenga (1) e auséncia (0) de
bandas. Foram excluidas das analises bandas que apresentaram baixa
reprodutibilidade e/ou intensidade e também as bandas que apresentaram a
mesma mobilidade e mesmo peso molecular para todas as amostras,
conhecidas como bandas monomorficas.

Os taxons foram separados em trés grupos, sendo essa classificagéo
utilizada em todas as analises subsequentes. Essa divisdo dos taxons em
trés grupos foi realizada, visto que, numa analise inicial, separando os
taxons somente em dois grupos (das perenes e anuais), COR mostrou-se
muito diferente das demais perenes. Além disso, COR foi colocada num
grupo a parte, com o objetivo de estuda-la e compara-la com as demais
perenes e anuais, ja que trabalhos anteriores, realizados por outros
pesquisadores, demonstraram que COR apresenta complexidade evolutiva.
Os grupos foram: grupo 1, a espécie de ciclo perene COR; grupo 2, os
demais taxons perenes (FRU, MOD e THI); e grupo 3, os taxons anuais
(DEN e LIN).

Inicialmente, foram realizados os seguintes calculos: o numero total de
bandas amplificadas, a distribuicdo das bandas entre os grupos (1,2 e 3) e a

porcentagem de bandas polimérficas total e para cada grupo. Foram obtidas
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também as bandas exclusivas de cada taxon, de cada grupo e as bandas
compartilhadas entre taxons e entre grupos. Para a obtengdo das bandas
exclusivas e compartilhadas foi considerado apenas o numero de bandas

presentes em pelo menos 25% dos individuos de cada taxon ou 25% do

grupo.

4.4.1. Analise de diversidade genética dentro dos taxons

O programa POPGENE (Population Genetic Analysis) versao 32 foi
utiizado para a caracterizacdo da variabilidade genética, obtendo-se as
estimativas de porcentagem de locos polimérficos (P), diversidade génica de
Nei (He) (Nei, 1973) e indice de diversidade de Shannon (l), onde foi
assumido o equilibrio de Hardy-Weinberg. As estimativas dos parametros de
diversidade P, He e | foram calculados em trés niveis: em nivel de taxon, de
grupo (grupo 1, 2 e 3) e de conjunto total. Os resultados obtidos na analise
do POPGENE foram utilizados, também para verificar se existe alguma

associagao entre a diversidade genética e a distribuicdo dos taxons.

4.4.2. Analise de diversidade genética entre os taxons

A analise da variancia molecular (AMOVA) foi utilizada com o auxilio
do programa Arlequin versédo 3.11 para descrever a estrutura genética entre
os taxons. Nesta analise, a diversidade genética total foi fracionada em trés
niveis hierarquicos: variacdo entre os taxons, entre os individuos dentro de
cada taxon e variagéo entre os grupos (1, 2 e/ou 3). Na analise da variancia
foi considerada ainda, a distribuicdo da variabilidade genética total levando
em conta a divisdo dos taxons nos grupos 1, 2 e 3, sem considerar a divisao
dos grupos e considerando a distribuicdo da variabilidade dentro de cada
ciclo: perene e anual.

A significancia de diferenciagao foi testada com 1000 permutacdes,
onde P denota a probabilidade de se verificar um valor ao acaso igual ou

maior ao valor observado.
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4.4.3. Analise de similaridade genética e analises de agrupamento

Para verificar a proximidade genética entre os diferentes taxons, o
programa POPGENE foi utilizado, para a comparagéo dos taxons par-a -par,
obtendo-se estimativas da identidade genética e da distancia genética de
Nei (1978).

A analise de coordenadas principais, um tipo de analise de
agrupamento, foi realizada com o programa NTSYS-pc, versdo 2.2K. A
analise gerou um grafico tridimensional, mostrando o agrupamento entre
todos os 92 individuos avaliados do género Dicerandra, baseado nas
similaridades genéticas entre eles. O resultado da analise forneceu a
porcentagem da variagao total explicada por cada coordenada.

O programa NTSYS-pc, 2.2K, foi utilizado, também, para a obtencao
das estimativas de similaridade genética baseadas no coeficiente de Dice, o
qual € definido como S=2Nxy/2Nxy+Nx+Ny, onde Nxy corresponde ao
numero de fragmentos de DNA compartilhados entre os individuos X e Y, Nx
e Ny correspondem aos numeros de fragmentos de DNA observados
somente nos individuos X e Y, respectivamente. Essas estimativas foram
entdo usadas para construir o dendrograma em nivel de individuos, através
da analise de agrupamento baseada na média aritmética entre pares nao
ponderados (UPGMA). A consisténcia do agrupamento foi testada através
do coeficiente de correlagcao cofenética (CCC), calculado entre os valores da
matriz original e os valores da matriz cofenética, também através do
programa NTSYS-pc.

O programa MEGA 3.1 foi empregado para realizar a construgao dos
dendrogramas representativos das distancias genéticas entre os 6 taxons. A
matriz dos valores de Fst gerada pelo programa Arlequin 3.11 foi importada
para o MEGA 3.1 para obtencdo do dendrograma pelo método do vizinho
mais préoximo (Neighbor Joining - NJ). Ja a matriz das distancias genéticas
de Nei (1978) gerada pelo POPGENE 32 foi importada também para o
MEGA 3.1 para a construgdo do dendrograma pelo método do UPGMA.

O teste de Mantel (Mantel, 1967) realizado pelo MXCOMP, médulo do
NTSYS-pc, com 9000 permutagdes, foi utilizado para investigar a correlagéao

entre Fgsr, identidade genética de Nei e diversidade genética de Nei,
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baseado nas matrizes cofenéticas. Este teste compara duas matrizes entre
si, fornecendo um valor de correlagdo (r) que quantifica o grau de
relacionamento entre as duas matrizes, variando de -1 a +1. O teste
compara o Z observado (Zo,s) com o Z randémico (Zgm), sendo que para
valores negativos de r, quanto menor a frequéncia do Ziym < Zobs, maior sera
a correlacao entre as duas matrizes. Para os valores positivos de r, quanto
menor a frequéncia de Zym = Zops, maior sera a correlagao r entre as duas

matrizes.

4.4.4. Analise para deteccao de espécie hibrida e deteccdo de putativos
parentais

Para analise de detecgcao de espécie hibrida e obtencdo de seus
putativos parentais, padroes de ISSR foram obtidos entre todos os putativos
taxons parentais e a putativa espécie hibrida (COR). Foram considerados
como possiveis parentais, seis pares de taxons, sempre considerando um
parental anual e um perene. Dentre os pares de parentais testados estao,
DEN e MOD; DEN e THI; DEN e FRU; LIN e MOD; LIN e THI; LIN e FRU.

A analise consistiu na obtencdo de bandas exclusivas de cada
pressuposto parental (P1 e P2) e da putativa espécie hibrida (COR) e
obtengao também das bandas compartilhadas entre P1 e P2 (P1-P2); entre
P1, P2 e COR (P1-P2-COR); e entre cada parental e COR (P1-COR, P2-
COR) (adaptado de Zhou et al., 2005). Nesta analise, para cada par de
taxon parental testado, foram desconsiderados os outros taxons e como
critério de representatividade, foram levadas em consideragao somente as

bandas presentes em pelo menos 25% dos individuos de cada taxon.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Caracterizacdo molecular por marcadores ISSR

Os sete primers de ISSR selecionados para a analise de variabilidade
genética em Dicerandra foram confiaveis, apresentando habilidade para
deteccdo de bandas polimoérficas e alta reprodutibilidade. Entre os 92
individuos investigados, foram identificadas, através dos marcadores ISSRs,
103 bandas, sendo todas polimérficas. A média de bandas polimodrficas
geradas por primer foi de 14,7 e o tamanho dos fragmentos amplificados
variou de 138 a 1.800 pb. Os sete primers utilizados foram bastante
eficientes, gerando alto grau de polimorfismo (100%) entre os individuos
analisados.

Quando analisados separadamente, os grupos 1, 2 e 3 apresentaram
respectivamente um total de 70, 69 e 83 bandas, enquanto que as
porcentagens obtidas de bandas polimorficas foram de 81,43; 95,65 e 98,79
%, respectivamente (Tabela 3). O grupo 3, constituido por DEN e LIN,
taxons de ciclo anual, apresentou maior porcentagem de bandas
polimoérficas quando comparado com o grupo 1 (COR) e grupo 2 (constituido

por FRU, MOD e THI), ambos de ciclo perene.

Tabela 3: Relagdo dos primers usados nas analises ISSR de Dicerandra,
numero total de bandas (NB) e porcentagem de bandas polimérficas (PBP).

Primer NB (PBP)

Caodigo Taxons Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
UBC 809 11 (100,0) 06 (83,33) 09 (100,0) 07 (100,0)
UBC 812 10 (100,0) 06 (100,0) 08 (100,0) 09 (100,0)
UBC 835 16 (100,0) 11 (45,45) 08 (75,00) 3 (92,30)
UBC 845 12 (100,0) 05 (00,00) 04 (75,00) 08 (100,0)
UBC 888 06 (100,0) 06 (83,33) 03 (100,0) 05 (100,0)
UBC 889 08 (100,0) 04 (100,0) 06 (100,0) 07 (100,0)
UBC 891 40 (100,0) 32(100,0) 31 (100,0) 34 (100,0)

Total 103 (100,0) 70 (81,43) 69 (95,65) 83 (98,79)

Grupo 1: COR; Grupo 2: FRU, MOD e THI; Grupo 3: DEN e LIN.

23



5.2. Diversidade genética dentro dos tdxons

5.2.1. Grupo de maior variabilidade genética

Quando a diversidade genética é analisada em nivel dos grupos 1,2 e
3, COR (grupo 1) apresenta porcentagem de polimorfismo (P) de 55,34.
Neste caso, COR é considerada como um taxon, ja que o grupo é
constituido por apenas este taxon. Para o grupo 2, a porcentagem de
polimorfismo foi de 48,54, quando considerada como uma média dos taxons
e de 64,08, como um grupo. O valor de P para o grupo 3 foi de 55,83 quando
a porcentagem de polimorfismo é analisada como uma média dos taxons e
de 79,61, como um grupo. Em nivel de taxon (ou média de taxons para os
grupos 2 e 3), COR apresentou um nivel de polimorfismo relativamente
préximo ao do grupo 3, porém comparada ao grupo das outras perenes (2)
exibiu um nivel de polimorfismo maior (Tabela 4).

A média dos valores de heterozigosidade esperada (He) e dos indices
de diversidade génica de Shannon (l) obtida, em nivel de taxon foi de,
0,1528 e 0,2404 para o grupo 1; 0,1733 e 0,2603 para o grupo 2 e 0,1583 e
0,2463 para o grupo 3, respectivamente. Em nivel de grupo, os valores de
He e | foram 0,1956 e 0,3010 para o grupo 2; e 0,2488 e 0,3787 para o
grupo 3. Quando considerado todos os taxons como um conjunto total, a
diversidade genética aumentou, obtendo-se um He de 0,2935 e um | de
0,4540 (Tabela 4).

Os resultados mostraram que o grupo das anuais (grupo 3) apresenta
maior diversidade genética em comparagdo com os outros dois grupos de
taxons de ciclo perene. Entretanto, esses resultados n&o dao suporte para
afirmar que as espécies anuais apresentam maior diversidade por serem
mais antigas, ou pelo fato do relégio molecular ser mais rapido ou pelos dois

motivos.
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Tabela 4: Diversidade genética dentro dos taxons.

Taxons N P(%) He

Grupo 1

COR 23 55,34 0,1528 0,2404
Grupo 2

MOD 8 49,51 0,1700 0,2576
THI 7 48,54 0,1810 0,2695
FRU 8 47,57 0,1690 0,2537
Média 48,54 0,1733 0,2603
Grupo 23 64,08 0,1956 0,3010
Grupo 3

DEN 23 60,19 0,1881 0,2878
LIN 23 51,46 0,1284 0,2047
Média 55,83 0,1583 0,2463
Grupo 46 79,61 0,2488 0,3787
Conjunto Total 92 100,00 0,2935 0,4540

N, tamanho da amostra; P (%), porcentagem de polimorfismo; He diversidade
génica de Nei (1973) (assumindo o equilibrio de Hardy-Weinberg); |, indice de
diversidade génica de Shannon.

Trabalhos evidenciam que uma caracteristica comum de espécies de
plantas endémicas € o baixo nivel de diversidade genética (Xie et al., 2005;
Xiao et al., 2004), entretanto, outros estudos também tém encontrado
moderados e altos niveis de variabilidade genética em espécies raras e
estreitamente endémicas (Chen et al., 2006, Gonzalez- Astorga e Castillo-
Campos, 2004), como os moderados niveis de diversidade encontrados
dentro dos taxons de Dicerandra neste trabalho. Varios fatores tém
explicado os altos niveis de diversidade encontrados em plantas raras,
como: especiacao recente, mudancas recentes na distribuicdo ou no habitat,
sistema de reproducdo, mutagcdes somaticas, multiplos efeitos fundadores e

refugios durante periodos de glaciagbes (Xue et al., 2004).
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5.2.2. Relagcdo entre a diversidade genética e a distribuicdo
populacional dos taxons

A partir da analise do POPGENE (Tabela 4) foi observado que nao
existe nenhuma associagdo entre a diversidade genética e a distribuigao
populacional dos taxons, visto que nenhuma relagdo consistente foi
encontrada mostrando que taxons mais amplamente distribuidos
apresentam maior variabilidade genética e taxons mais restritos apresentam
menor variabilidade genética.

Os taxons constituintes do grupo das anuais, DEN e LIN (cada um
representado por quatro populagdes), ocupam consideravelmente ampla
distribuicdo geografica e revelam alta diversidade genética, de maneira
similar ao grupo 1, constituido por COR (representado por trés populacgées),
sendo contudo, este taxon restrito a poucas areas do sudeste dos EUA. Por
outro lado, os taxons constituintes do grupo 2: FRU, MOD e THI (cada um
representado por uma populagdo), tém suas populagbes restritamente
distribuidas, apresentando, porém, menor diversidade genética quando
comparada aos grupo 1 e 3.

Esses resultados contrariaram, com o obtido por varios outros
pesquisadores (Smith e Pham, 1996; Helenurm, 2001), a proposta formulada
por Hamrick e Godt (1989), em que existe forte associacao entre a extensao

geografica e a diversidade genética de uma dada espécie.

5.3. Fracionamento da diversidade genética entre e dentro dos taxons

A diversidade genética total avaliada a partir da AMOVA, em trés
niveis hierarquicos: variagao entre os taxons, entre os individuos dentro dos
taxons e variagdo entre os grupos (1, 2 e/ou 3) (Tabela 5), revelou que do
total da variabilidade genética molecular encontrada para os taxons de
Dicerandra analisados, 51,80% se deve as diferencas individuais dentro dos
taxons e 48,20% é atribuida a variabilidade entre os taxons. Realizando a
analise da variancia molecular, levando em consideragdo os trés grupos,
49,76% da variancia total foi atribuida a diferengas individuais dentro dos

taxons, 31,50% as diferengcas entre os taxons dentro de cada grupo e
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18,74% as divergéncias entre os grupos. Ao comparar a distribuicdo da
variancia, tanto considerando a divisdo dos taxons em grupos, quanto
considerando todos os taxons como um unico grupo, observou-se que a
variagao dentro dos taxons praticamente nido foi afetada ao separar os
taxons em grupos, e que a variagao entre os taxons (48,20%) foi separada
em: 31,50% de variagdo entre os taxons e 18,74% entre os grupos.

Quando a analise da variancia molecular foi realizada considerando
somente os taxons de ciclo perene, fracionando-os nos grupos 1 e 2 (COR e
demais perenes), 62,10% da variancia total foi atribuida as diferengas dentro
dos taxons, 33,53% as divergéncias entre COR e as outras perenes.
Entretanto, somente 4,37% foi atribuida as diferencas entre os taxons do
grupo 2, demonstrando que os taxons de ciclo perene agrupados neste
grupo sao bastante uniformes, consequentemente apresentando pequena
diferenciagao entre si. Ja na anadlise considerando somente os taxons de
ciclo anual, da variancia total, 50,88% se deve a variagao entre taxons e

49,12% é atribuida as variabilidades dentro dos taxons.
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Tabela 5: Analise de variancia molecular (AMOVA) para diferentes niveis hierarquicos entre os taxons de Dicerandra

Fonte de Variagao GL Soma dos Componente de Variagao (%) Valor de P*
quadrados variancia

Dois niveis hierarquicos:
Entre taxons 5 573,08 7,33 48,20 < 0,001
Dentro dos taxons 86 677,42 7,88 51,80
Total 91 1250,50 15,21
Trés niveis hierarquicos
Entre os grupos 1,2 e 3 2 358,43 2,96 18,74 < 0,05
Entre os taxons dentro dos grupos 3 214,65 4,99 31,50 < 0,001
Dentro dos taxons 86 677,42 7,88 49,76 < 0,001
Total 91 1250,50 15,83
Analise dentro do ciclo perene
Entre os grupos 1 e 2 1 119,13 4,44 33,53 0,2336
Entre taxons dentro do ciclo perene 2 25,28 0,58 4,37 < 0,05
Dentro dos taxons 42 345,15 8,21 62,10 < 0,001
Total 45 489,56 13,23
Analise dentro do ciclo anual
Entre os taxons 1 162,63 6,78 50,88 < 0,001
Dentro dos taxons 44 288,26 6,55 49,12
Total 45 450,89 13,33

*Valores de P sdo as probabilidades de ter um componente de variancia ao acaso maior que os valores observados. As
probabilidades foram calculadas por 1000 permutag¢des ao acaso. Grupo: 1 (COR); 2 (FRU, MOD e THI) e 3 (DEN e LIN).
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5.4. Formacgao de grupos de acordo com o ciclo de vida

As estimativas da identidade genética e distancia genética de Nei
(1978) foram obtidas através do programa POPGENE, relacionando todos
os taxons par-a-par, como mostrado na Tabela 6. Essas estimativas variam
de zero a um, sendo que na identidade genética, quanto mais proximo de
um for a estimativa, maior o grau de similaridade genética entre os taxons
comparados; ja na distancia genética, quanto mais proximo de um, mais
distantes geneticamente s&o os pares comparados.

As estimativas de identidade genética de Nei (1978) obtidas entre os
taxons de Dicerandra apresentaram uma média de 0,8350, variando de
0,7653 a 0,9795, sugerindo que COR (ciclo perene) e DEN (ciclo anual)
constituem os taxons geneticamente mais distantes entre si, enquanto que
MOD e FRU, ambos de ciclo perene, representaram os mais proximos de
COR. Observou-se também grande semelhanga genética entre os taxons do
grupo 2 (FRU, MOD e THI), revelada a partir dos altos e préximos valores de
identidade (0,9795; 0,9775 e 0,9637), obtidos entre eles.

As estimativas de distancia genética variaram de 0,0207 a 0,2675,
apresentando média total de 0,1287. Confirmando as estimativas de
identidade, os dados demonstraram que os taxons COR e DEN sio os mais
distantes entre si, apresentando o maior valor de distancia genética,
enquanto que MOD e THI sdo os mais proximos, apresentando o menor

valor de disténcia genética.
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Tabela 6: Identidade genética (acima da diagonal) e distancia genética
(abaixo da diagonal), entre os 6 taxons de Dicerandra estimadas pelo
método de Nei (1978).

COR DEN LIN MOD THI FRU
COR - 0,7653  0,8061 0,8137 0,8067 0,8478
DEN 0,2675 - 0,7886  0,7918  0,7887  0,7819
LIN 0,2155  0,2375 - 0,7907  0,8083  0,8152
MOD 0,2061 0,2334  0,2348 - 0,9795 0,9775
THI 0,2148 0,2374 0,2129  0,0207 - 0,9637
FRU 0,1651 0,2461 0,2044  0,0227  0,0370 -

O grafico gerado pela analise das coordenadas principais, a partir do
agrupamento dos 92 individuos (Figura 4), apresentou a formagédo de dois
grupos anuais, um formado pelos individuos pertencentes ao taxon DEN e
outro pelos individuos pertencentes a LIN, ambos os grupos bem distintos
entre si. Foi observada também a formagao de outro grupo, constituido por
individuos de ciclo perene, porém dividido em dois subgrupos: um
representado por COR e o outro constituindo um agrupamento heterogéneo,
formado por FRU, MOD e THI, os trés bem proximos geneticamente entre si.
Nesta analise, o grupo 1 (COR) se agrupou mais intimamente com os taxons
perenes (FRU, MOD e THI), mostrando ser mais proximo geneticamente a
eles. O resultado da analise revelou que todos os dados explicaram 43,48%
da variancia, sendo que 17,09% da variagdo total é explicada pela
coordenada 1; 15,87% pela coordenada 2 e 10,52% da variacio € atribuida

a coordenada 3.
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Legenda:
© COR
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o MOD

O THI

A DEN

e LIN

0.42
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CP3 (15,87%)
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CP1 (17,09%)

0.64

Figura 4: Grafico representativo das trés principais coordenadas para todos
os individuos de Dicerandra. A porcentagem de variagao explicada por cada
coordenada principal (CP) é demonstrada entre parénteses.

O dendrograma, em nivel de individuos, obtido com base no método
UPGMA, apresentado na Figura 5, foi utilizado também para agrupar os 92
individuos de Dicerandra de acordo com o grau de similaridade genética. Os
resultados obtidos pela analise do dendrograma confirmaram os dados
gerados pela analise das coordenadas principais. Observou-se a formagao
de quatro clados principais, sendo que trés deles sdo bem homogéneos
entre si (COR, DEN e LIN) e um clado bastante heterogéneo (constituido
pelas perenes THI, MOD e FRU), sendo esta heterogeneidade explicada
pelo alto grau de similaridade genética entre esses taxons. Dentre todos os
taxons avaliados, COR encontra-se mais intimamente relacionada com os
individuos de ciclo perene, MOD, THI e FRU. Na comparacdo de COR com
os individuos de ciclo anual, LIN foi considerado geneticamente o taxon mais
distante de COR.

O dendrograma obtido pelo UPGMA também revelou que a formacao

dos clados foi consideravelmente estruturada taxonomicamente, visto que os

31



individuos constituintes de cada clado pertencem as populagdes amostradas
dos respectivos taxons, exceto um clado, o qual apresentou individuos
oriundos de FRU, MOD e THI.

A consisténcia do agrupamento foi analisada por meio do valor da
correlagcao cofenética entre as matrizes de coeficiente de similaridade e a
matriz dos valores cofenéticos, gerando um alto e significativo valor de

correlagao cofenética a 0,1% com r = 0,87 (P=0,0010).
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Figura 5: Dendrograma obtido pelo método de UPGMA a partir de 92
individuos distribuidos em 14 populacbes de Dicerandra, gerado pelo
programa NTSYS PC 2.2k, com base no coeficiente de Dice. Coeficiente de
correlacao cofenética r= 0,87.
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Os dendrogramas obtidos a partir do agrupamento entre os seis
taxons de Dicerandra pelo método UPGMA e pelo método do Neighbor
Joining (NJ) estdo mostrados nas Figuras 6 e 7, respectivamente. A Figura 6
confirma a separagao dos taxons em 4 clados principais, ja demonstrada no
dendrograma pelo UPGMA entre todos os individuos, onde os taxons do
grupo 2 se agruparam em um clado, sugerindo serem muito proximos
geneticamente entre si, e COR DEN e LIN, cada um em um clado
separadamente. A Figura 7 mostra o dendrograma pelo método NJ, sob uma
outra forma de representagdo, na qual COR se aloca entre o grupo 2
(perenes FRU, MOD e THI) e o grupo 3 (anuais). Os taxons do grupo 2
apresentam menor diferenciagdo genética entre si quando comparados com
as anuais, provavelmente pelo fato das perenes apresentarem relogio
molecular mais lento e as anuais, relégio molecular mais rapido, com estes
revelando maior diferenciacdo entre as espécies. Varios estudos
comparativos encontraram este padrdo: plantas anuais frequentemente
mostrando elevada taxa de evolugdo molecular comparado com as perenes
(Andreasen e Baldwin, 2001; Laroche e Bousquet, 1999).

Diante das analises de agrupamento, como das demais analises
realizadas, observou-se uma divergéncia quanto a identificagcdo do taxon
(DEN ou LIN) mais distante de COR. Contudo, acredita-se que LIN
representa o tdxon mais divergente geneticamente de COR por apresentar
menos bandas em comum (ver item 5.5) com COR em comparagao a DEN e
pelos resultados da maioria das analises. Além disso, foi observado também
que o modo como se deu a formacdo de COR nao é demonstrada de forma
clara, sendo propostas algumas hipéteses para sua origem mais adiante.

O teste de Mantel revelou correlagbes significativas entre a distancia
genética de Nei e a identidade genética de Nei (r=-0,99972, p [Zram < Zobs]=
0,0014) e entre a identidade genética e Fst (r= -0,98455, p [Ziam < Zobs]=
0,0015). Entretanto, correlagéo nao significativa foi observada entre distancia
genética de Nei e Fst (r=-0,98455, p [Ziam < Zops]= 0,9984).
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Figura 6: Dendrograma gerado pelo método UPGMA baseado nas
distancias de Nei (1978) usando os programas POPGENE 32 e MEGA 3.1.

Figura 7: Dendrograma gerado pelo método do Neighbor Joining (NJ)
baseado nos valores de Fst obtidos pela AMOVA usando os programas
Arlequin 3.11 e MEGA 3.1.
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5.5. Padrao de distribuicdo de bandas ISSRs dentro de cada grupo e de
cada taxon

Bandas ISSR exclusivas de cada grupo e compartilhadas entre os
grupos foram reveladas na Tabela 7 e bandas exclusivas de cada taxon e
compartilhadas entre os taxons foram reveladas na Tabela 8.

Ao analisar a distribuicdo de bandas ISSR exclusivas de cada grupo e
compartilhadas entre os grupos, a constituicdo dos grupos foi mantida:
grupo 1 (constituido apenas por COR), grupo 2 (formado por FRU, MOD e
THI) e grupo 3 (constituido por DEN e LIN). Os critérios para contagem de
bandas adaptados de Wolfe et al. (1998), foram baseados nos seguintes
pressupostos: o total de bandas de cada grupo foi obtido pelo somatério
apenas das bandas que eram obrigatoriamente comuns entre todos os
taxons dentro de cada grupo. Por exemplo, foram somadas como bandas
do grupo 3 apenas aquelas bandas presentes em ambos os taxons LIN e
DEN, sendo que bandas presentes somente em LIN ou somente em DEN,
nao foram consideradas. Para ambos os grupos, a representatividade das
bandas presentes em 25% dos individuos de cada taxon foi levado em
conta.

Nesta analise, o grupo 1 (COR) apresentou o maior numero de
bandas exclusivas (trés), seguido pelo grupo 2 (demais perenes) com duas
bandas exclusivas. O grupo 3 (anuais) ndo apresentou bandas exclusivas
(Tabela 7A). Avaliando as bandas em comum entre os grupos, o grupo 1
compartilha exclusivamente com o grupo 2 um total de quatro bandas,
enquanto que com o grupo 3 compartilha apenas trés bandas.

Por outro lado, a mesma analise de obtencédo de bandas exclusivas e
compartilhadas entre os grupos foi realizada utilizando um critério menos
rigoroso de contagem de bandas, tendo por base o seguinte pressuposto:
o total de bandas de cada grupo foi obtido pelo somatério das bandas de
todos os taxons de um dado grupo, independentemente dessas bandas
serem ou nao compartilhadas por todos os taxons do mesmo grupo. Por
exemplo, para o somatério de bandas do grupo 2 foi considerado as
bandas presentes nos taxons FRU, MOD e THI, independente de serem

encontradas somente em apenas um dos taxons, em apenas dois ou
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simultaneamente nos trés taxons. Contudo, foi mantida a
representatividade das bandas em 25% dos individuos de cada grupo.

O grupo 3 apresentou exclusividade de bandas nula (ver Tabela 7A),
em um critério de contagem de bandas mais rigoroso, em que foram
consideradas bandas validas apenas aquelas comuns aos dois taxons, LIN
e DEN, do grupo 3. Em uma analise menos rigorosa (Tabela 7B) o grupo 3
teria nove bandas exclusivas, superando, os demais grupos em termos de
exclusividade de bandas.

Dessa forma, ressalta-se que a analise de bandas com o critério mais
rigoroso (Tabela 7A) privilegiou o grupo 2 (demais perenes) formado por
taxons muito mais proximos entre si, praticamente compondo um clado
unico. A analise menos rigorosa (Tabela 7B) privilegiou o grupo 3 (anuais)
privilegiando a maior diversidade genética existente neste grupo composto
por dois taxons bem diferentes, que inclusive, se agregam em dois clados
diferentes na composigdo do dendrograma (Figura 5). Entretanto, em
termos de compartilhamento de bandas, a analise mais rigorosa parece ser
a mais apropriada ja que reduziu o efeito gerado pela composigéo
heterogénea dos grupos, os quais, na verdade, poderiam ter sido divididos
em 4 grupos: LIN, DEN, COR e demais perenes, conforme indica a
separagao por clados. Deste modo, COR (grupo1), de fato, aparenta maior
proximidade, em termos de compartilhamento de bandas, com o grupo 2
(demais perenes) que com as anuais DEN ou LIN (grupo3).

Ao analisar as bandas distribuidas entre os taxons, foi observado que,
do grupo 2, FRU e MOD nao apresentaram nenhuma banda exclusiva,
com apenas THI revelando uma banda exclusiva (Tabela 8). Entretanto, os
taxons anuais apresentaram o maior numero de bandas exclusivas, sendo
detectadas em DEN, cinco bandas e em LIN, quatro bandas. Poucos pares
de taxons apresentaram compartilhamento exclusivo de bandas. COR nao
apresentou bandas compartilhadas exclusivamente com os taxons FRU,
MOD e THI, contudo, cinco bandas foram compartilhadas exclusivamente
entre COR e DEN e 2 entre COR e LIN, sugerindo ser DEN o taxon anual
mais préximo de COR em comparacdo com LIN. Dentre os taxons que

apresentaram compartilhamento de bandas, foram detectados MOD e THI,
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com uma banda em comum e MOD e DEN, também com uma exclusiva

deles em comparagao com os outros taxons.

Tabela 7: Distribuicdo de bandas de ISSR entre os grupos. Numero de
bandas exclusivas de cada grupo e de bandas compartilhadas entre os
grupos: Grupo 1: COR; Grupo 2: FRU, MOD e THI; Grupo 3: DEN e LIN.

A)
, Bandas Compartilhadas entre:
Bandas Exclusivas:
Grupo 1 Grupo 3
Grupo 1 3 Grupo 2 4 0
Grupo 2 2 Grupo 3 3
Grupo 3 0 Grupo?2/Grupo3 10
B)
, Bandas Compartilhadas entre:
Bandas Exclusivas:
Grupo 1 Grupo 3
Grupo 1 3 Grupo 2 5 3
Grupo 2 5 Grupo 3 8
Grupo 3 9 Grupo?2/Grupo3 15

Tabela 8: Distribuicdo de bandas de ISSR entre os taxons. Numero de

bandas exclusivas de cada grupo e de bandas compartilhadas entre os
taxons:

Bandas Bandas Compartilhadas entre:

Exclusivas: COR FRU MOD THI DEN LIN
COR 3 COR -
FRU 0 FRU 0 -
MOD 0 MOD 0 0 -
THI 1 THI 0 0 1 -
DEN 5 DEN 4 0 1 -
LIN 4 LIN 2 0 0 0 -
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5.6. Identificacdo de espécie hibrida e de putativos parentais

A analise de deteccdo de espécie hibrida e obtencdo de seus
putativos parentais foi realizada a partir dos padroes de ISSR entre todos os
putativos taxons parentais e a putativa espécie hibrida (COR), sendo
considerado como possiveis parentais um taxon anual (DEN ou LIN) e um
perene (FRU, MOD ou THI).

Segundo Zhou et al. (2005), critérios moleculares tém sido usados
para determinar a probabilidade de uma espécie ser originada de uma
hibridacdo. Diante disso, quatro pressupostos devem ser levados em
consideragao: (I) o numero de bandas compartilhadas entre os possiveis
parentais (P1-P2) deve ser igual ao numero de bandas compartilhadas entre
os parentais e a espécie hibrida (P1-P2-H); (ll) o numero de bandas
compartilhadas exclusivamente entre o parental P1 e a espécie hibrida (P1-
H) deve ser igual ao numero de bandas exclusivas do parental P1; (lll) o
numero de bandas compartilhadas exclusivamente entre o parental P2 e a
espécie hibrida (P2-H) deve ser igual ao numero de bandas exclusivas do
parental P2 e (IV) a espécie hibrida ndo deve apresentar bandas exclusivas.

Dentre todos os pares de parentais testados neste trabalho (TABELA
9), DEN e FRU constituem os mais provaveis parentais de COR. No total, 18
bandas foram comuns a DEN e FRU e um numero préximo, de 15 bandas
foram comuns entre os trés taxons, DEN, FRU e COR. Das nove bandas
exclusivas de DEN, sete foram exibidas em COR e das 11 bandas
exclusivas de FRU, oito foram encontradas em COR. Diante dos quatro
pressupostos requeridos para uma espécie ser considerada hibrida (Zhou et
al., 2005), COR atendeu a trés deles, porém foram detectadas seis bandas
exclusivas nesta espécie, descartando a hipétese de COR ser uma espécie
hibrida, originaria de um cruzamento recente entre parentais anuais e

perenes.
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Tabela 9: Padrao de ISSR entre todas as putativas espécies parentais e a
putativa espécie hibrida (COR).

N° de Bandas

DEN-MOD
DEN-MOD-COR
Exclusivas de DEN
DEN-COR
Exclusivas de MOD
MOD-COR
Exclusivas de COR

18
15
16
07
15
06
06

N° de Bandas

DEN-THI
DEN-THI-COR
Exclusivas de DEN
DEN-COR
Exclusivas de THI
THI-COR
Exclusivas de COR

19
13
17
07
14
07
06

N° de Bandas

N° de Bandas

DEN-FRU
DEN-FRU-COR
Exclusivas de DEN
DEN-COR
Exclusivas de FRU
FRU-COR
Exclusivas de COR

18
15
9
7
11
8
6

LIN-MOD
LIN-MOD-COR
Exclusivas de LIN
LIN-COR
Exclusivas de MOD
MOD-COR
Exclusivas de COR

16
14
09
06
20
09
08

N° de Bandas

N° de Bandas

LIN-THI
LIN-THI-COR
Exclusivas de LIN
LIN-COR
Exclusivas de THI
THI-COR
Exclusivas de COR

17
13
11
06
17
07
09

LIN-FRU
LIN-FRU-COR
Exclusivas de LIN
LIN-COR
Exclusivas de FRU
FRU-COR
Exclusivas de COR

15
14
11
06
15
09
09




5.7. HipGteses sobre a evolucdo do género Dicerandra e a origem de D.
cornutissima

A complexidade na histéria evolutiva de Dicerandra € deduzida pelo
complicado padrdo filogeografico do género com taxons hexaploides
simpatricos ou parapatricos com tetrapléides, extingdo do taxon dipldide e
populacdes de espécies perenes distribuidas entre os principais sistemas de
refugio ecolégico da Flérida (Lake Wales Ridge e Costal Ridge) (Huck e
Chamber, 1997). A regiao ocupada pelas populacdes dos diferentes taxons
de Dicerandra, sofreu sucessivos disturbios de habitat, com mudangas
extremas de temperaturas decorrentes das glaciagbes e, sobretudo, na
Florida, pela sucessiva alternancia no nivel dos oceanos, que nos periodos
interglaciais do Pleistoceno cobriram grande parte da peninsula da Flérida,
exceto pelas regides de refugio (White, 1970).

A primeira inferéncia sobre a divisdo dos taxons de Dicerandra entre
espécies anuais e perenes foi feita por Huck (1987) e revisada por Huck et
al. (1989), que através de uma analise cladistica com base em diversos
parametros morfologicos, obtiveram um cladograma em que as espécies
anuais e perenes eram claramente separadas. Um outro fator interessante
observado por esses autores foi em relacdo a arquitetura de crescimento
das espécies de Dicerandra. As espécies perenes apresentam padrdo de
desenvolvimento determinado das gemas florais, tal qual ocorre nas
espécies anuais, diferindo contudo de outras espécies perenes (tais como as
dos géneros Conradina e Calamintha) que coabitam a mesma regido e
apresentam gemas florais de desenvolvimento indeterminado. Com base
nestas observagdes e no cladograma obtido foi hipotetizado pelos autores
que as espécies perenes evoluiram a partir de um ancestral anual comum.

Em um trabalho mais recente, sobre a poliploidia nas espécies de
Dicerandra, Huck e Chambers (1997), verificaram que ha espécies anuais e
perenes com hexaploidia e tetraploidia e supdem que houve um ancestral
comum diploide ja extinto entre os clados de perenes e anuais. De acordo
com estes autores a hexaploidia evoluiu independentemente em ambos os
grupos de anuais e perenes, sendo que dentro de um mesmo clado ou sub-

clado, individuos hexaploides tém origem mais recente que os tetraploides.
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Os autores especularam sobre a origem de Dicerandra, a partir de
ancestrais dipldides na regido sul dos Apalaches (Appalachian province)
com movimentos em diregdo a Planicie da Costa do Atlantico (Atlantic
Coastal Plain). No final do Pleistoceno pode ter havido migragdes dos
dipléides ao norte e sul da regidao de refugio nos Apalaches, podendo nesse
processo ter iniciado a diferenciagao entre perenes e anuais com a espécie
hexaploide D. densiflora evoluindo tardiamente e ocupando a antiga area
conhecida como Suwanne (noroeste da Flérida). Porém, os mesmos autores
nao descartam a regido central da Flérida como regido de irradiagdo do
género Dicerandra a partir dos refugios da regido Lake Wales Ridge.

Oliveira et al. (2007) em um trabalho com o género Dicerandra
verificaram que D. cornutissima (COR) e D. immaculata var savannarum
(SAV), dois taxons de ciclos perenes, foram alinhados no clado das anuais
numa analise com genes cloroplastidicos, enquanto que numa analise com
genes nucleares se alinharam no clado das perenes. Visando explicar as
divergéncias quanto a classificagdo dos taxons supracitados, os autores
suscitaram a duas hipoteses para a formagdo e evolugdo do género
Dicerandra.

A primeira hipotese supde um processo de hibridacdo entre um
ancestral perene do sul e um ancestral anual do norte com captura do
genoma cloroplastidico e posterior eliminagdo de parte do genoma nuclear
das anuais.

A segunda hipétese é uma adaptagdo a hipotese de Huck (1987) e
considera a existéncia de um ancestral comum, do qual linhagens distintas
se originaram e se separaram em um evento relativamente rapido de
diversificagdo seguido de um novo processo de adaptacdo ecoldgica e
morfologica. Assim, um ancestral comum anual polimérfico para haplétipos
cloroplastidicos migraram em direcdo ao sul trocando o modo de vida de
anual para perene originando COR e SAV que se distinguem das outras
perenes por possuirem um genoma cloroplastidico comum as espécies
anuais.

No presente trabalho tentou-se ampliar a base de conhecimentos ja
existentes a cerca do género Dicerandra, e a luz dos resultados obtidos,

discutir as hipoteses levantadas na literatura e com isso contribuir para a
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elucidagdo do complexo relacionamento evolutivo entre os taxons deste
género.

Uma das hipoteses levantada cogita a existéncia de espécies hibridas
no processo de formacéo de alguns taxons de Dicerandra. A hibridagdo ou a
formagdo de hibridos ocorre quando espécies diferentes se cruzam
rompendo as barreiras reprodutivas (Futuyma, 2002). A troca de material
genético entre taxons através da hibridacdo tem se constituido numa
importante for¢ca evolutiva em uma grande variedade de plantas (Arnold,
1997) especialmente para as Angiospermas onde a maioria dos taxons
existentes parece ter sido influenciada pela hibridagdo (Masterson, 1994).

O significado evolucionario da hibridacdo depende da aptiddo do
hibrido. Para a introgressdo de genes de uma espécie em outra, a aptidao
do hibrido deve ser alta o suficiente para que o hibrido sobreviva até a
maturidade e haja retrocruzamentos com individuos paternos (Cattell e Karl,
2004).

O inicio da hibridagdo entre espécies taxonomicamente validas
resulta de um conjunto de forgas, mas essencialmente envolve a mistura de
gametas de espécies reprodutivamente compativeis, sendo que, em muitas
instancias, a hibridagc&o constitui-se em um evento altamente transitorio sem
nenhuma consequéncia evolutiva (Cattell e Karl, 2004). Alternativamente,
repetidos cruzamentos entre espécies parentais, ou a estabilizacdo do
sistema hibrido produzido, podem resultar na formagao de muitos hibridos,
na formacdo de uma zona hibrida ou na formacdo de novas espécies
hibridas (Ridley, 2006).

As zonas hibridas sédo regibes geograficas em que populagdes
diferindo em varias ou muitas caracteristicas, intercruzam-se em maior ou
menor extensdo, produzindo hibridos (Futuyma, 2002; Dasmahapatra et al.,
2002).

A hibridacdo e as zonas hibridas tém sido consideradas como
veiculos para criagdo de novas espécies e adaptagbes, bem como
mecanismos para aumento da diversidade genética, além de contribuir para
o fortalecimento ou a reducdo das barreiras reprodutivas entre espécies
(Arnold, 1997; Reiseberg, 1997).
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A hipotese da formacao de COR e SAV a partir de uma hibridagao
recente entre parentais anuais e perenes, tem a seu favor o fato de a maioria
dos taxons de Dicerandra se encontrarem em ambientes que sofreram e em
algumas regides que ainda sofrem disturbios e perturbagdes. Além disso,
COR apresenta similaridades genotipicas com anuais e perenes e encontra-
se geograficamente entre populagbes de taxons anuais e perenes.
Semelhantemente duas variedades de Piriqueta caroliniana classificadas no
passado como duas espécies diferentes, formam um complexo na peninsula
da Flérida com uma ampla zona composta por espécies hibridas em
diferentes niveis de introgressdo ao centro e espécies parentais ao sul e ao
norte da peninsula (Martin e Cruzan, 1999; Cruzan, 2005). De acordo com
estes autores, a formacdo da zona hibrida esta diretamente relacionada a
fraca barreira reprodutiva entre os morfotipos e as perturbacbes e
modificagdes no ambiente, relacionados ao periodo pés-glaciacdo que
favoreceram a introgressao da espécie parental do sul em diregdo ao norte.

A hipétese de uma hibridagdo recente, contudo, mostra-se fragil
diante dos resultados obtidos nos testes de hibridacdo, nos quais COR
apresentou bandas exclusivas em relagao a todos os cruzamentos entre os
possiveis parentais, demonstrando uma especiacdo a parte, o que nao
condiz com o padréao de espécies hibridas. Além disso, COR é uma espécie
tetrapldide e todos os possiveis parentais anuais (DEN e LIN) sao
hexapldides, o que consiste em mais um obstaculo a teoria da hibridagao.

Outra teoria a ser considerada, leva em conta a dispersao e a
diversificagdo de linhagens, pressupondo um ancestral anual como mais
antigo (Huck et al., 1989) ou um ancestral perene como mais antigo (Huck,
1987).

No primeiro caso (Figura 8), ancestrais anuais dipldides com
haplétipos cloroplastidicos polimérficos (Oliveira et al., 2007) colonizavam
regides ao norte (como a regidao sul do Apalaches) (Figura 8 A) migrando
para o sul durante periodos remotos de glaciacdo no Pleistoceno. Desses
ancestrais, parte colonizou areas de refugios na regido conhecida como
Appalachicola e as planicies costais ao norte da Flérida (dando origem a
LIN) (Figura 8 B) e parte alcangou a regiao peninsular central da Florida

(LWR) (Figura 8 C) dando, posteriormente num periodo mais recente,
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origem as perenes (FRU, THI e MOD). Em algum ciclo subsequente de
glaciagdo, ancestrais anuais, (talvez ancestral de DEN), alcangaram a regiao
central da Flérida e novamente se diferenciaram no ancestral perene de
COR (Figura 8 D). O ganho de ploidia deve ter ocorrido concomitantemente
ao processo de especiagao.

Esta teoria equaciona bem o compartilhamento de bandas, os
dendrogramas e em parte as diferengcas de ploidia, porém dados de
identidade genética apontam COR como espécie mais proxima das perenes
que das anuais. Além disso, ndo explica bem como COR teria adquirido a
heranga gendmica nuclear compartilhada com as perenes (FRU, THI e
MOD).

No segundo caso (Figura 9), perenes seriam mais antigas habitando
em periodos remotos as regides de refugio da Flérida Central. Nesse caso,
ancestrais diploides de COR (e consequentemente COR), com haplétipos
cloroplastidicos polimérficos, seriam mais antigos, sendo que, populagdes
com um tipo de haplétipo cloroplastidico colonizariam regides ao norte
durante periodos interglaciais (Figura 9 A), enquanto que, populagbes com
um outro tipo de haplétipo cloroplastidico se diversificariam nas demais
perenes (FRU, MOD e THI) (Figura 9 B). As populagbes do norte, como
adaptacao ao novo ambiente, se tornariam anuais.

Essa teoria também equaciona o compartiihamento de bandas, os
dendrogramas e em parte as diferengas de ploidia. Além disso, explica bem
como COR teria adquirido a heranga gendmica nuclear compartilhada com
as perenes (FRU, THI e MOD), supostamente mais recentes.

Uma ultima hipétese (Figura 10) seria a alternancia entre processos
de dispersao e pelo menos um processo de hibridacdo mais remoto. Nesse
caso, ancestrais diploides anuais migrariam do norte em direcdo ao sul com
um grupo alcangando o norte da Flérida (Figura 10 A), o qual se diferenciaria
nas anuais e um grupo colonizando a regiao central da Flérida, o qual se
diversificaria em perenes (Figura 10 B). Em um periodo interglacial de
expansao dos ancestrais perenes dipldides, estes podem ter alcancado
regides mais ao norte doando pdlen para um ancestral materno diploide
(Figura 10 C), num processo de hibridagado baseado na dispersao de pélen a

longas distancias como descrito por Modliszewski et al. (2006) entre
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espécies do género Aesculus. Assim, seria formado o ancestral comum de
COR (Figura 10 D) que se diversificaria (obtendo “bandas” exclusivas em
relacdo aos parentais) paralelamente a divisdo das ancestrais perenes nos
taxons THI, MOD e FRU. Embora, as perenes (THI, MOD e FRU) estejam
limitadas atualmente a areas restritas ao sul da LWR, provavelmente tiveram
momentos de expans&o, como ja descrito para FRU, que num passado n&o
muito distante chegou a colonizar areas ao norte da Flérida até ao sul de
LWR (White, 1970).
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Figura 8: Esquema da Hipotese 1 - Espécies anuais originaram as perenes
através de dispersao, onde A, B, C e D simbolizam a sucessao dos eventos.
AL: Alabama; GA: Georgia; SC: Carolina do Sul; FL: Flérida, LWR: Lake

Wales Ridges.
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Figura 9: Esquema da Hipotese 2 - Espécies perenes originaram as anuais
por dispersao onde A e B simbolizam a sucessao dos eventos. AL: Alabama;
GA: Geodrgia; SC: Carolina do Sul; FL: Flérida, LWR: Lake Wales Ridges.
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Figura 10: Esquema da Hipotese 3 - Espécies anuais originaram as perenes
pela alternancia entre processos de dispersao e hibridacao, onde A, B, Ce D
simbolizam a sucessdo dos eventos. AL: Alabama; GA: Geodrgia; SC:
Carolina do Sul; FL: Flérida, LWR: Lake Wales Ridges.
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5.8. Implicagcdes para conservacgao

A conservagao de espécies vegetais raras e ameagadas de extingao
requer o entendimento de sua estrutura genética e da biologia da populagéao.
O estudo da conservagao genética sugere que a diversidade genética
influencia significativamente a persisténcia e a viabilidade a longo prazo de
espécies locais (Frankham, 1996; Vrijenhoek, 1994). Dessa forma, o
conhecimento dos padrdes geograficos da diversidade genética e a
manutencdo da variabilidade genética, dentro das espécies raras e
ameacgadas de extingdo, sao essenciais para o0 desenvolvimento de
estratégias de conservagéao e restauragao e definicdo de locais de prioridade
para a conservacgao (Pressey et al., 1993; Ramp et al., 2006).

Os resultados obtidos ao longo desse trabalho demonstraram que a
variacao genética encontrada entre os taxons de ciclo perene, FRU, MOD e
THI, foi muito pequena, mostrando serem muito similares entre si. Assim
torna-se dificil elaborar uma escala de prioridades, em termos de
conservacao, levando-se em consideragcdo a biodiversidade. Entretanto,
considerando-se a restrigao de individuos, MOD requer maiores cuidados de
conservagao, ja que possui menor distribuicido geografica de suas
populacdes. Entre os taxons de ciclo anual, DEN por apresentar maior
variabilidade genética em comparagdao com LIN e menor numero de
populacdes, merece maior prioridade. Entretanto, dentre os trés grupos
pesquisados, COR constitui o taxon de maior importéncia para programa de
conservagao, por representar um taxon, dentro do género, com
complicacbes evolutivas, apresentando ciclo de vida perene, porém
contendo a combinagcdo de material genético nuclear e cloroplastidico de
origem anual. Dessa forma, uma importante estratégia para a conservagao
de COR, é proteger in situ a maioria de suas populagbes, e previnir a
destruicdo antrépica, permitindo-lhes propagar e aumentar o tamanho de

suas populagdes, através da regeneragao natural.

50



6. CONCLUSOES

Os resultados obtidos permitiram concluir que:

- Os marcadores ISSR foram eficientes no estudo de diversidade genética
entre os seis taxons de Dicerandra analisados, detectando 100% de
polimorfismo.

- O grupo dos taxons de ciclo anual apresenta maior variabilidade genética e
maior diferenciagdo entre os taxons constituintes em comparagcdo com o
grupo dos taxons de ciclo perene (excluindo COR), inferindo que os taxons
perenes sdao muito mais proximos entre si. Entretanto, COR aumenta a
variabilidade das perenes.

- A diversidade genética ndo esta associada a distribuigcdo dos taxons, visto
que nem todos os taxons mais amplamente distribuidos apresentaram maior
diversidade genética e nem os mais restritos apresentaram menor
diversidade.

- O grupo dos taxons das perenes, com a exclusdo de COR teve mais de
60% da variacado genética total associada a variabilidade entre individuos
dentro dos taxons, enquanto que os taxons de ciclo anual tiveram a variagao
genética total igualmente dividida entre a variagdo entre taxons e entre os
individuos dentro dos taxons.

- COR apresenta ndao somente genoma cloroplastidico originado de
ancestrais anuais, como detectado por outros pesquisadores, mas também
parte do genoma nuclear oriundo de ancestral anual, existindo porém uma
maior proximidade do genoma nuclear de COR com os taxons de ciclo
perene.

- COR parece ser uma das espécies-chave, num eventual programa de
conservagao ja que apresenta alta diversidade, e caracteristicas advindas

de anuais e perenes, além de maior complexidade evolutiva.
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