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1. Introducao

1.1 Evolucao vegetal

O estudo dos processos evolutivos que levaram a atual diversidade das
plantas tem sido um dos principais focos em analises filogenéticas. Para isso, os
pesquisadores tém acessado diversos niveis de variacdo biologica, como a
morfologia, ecologia, fenologia e genética, os quais podem ou nao serem
coincidentes com as variacdes geograficas abidticas ou bioticas (Judd et al,
1999).

A morfologia comparada € a principal, e muitas vezes a Unica, fonte de
dados para especulacoes filogenéticas. Neste tipo de estudo, € de extrema
importancia identificar se as caracteristicas comuns a certos grupos sao o
resultado de descendéncia comum ou de evolucao convergente. Com o advento
da biologia molecular, pode-se avaliar diversos niveis de variacdo genética,
esclarecendo muitas questdes sobre os fenomenos evolutivos, especialmente
quando combinados com outros tipos de dados (Hewitt, 2001; Silvertown et al.,
1997).

O conceito de espécie € central nos estudos de evolucao, ecologia e biologia
da conservacdo. Na pratica, a maioria das espécies é definida através de
caracteres morfologicos, pois sdo os mais abundantes e muitas vezes os Unicos
disponiveis aos taxonomistas. A enorme complexidade dos sistemas reprodutivos
das plantas dificulta a aplicacdo de conceitos imutaveis de espécie para estes
organismos (Templeton et al., 2000).

Todos estes fatores contribuem para que os estudos evolutivos com
plantas necessitem de uma ampla abordagem de dados, correlacionando os

padroes biogeograficos, morfologicos, ecolégicos e genéticos.
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1.2 Conceitos de espécie e modelos de especiacao

Nao ha um conceito de espécie consenso em plantas, pois cada linhagem
tem uma histoéria evolutiva Unica, o que pode gerar uma grande diversidade
dentro de um grupo determinado. O conceito biologico de espécie apresenta uma
série de problemas quando aplicado a plantas, porque se refere ao isolamento
reprodutivo. Em plantas, o nivel de infertilidade nos cruzamentos entre
diferentes grupos € bastante variavel (desde O até 100%). A aplicacao estrita
deste conceito nos levaria a classificar cada individuo autocruzante e clone
assexual como uma nova espécie; por isso, muitos taxonomistas de plantas
abandonaram este conceito (Judd et al., 1999).

No conceito filogenético, as espécies sao reconhecidas pelo critério de
relacionamento filogenético (descendéncia). Quando comparados com individuos
de outros grupos, os individuos de uma mesma espécie sdao muito mais
relacionados entre si e seus genes mostram um ancestral comum mais recente.
Este conceito pode falhar porque diferentes genes podem apresentar diferentes
padroes de coalescéncia, mas o uso de diversos genes em uma analise pode
minimizar o problema (Avise, 2000).

No modelo de especiacao alopatrico, as populacdoes comecam a se
diferenciar quando barreiras ambientais, ou a propria distancia, corta o fluxo
génico. Impedimentos para o fluxo génico sdo pré-requisitos para a divergéncia
genética e para a eventual evolucao de barreiras reprodutivas intrinsecas (Avise,
2000). Mas a divergéncia nao é resultado automatico da separacao geografica, e
sim de mecanismos transformantes como o fluxo génico em si e a selecdo natural
(Judd et al.,, 1999). As zonas hibridas, locais em que as populacdoes se

intercruzam, sdo geralmente interpretadas como local de contato secundario
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entre as populacoes que se diferenciaram em alopatria, mas que ndo alcancaram
um status pleno de espécie (Futuyma, 1992).

Se a selecao favorece diferentes alelos em duas populacdes adjacentes ou
parapatricas, uma clina de freqtiéncias alélicas é estabelecida. Com uma selecao
suficientemente forte sobre locos que contribuam para o isolamento reprodutivo,
as populacoes podem se diferenciar em espécies isoladas reprodutivamente.
Muitas das zonas hibridas que geralmente sao atribuidas a contato secundario
podem ter se originado in situ, pela diferenciacdo de populacdes parapatricas
(Futuyma, 1992).

Na especiacdo simpatrica, uma barreira biolégica ao intercruzamento tem
que se originar dentro dos limites de uma populacdo panmitica, sem nenhuma
segregacao espacial das espécies incipientes (Futuyma, 1992). Para isso, sao
propostos os modelos graduais e instantaneos, sendo que os instantaneos mais
aceitos sao: hibridacdo seguida de poliploidia (alopoliploidia); modificacao do
sistema reprodutivo de autoincompativel para autofecundacédo; modificacoes
cromossomicas estruturais, que levam a interesterilidade; e mutacoées em genes

de grande efeito nas estruturas florais (Judd et al., 1999).

1.3 Mecanismos de isolamento reprodutivo em plantas

A separacao geografica e a diferenciacdo ecologica nem sempre sao
acompanhadas pelo isolamento reprodutivo, mas podem indiretamente levar a
este. Para que populacées simpatricas possam manter as modificacoes
acumuladas, € preciso que haja algum mecanismo de isolamento que impeca o
fluxo génico entre elas. Estes mecanismos podem agir em diferentes momentos

da reproducdo: pré-cruzamento (antes da polinizacdo), pos-cruzamento e pré-
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zigbtico (apds a polinizacao e antes da fertilizacdo) e pds-cruzamento e pos-
zigoético (depois da fertilizacao).

Adaptacdes que modificam a estrutura floral ou o comportamento dos
polinizadores também podem limitar ou restringir o fluxo génico entre espécies
relacionadas (isolamento floral). Um bom exemplo sdo as espécies Pitcairnia
albiflos e P. staminea (Bromeliaceae), que raramente ocorrem juntas, sendo a
rocha do Pao de Acucar (RJ) um dos poucos lugares conhecidos onde crescem
simpatricamente. Hibridos sdo comuns nestas populacdes, pois a intervencéao
humana quebrou o isolamento geografico e ecologico destas espécies. As duas
possuem diferentes sistemas de polinizacdo: P. albiflos tem flores brancas e
perfumadas, que sdo polinizadas a noite por morcegos e mariposas, enquanto P.
staminea tem flores vermelhas e nao perfumadas, que sao polinizadas durante o
dia por borboletas. Ambas sao intensamente visitadas por abelhas durante todo
o dia, sendo este visitante comum o provavel responsavel pelos cruzamentos
interespecificos (Wendt et al., 2001).

O isolamento temporal pode ocorrer quando populacdes de espécies
relacionadas florescem em diferentes épocas do ano ou em diferentes periodos do
dia. Outro eficiente mecanismo é a modificacdo do sistema de cruzamento de
fertilizacdo cruzada para autofecundacédo, pois isto exige a eliminacdo dos
mecanismos de autoincompatibilidade e a modificacdo da biologia floral (como a
reducdo de atrativos para polinizadores e a prévia deposicdo de pélen no estigma
da propria flor). A conseqiiéncia da autofecundacdo é a eliminacao do fluxo
génico, o que, em alguns casos, pode ser benéfico, como, por exemplo, em
plantas adaptadas a ambientes adversos. Sistemas de incompatibilidade também
podem favorecer o isolamento reprodutivo. A incompatibilidade pode ocorrer no

estigma e estilete impedindo que o polen estranho fecunde o 6vulo ou, em alguns
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casos, pode até haver a formacdo de um embrido hibrido, mas este nao
desenvolve uma semente viavel (Judd et al., 1999).

Se ha a formacao de hibridos, existe uma série de outros mecanismos que
podem inviabilizar o sucesso evolutivo destes. Um hibrido é inviavel quando néao
atinge a maturidade reprodutiva ou se ndo ha um nicho ecologico favoravel para
seu desenvolvimento. Pode ocorrer o isolamento floral dos hibridos quando estes
sdo originados de espécies adaptadas a polinizadores muito diferentes. O hibrido
pode também ser vigoroso mas estéril, devido a falhas no pareamento dos
cromossomos durante a meiose, se as espécies parentais diferirem em numero de
cromossomos ou tiverem divergido o suficiente para impedir o pareamento,

resultando em gametas nao funcionais (Judd et al., 1999).

1.4 Hibridacéao

Quando os mecanismos de isolamento reprodutivo ndo sédo efetivos pode
ocorrer fluxo génico entre diferentes taxa. O termo hibrido € muitas vezes
utilizado para organismos formados pelo cruzamento de diferentes espécies. Um
conceito mais amplo, no entanto, € de que seriam o resultado do cruzamento
entre individuos de populacdes que sdo distinguiveis com base em um ou mais
caracteres herdaveis (Rieseberg, 1997).

O aumento da diversidade genética intraespecifica, a origem e
transferéncia de adaptacoes genéticas, a origem de novos ecotipos ou espécies e o
reforco ou quebra das barreiras reprodutivas, sao algumas das possiveis
conseqUiéncias evolutivas da hibridacdo. A hibridacdo pode estar associada a
disturbios que destruam as adaptacoes ecologicas que isolaram as duas
espécies, ou que causem a diminuicdo da competicdo, criando um habitat

favoravel para os hibridos. Os hibridos podem apresentar um valor adaptativo
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maior do que os parentais, num fenémeno conhecido como heterose ou vigor do
hibrido. Mas em muitos casos ha selecdo contra a hibridacdo, para que os
mecanismos de isolamento reprodutivo sejam reforcados e a diversidade de

espécies simpatricas seja preservada (Judd et al., 1999; Rieseberg, 1997).

1.5 Introgressao

Introgressao € a permanente incorporacdo de genes de uma espécie em
uma outra. Algumas das possiveis conseqiiéncias sao o surgimento de uma nova
espécie e a transferéncia do material genético de uma espécie para outra,
aumentando sua diversidade genética, sem a formacdo de uma terceira espécie.
Eventos passados de introgressdo podem gerar conflitos entre filogenias
baseadas em marcadores nucleares e cloroplasmaticos. Na maioria dos casos, a
espécie hibrida apresenta ambas as sequéncias parentais no DNA nuclear
(ncDNA), enquanto o DNA cloroplasmatico (cpDNA) é herdado somente de um
dos parentais. Isto pode ocasionar um fenomeno conhecido como “chloroplast
capture” ou introgressao diferencial. O ncDNA de uma das espécies pode ser
eliminado através do retrocruzamento do hibrido com a outra espécie parental,
mas o cpDNA pode permanecer, associando o ncDNA de uma com o cpDNA da
outra espécie. Portanto, marcadores do cpDNA sao considerados mais
apropriados que os do ncDNA para delimitar cruzamentos entre espécies
diferentes (Schaal et al., 1998).

Geralmente as caracteristicas quantitativamente herdadas da F; hibrida
sdo intermediarias entre os parentais, embora haja muitas excecoes.
Normalmente, as caracteristicas quantitativas sdo controladas por varios genes,
cada um dando uma contribuicdo parcial para a expressado fenotipica. Ja as

caracteristicas governadas por um ou poucos genes nao se mostram
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intermediarias na Fi, e os hibridos podem apresentar estados de carater novos,

parentais ou, até mesmo, extremos (Judd et al., 1999).

1.6 Os marcadores moleculares

Os estudos classicos de taxonomia vegetal utilizaram caracteres
morfologicos para separar as espécies, mas atualmente os marcadores
moleculares tém demonstrado ser grandes aliados na resolucdo de questdes que
nao puderam ser esclarecidas em estudos anteriores. Entre os pesquisadores ha
um constante questionamento sobre qual método utilizar numa analise
filogenética; os mais utilizados atualmente (morfologicos e moleculares)
apresentam vantagens e desvantagens proprias. Os dados moleculares sao
criticados, porque € possivel que representem somente a evolucao do marcador, e
ndo necessariamente das espécies. Por outro lado, uma das vantagens dos
marcadores moleculares é que a analise do DNA pode acessar indiretamente
informacoes sobre a morfologia. Além disso, eles possuem aplicabilidade em
todos os niveis taxonomicos, pois diferentes partes do genoma possuem
diferentes taxas de evolucao (Petersen & Seberg, 1998).

As analises baseadas em dados moleculares fornecem uma enorme
quantidade de dados filogeneticamente informativos. A escolha do marcador € de
grande importancia nestes estudos. Nos trabalhos que utilizam a técnica de
sequUienciamento, a regido do DNA a ser analisada deve variar de acordo com o
nivel taxondmico que esta sendo considerado. As regides nao codificadoras sao
mais usadas em estudos de niveis taxonomicos baixos, pois ndo sao funcionais,
estando livres para variar e fornecer um maior numero de caracteres
informativos por unidade sequenciada (Small et al.,, 1998). Ja nos estudos de

taxa mais elevados, as seqliéncias a serem analisadas devem corresponder a
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regides codificadoras, que sofrem alta pressao seletiva sendo, portanto, mais
conservadas.

O estudo simultaneo de varios marcadores moleculares fornece resultados
mais robustos sobre as relacoes filogenéticas de um grupo, uma vez que
filogenias baseadas em um uUnico marcador molecular podem representar
principalmente a evolucdo da seqUiéncia analisada. Este argumento é
especialmente relevante para o DNA de organelas herdado uniparentalmente,
pois qualquer hibridacdo poderia conduzir a uma evolucao reticulada dentro de
um taxon, distorcendo a filogenia. Para evitar isso, recomenda-se usar diferentes
marcadores, sendo pelo menos um de DNA nuclear (Kass & Wink, 1997). Os
marcadores nucleares possuem caracteristicas que complementam a variacdo do
cpDNA e, quando wusados juntos, estes marcadores permitem testes
independentes de hipoteses filogenéticas, fornecendo muitas perspectivas em
processos microevolutivos (Mayer & Soltis, 1999).

O cpDNA apresenta organizacao estrutural, seqiiéncia e tamanho bastante
conservados evolutivamente (van Ham et al, 1994). Os genes nucleares de
plantas apresentam taxas evolutivas cerca de trés a seis vezes maiores que o
cpDNA (Small et al., 1998), mas a analise de regides nao codificadoras do cpDNA
torna possivel a utilizacdo deste para inferéncias de filogenias em nivel de
espécies.

Os genes do RNA ribossomal nuclear (ntDNA) estao localizados em clusters
de sequéncias altamente repetitivas. Estes genes estdo separados por
espacadores internos transcritos (ITS), sendo que o ITS1 esta localizado entre os
genes 18S e 5.8S, e o ITS2 entre os genes 5.8S e 26S. A variabilidade dentro de
familias multigénicas, como a do nrDNA, depende do ntimero de copias, taxas de
mutacdo, especiacao, evolucdo em concerto, localizacdo cromossémica dos loci e

proporcao de reproducio sexual e assexual do organismo em estudo. Geralmente
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a evolucdo em concerto € efetiva no nrDNA, garantindo a homogeneidade das
repeticoes. Apesar disto, extensos polimorfismos em seqUiéncias de ITS tém sido
encontrados em espécies de angiospermas (Aguilar et al., 1999; Campbell et al.,
1997; Mayer & Soltis, 1999). Um individuo pode apresentar polimorfismos no
nrDNA quando a evolucdo em concerto ndo é rapida o suficiente para
homogeneizar as repeticoes originadas por altas taxas de mutacdo e/ou
hibridacoes interespecificas recentes (Campbell et al, 1997). Como sao
biparentalmente herdados, os marcadores de ITS podem ser utilizados para
distinguir as contribuicoes maternas e paternas (Mayer & Soltis, 1999).

Aguilar et al. (1999) verificaram a rapidez da evolucdo em concerto na
regidao do ITS utilizando hibridos artificiais e retrocruzamentos entre Armeria
villosa ssp. longiaristata e A. colorata (Plumbaginaceae). As seqiéncias de ITS da
F1 dos hibridos apresentaram o padrdo de polimorfismos aditivos para a maioria
dos sitios variaveis, o que foi interpretado como o resultado da amplificacao das
copias de ambos os progenitores. Mas alguns sitios, nao mostraram
polimorfismos, o que pode ser decorréncia do mecanismo de conversido génica. A
homogeneizacao dos polimorfismos foi observada na F». Nos retrocruzamentos a
homogeneizacdo dos sitios polimoérficos ocorreu em direcdo ao parental
recorrente, ou seja, a tendéncia foi homogeneizar no sentido das cépias mais
numerosas.

Os estudos com ITS podem apresentar as mais variadas abordagens.
Mielichhoferia elongata e M. mielichhoferiana sao espécies morfologicamente
muito semelhantes, ja tendo sido tratadas como duas variedades de uma espécie,
mas os marcadores ITS1 e ITS2 confirmaram evidéncias prévias, obtidas com
dados morfolégicos e de isoenzimas, de que podem ser consideradas como duas
espécies distintas (Shaw, 2000a). Ha casos em que os marcadores de ITS podem

ser utilizados para confirmar suspeitas de espécies novas. Como a espécie nova
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Schizymenium shevokii (Bryaceae) que, além de algumas diferencas morfolégicas
e reprodutivas, foi distinta das espécies mais proximas (Schizymenium
pontevedrensis, Mielichhoferia elongata e M. mielichhoferiana), pela presenca de
uma insercao/delecao de 38 e 29 nucleotideos, respectivamente, em ITS1 e uma
insercao/delecao de 9 nucleotideos em ITS2 (Shaw, 2000b). Os resultados das
analises destes marcadores também podem ser incongruentes com as
classificacoes baseadas em dados morfologicos. No caso da familia Fontinalaceae
(Bryophyta), a analise dos marcadores ITS e do espacador intergénico entre os
RNAs transportadores trnL-trnF indicou que grupos de espécies do género
Fontinalis seriam polifiléticos, enquanto que sua classificacdo morfologica se deve
ao fato de que todas estas espécies apresentam a mesma morfologia foliar (Shaw
& Allen, 2000).

Analises conjuntas de marcadores de DNA nuclear e cloroplasmatico
podem revelar padroes reticulados de evolucdo, como por exemplo o estudo de
Sang et al. (1997), no género Paeonia (Paeoniaceae), onde foram utilizados varios
marcadores moleculares (seqiéncias do gene matK e dos espacadores psbA-trnH
e trnL-trnF do DNA cloroplasmatico). Houve discordancia entre as filogenias
baseadas no DNA nuclear e naquelas em que foram consideradas seqiéncias do
cpDNA, o que fez com que os autores levantassem a hipotese de que teria havido
especiacao através de hibridacao de espécies, resultando na heranca do cpDNA

de um parental e do DNA gendémico de outro.

1.7 As formacoes vegetais do Rio Grande do Sul

Conforme dados do IBGE (1986), estima-se que o Rio Grande do Sul (RS)
foi originalmente ocupado por 50,83% de vegetacao campestre e por 26,62% de

vegetacao florestal. Aproximadamente 90% das florestas foram devastadas por
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acao antropica. Um estudo sobre a vegetacdo da area identificou sete regides
fitoecologicas e duas areas sob condicdes ecologicas especiais: Regidao da Savana,
Regido da Estepe, Regido da Savana Estépica, Regido da Floresta Ombroéfila
Densa, Regidao da Floresta Estacional Semidecidual, Regido da Floresta
Estacional Decidual, Regido da Floresta Ombroéfila Mista, Areas de Formacodes
Pioneiras e Areas de Tensdo Ecolégica. As sete regides fitoecolégicas podem ser

subdivididas de acordo com o tipo de formacao vegetal predominante (tabela 1).

Tabela 1. Regioes fitoecologicas do Rio Grande do Sul (IBGE, 1986)

Classe de formacao Grupo de formacao Formacao Subformacao
Arboérea Aberta Com floresta-de-galeria
Parque Com floresta-de-galeria
Savana (Campos) Xeromorfa

Sem floresta-de-galeria

Gramineo-Lenhosa  Com floresta-de-galeria

Parque Sem floresta-de-galeria
Estepe (Campanha) Xerofita 3 .
Gramineo-Lenhosa  Com floresta-de-galeria
o Arborea Aberta Com floresta-de-galeria
Savana Estépica
Xeromorfa Parque Com floresta-de-galeria

(Campanha) Gramineo-Lenhosa  Com floresta-de-galeria

Terras Baixas -
Floresta Ombrofila

D Higrofita Submontana -
ensa
Montana -
Aluvial -
Floresta Estacional L 3 wvia
Hidrofita-xerofita Terras Baixas -
Semidecidual Submontana -
Floresta Estacional Aluvial -
. Hidréfita-xerofita
Decidual Submontana -
Sub t -
Floresta Ombrofila L Hhbmontana
Higroéfita Montana -

Mista Alto-Montana -

As Areas das Formacdes Pioneiras sdo caracterizadas pela ocorréncia de
uma vegetacdo tipica das primeiras fases de ocupacdo de novos solos,

constantemente renovados com deposicées aluviais e maritimas. As Areas de
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Tensao Ecolégica sao constituidas pela interpenetracao de floras entre duas ou
mais regides fitoecologicas.

Segundo Rambo (1951), as formacodes florestais do RS teriam seu centro de
irradiacado no Norte. A Mata do Alto Uruguai teria surgido como um
prolongamento meridional da Amazonia, através da bacia Parana-Uruguai, e a
Mata Atlantica teria como centro de irradiacdo a regido entre a Serra da
Mantiqueira e o Oceano. No RS, a Mata Atlantica penetra no territério por uma
area conhecida como "Porta de Torres", numa faixa de contato entre a Serra
Geral e Torres com a mata costeira de Santa Catarina, estendendo-se mais ou
menos até Osoério, sendo que poucas espécies estdo representadas mais para o
sul. A partir do extremo sul de Santa Catarina, trés correntes de Mata Atlantica
se infiltram no RS, uma ao longo do litoral até o Uruguai, outra pela faixa
costeira até Porto Alegre, e uma terceira ao longo do talude meridional até Santa

Cruz (Rambo, 1949).

1.8 Evolucdo da Planicie Costeira e da Mata Atlantica no RS

Especialmente nos ultimos dois milhdées de anos, ocorreram varias
alternancias ciclicas de estagios glaciais e interglaciais. Estes estagios sao
determinados por alteracdes de temperatura, decorrentes de mudancas na taxa
de insolacdo de altas latitudes dos hemisférios norte e sul. A mudanca de
temperatura € controlada por ciclos astronoémicos, conhecidos como Ciclos de
Milankovitch, que causam efeitos como a fusdo ou o crescimento das calotas
polares e consequUente subida ou descida do nivel do mar. As mudancas
paleoambientais ocorridas no Quaternario, com énfase nos ultimos 20.000 anos,
sdo de extrema importancia para a distribuicdo de espécies animais e vegetais da

costa brasileira. Isto principalmente em consequéncia das alteracdes climaticas
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ocorridas no fim do ultimo estagio glacial e no Holoceno, que foram
acompanhadas de variacoes glacioeustaticas do nivel do mar (Villwock &
Tomazelli, 1995).

A comparacao de padroes geograficos de diferenciacdo genética de taxa
nao relacionados tem sido utilizada para localizar refagios de estagios glaciais e
reconstruir rotas de colonizacdo poés-glaciais. Além disso, também tém sido
estudadas as mudancas macroevolutivas (especiacdo ou diversificacdo de
plantas) em resposta as alteracoes climaticas ocorridas no Quaternario. Dados de
abundancia estatigrafica de polen e sua datacao por radiocarbono tém ajudado a
monitorar as mudancas nos limites de distribuicao e abundancia das espécies de
plantas através dos estagios glaciais e interglaciais. Mas ha muitas dificuldades,
como o tempo em que se pode considerar os registros e que espécies estarao
representadas. Os registros que podem ser considerados sao posteriores ao
Pleistoceno Tardio (a partir de 123.000 anos A.P.), e a maioria deles € de plantas
de ambientes imidos e de espécies polinizadas pelo vento (que produzem uma
quantidade muito maior de poélen); as de autofecundacdo e as polinizadas por
animais nao podem ser consideradas nessas analises. Além destes tipos de
dados, a historia das angiospermas no Quaternario Superior também pode ser
acessada através dos marcadores moleculares; dentre estes, os mais utilizados
sao os de cpDNA. Estes estudos podem conectar estagios glaciais e interglaciais a
distancias genéticas entre linhagens de plantas, ao estabelecimento de novas
espécies via isolamento geografico de populacdes, a hibridacoes simpatricas e a
eventos de poliploidizacao (Comes & Kadereit, 1998; Hewitt, 2000).

Estudos palinolégicos realizados em Terra de Areia - RS (Neves &
Lorscheitter, 1995) e no Parque Nacional dos Aparados da Serra-RS (Roth &
Lorscheitter, 1993), sugerem que as regides do planalto e da planicie costeira

passaram por um clima frio e semi-arido no ultimo estagio glacial pleistocénico
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(entre 23.000-11.000 anos A.P.). A vegetacdo campestre era predominante, e as
matas com Araucaria do Planalto e as matas tropicais costeiras estavam restritas
a reflgios ecologicos. Os deslocamentos vegetais deveriam ocorrer principalmente
através das matas de galeria junto aos rios (Lorscheitter, 1997).

Com o inicio do Holoceno (entre 11.000-10.000 anos A.P.) houve uma
significativa melhoria climatica com o aumento da temperatura e da umidade. Na
regidao dos Aparados da Serra, esta mudanca é observada pelo aumento de
indicadores de campo; mesmo assim, os elementos da mata com Araucaria se
mantiveram escassos, seguindo em lenta expansdo sobre o campo por todo o
Holoceno. Esta melhoria climatica permitiu a migracdo dos elementos da Mata
Atlantica para o RS através da “Porta de Torres”. As populacées migraram de
forma esparsa, ocupando a Planicie Costeira, a encosta e borda oriental da Serra
Geral, chegando até as regioes mais interiorizadas do Estado. Por volta de 6.700
anos A.P. ja ha evidéncias de transgressao marinha invadindo os atuais limites
da Planicie Costeira do RS, atingindo o maximo entre 5.000-4.000 anos A.P.
Tudo indica que esta transgressao corresponde a um aumento de temperatura e
umidade em nivel global, ocorrida ha cerca de 5.000 anos A.P. (Lorscheitter,
1997).

Esta ultima transgressdo causou danos significativos na vegetacao
litoranea, destruindo as florestas mais proximas do mar. Ja nas regides mais
interiorizadas e protegidas do mar, esta fase foi favoravel. Apés o maximo
transgressivo, houve uma lenta dessalinizacao dos terrenos com o recuo do mar,
o que gradativamente possibilitou a expansao da mata tropical costeira (Mata
Atlantica) a partir de 4.000 anos A.P. (clima quente e imido). Portanto, as matas
costeiras atuais se desenvolveram apods 4.000 anos A.P.; dentre estas, as
situadas mais proximas do mar sdo ainda mais jovens, pois foram as ultimas a

serem formadas apds o processo regressivo. Ja as matas atuais mais
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interiorizadas nao mostram indicios da transgressdo marinha holocénica em
seus sedimentos. Sem a influéncia negativa da invasao marinha, e beneficiadas
pelo clima, datagoes radiométricas mostram que o desenvolvimento florestal
ocorreu mais cedo, com inicio de expansao por volta de 6.000 anos A.P., nas
matas proximas aos contrafortes da Serra Geral e da Depressao Central, e em
torno de 4.000 anos A.P., nas matas das porcoes mais interiorizadas do Litoral

(Lorscheitter, 2001; Werneck & Lorscheitter, 2001).

1.9 O género Passiflora L.

As plantas do género Passiflora L. apresentam flores caracteristicas e
estruturas especializadas, como gavinhas e nectarios extraflorais. Sao lianas
herbaceas ou lenhosas, com algumas excecoes, como as espécies do subgénero
Astrophea, que formam verdadeiros arbustos e até pequenas arvores. Algumas
caracteristicas morfologicas sao oOtimas para distinguir grupos (como as
estipulas), mas outras apresentam uma enorme variacdo de forma e tamanho
que nem sempre estdo relacionados a grupos especificos (como as folhas). A flor
apresenta uma grande complexidade morfologica, com varias estruturas
adaptadas a polinizacdo, como a corona de filamentos e o anel nectarifero.
Algumas espécies sao de grande importancia econémica. P. alata, P. edulis e P.
quadrangularis sdo as espécies mais utilizadas na alimentacao, sendo que desta
ultima também se extrai uma substancia conhecida como “passiflorina” que
possui propriedades letargicas (Killip, 1938).

A descoberta do género ocorreu durante a expansdo européia no Novo
Mundo e a denominacdo Passiflora (flor da paixdo) foi dada por seus primeiros
conhecedores catédlicos, que relacionaram suas estruturas florais com alguns

instrumentos da paixao de Cristo (Cervi, 1997).

20



Aline P. Lorenz

O género Passiflora € representado no Rio Grande do

espécies:

N2 2 N N\ 2 2 2 N 2 N 2 2B NN 2

Passiflora actinia Hooker;

Passiflora alata Dryander;

Passiflora amethystina Mikan;

Passiflora caerulea Linnaeus;

Passiflora capsularis Linnaeus;

Passiflora edulis Sims;

Passiflora eichleriana Masters;

Passiflora elegans Masters;

Passiflora foetida var. nigelliflora (Hooker) Masters;
Passiflora misera Humbold, Bonplant et Kunth;
Passiflora morifolia Masters;

Passiflora organensis Gardner;

Passiflora suberosa Linnaeus;

Passiflora tenuifila Killip;

Passiflora tricuspis Masters.

Sul pelas seguintes

Destas 15 espécies, somente P. alata ndo tem sua ocorréncia considerada

como natural no estado, sendo classificada como subespontanea (Mondin, 2001).

Serao fornecidas, a seguir, informacoes sobre as duas espécies que constituem o

objeto desta Dissertacao.

1.10 Passiflora actinia Hooker (1843)

Subgénero Passiflora, Série Simplicifoliae (Killip, 1938)

Esta € uma espécie tipica de Floresta Ombrofila Densa (Mata Atlantica) e

Mista (Mata com Araucaria). Cresce no interior ou borda de florestas até seus
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ramos atingirem a parte mais alta e exposta a luz. Tem sua ocorréncia observada
nos Estados do Espirito Santo (ES), Rio de Janeiro (RJ), Sao Paulo (SP), Parana
(PR), Santa Catarina (SC) e Rio Grande do Sul (RS) (figura 1). No PR, SC e RS
possui uma ampla distribuicdo pela encosta atlantica e borda oriental do
planalto, nao avancando muito em direcdo a oeste (Prazeres, 1989; Sacco, 1980).

Apesar da grande complexidade do género e do numero de espécies
conhecidas, os estudos envolvendo espécies silvestres limitam-se apenas a
descricoes taxondmicas da familia e quase todos os estudos de biologia floral se
restringem a espécies cultivadas. Uma das excecoes foi o estudo realizado em
Curitiba, com P. actinia, por Prazeres (1989), que revelou varios detalhes sobre o
sistema reprodutivo desta espécie. Neste estudo, nao foram encontrados indicios
de polinizacao abiotica, sendo o principal polinizador uma mangava, Xylocopa
(Neoxylocopa) angustii, tendo sido também observadas, como polinizadoras
ocasionais, abelhas, moscas e vespas. O podlen tem um alto indice de viabilidade
(98%), € produzido em grande quantidade e é altamente ornamentado. O sucesso
reprodutivo, em condi¢cbes naturais, é excelente, com praticamente 100% das
flores formando frutos. Na regido estudada, a floracdo tem inicio na primeira
semana de setembro, o climax € em outubro e o término em novembro, ja com
frutos. Nesta espécie a corona de filamentos € o aparato externo mais vistoso da
flor, possuindo funcodes essenciais como a atracdo, recepcdo, acomodacao e
orientacado dos polinizadores. Os filamentos mais externos possuem cores mais
intensas, emitem odores, e estdo numa disposicdo radial regular que serve para
orientar o polinizador até o anel nectarifero na base da flor. O limem e o opérculo
(elementos do disco) se completam, fornecendo protecdo mecéanica ao néctar.

Nos testes de polinizacao artificial de geitonogamia (flores diferentes da
mesma planta) e autopolinizacao artificial e natural (ensacamento das flores) nao

houve a formacao de frutos e sementes. Mas quando flores de diferentes plantas
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(xenogamia) foram cruzadas artificialmente o sucesso reprodutivo foi equivalente
ao das condicoes naturais.

A impossibilidade do contato mecanico entre o pélen e o estigma da
mesma flor € devida ao comportamento floral durante a antese (abertura do
botdo floral). E fundamental a exposicdo antecipada do poélen aos agentes
polinizadores em relacdo a deflexdo estigmatica. A formacdo dos frutos esta
altamente ligada a fecundacado cruzada e o tamanho do fruto, bem como o
numero de sementes, esta positivamente correlacionado com o nimero de graos

de podlen na superficie estigmatica.

1.11 Passiflora elegans Masters (1872)

Subgénero Passiflora, Série Lobatae (Killip, 1938)

A distribuicao geografica de P. elegans esta basicamente restrita ao estado
do RS e a alguns locais da Argentina e do Uruguai (figura 1). No RS ocorre em
varios tipos de formacdes vegetais (Formacdes Pioneiras, Savana, Floresta
Estacional Semidecidual, Floresta Estacional Decidual, Areas de Tensao
Ecolégica), sempre ligada a um ambiente florestal. Ocorre no interior e bordas de
florestas, capoeiras e matas baixas, crescendo até atingir a parte mais alta e
exposta a luz. Nas areas de campo, predominantes no interior do Estado, ocorre
preferencialmente nas matas de galeria ao longo dos rios. Apesar da distribuicao
disjunta, ocorre na maioria das regides do Estado, menos no planalto oriental e

nas encostas da Serra Geral (limite sul da distribuicao de P. actinia).
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1.12 Estudos filogenéticos no género Passiflora

Com o objetivo de estabelecer as relacoes filogenéticas entre as espécies do
género Passiflora, diversos estudos com marcadores moleculares tém sido
desenvolvidos pelo nosso grupo. Scherer (1999) estabeleceu as relacdes
filogenéticas de 12 espécies de Passiflora através das sequiiéncias dos espacadores
internos transcritos do nrDNA, ITS1 e ITS2; paralelamente, Lorenz (1999)
analisou as seqUéncias do espacador intergénico cloroplasmatico trnL-trnF de 21
espécies do género. Muschner (2001) investigou, além dos marcadores ITS e trnL-
trnF, as sequéncias do espacador intergénico cloroplasmatico psbA-trnH para 21
espécies, distribuidas em cinco subgéneros. Utilizou ela diferentes métodos de
analise filogenética (parcimoénia, “neighbor-joining” e maxima verossimilhanca)
para comparar as filogenias obtidas para cada um dos trés marcadores e pela
combinacao destes. Em todos estes estudos, foi verificada a clara separacao
entre as espécies dos subgéneros Decaloba e Passiflora, concordando com a

taxonomia do grupo (baseada em caracteristicas morfologicas).

1.13 Um estudo de caso: P. actinia e P. elegans

Nos estudos prévios sobre a filogenia do género Passiflora, além da
separacao dos subgéneros Passiflora e Decaloba, foram verificados constantes
agrupamentos de espécies nas arvores filogenéticas, sugerindo um alto grau de
relacionamento entre estas. Além da similaridade genética, algumas espécies
chamaram a atencdo pela semelhanca morfologica (vegetativa e/ou floral), como
no caso de P. rubra e P. capsularis, P. tenuifila e P. caerulea (formas jovens), P.

organensis e P. misera, e P. actinia e P. elegans.
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P. actinia e P. elegans destacaram-se por serem espécies que ocorrem no
RS, e por apresentar uma notavel semelhanca nas formas florais e vegetativas. A
principal caracteristica para a distincdo das duas é a morfologia foliar, que &
simples em P. actinia e trilobada em P. elegans. Apesar de ocorrerem no mesmo
tipo de habitat, elas apresentam padrdées de distribuicdo bem diferentes: P.
actinia tem uma ampla ocorréncia na Mata Atlantica brasileira e P. elegans é
restrita ao RS e regides limitrofes do Uruguai e Argentina. Estas espécies podem
ser consideradas parapatricas, pois o limite sul de distribuicdo de uma € o limite
norte da outra, sendo que, até o presente momento, populacoes de ambas nao
foram observadas juntas.

A combinacdo dos dados genéticos, morfologicos e de distribuicao,
levaram a formulacdo de uma hipodtese especifica: P. elegans seria uma espécie
derivada de P. actinia. Adicionalmente, procurou-se verificar qual seria a
influéncia da evolucao da planicie costeira e da migracdao da Mata Atlantica neste

eventual processo de especiacao.
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2. Objetivos

O objetivo geral do presente estudo é investigar as relacoes evolutivas entre

as espécies Passiflora actinia e P. elegans através das seguintes abordagens:

- Trabalho de campo para coleta de material e dados mais precisos sobre a

distribuicdo geografica das duas espécies no Rio Grande do Sul;

- Analise de informacoes morfologicas, fenologicas e ecologicas;

Investigacao das relacoes filogenéticas pelo estudo detalhado da sequiéncia
nucleotidica dos marcadores moleculares: espacadores intergénicos
cloroplasmaticos psbA-trnH e trnL-trnF, e dos espacadores internos

transcritos dos genes ribossomais nucleares (ITS);

Comparacao dos padroes de distribuicaio das duas espécies com os

fendmenos geologicos ocorridos durante o Holoceno e a influéncia destes na

migracao da Mata Atlantica.
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3. Materiais e Métodos

3.1 Obtencao da amostra

O material analisado foi obtido a partir de coletas na natureza, onde
também foram avaliados diversos aspectos do desenvolvimento e das interacoes

ecologicas das espécies:

- tipo de formacao vegetal na qual se encontravam os individuos;
- posicdao na mata onde se encontravam (beira ou interior do mato);
- habito (rasteiro, escandescente, de dossel);

- estadio do desenvolvimento (juvenil ou adulto);

- presenca de florescimento e/ou frutificacao;

- identificacdo de outras espécies do género presentes no local;

- grau de degradacao do ambiente.

Para a extracdao de DNA foram coletadas, preferencialmente, folhas jovens
que, imediatamente, foram acondicionadas em silica gel para secagem. Material
para a confeccao de exsicatas também foi coletado, sendo depositado no Herbario
ICN, do Departamento de Botanica, Instituto de Biociéncias, Universidade

Federal do Rio Grande do Sul.
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3.2 Extracao de DNA

O material coletado foi macerado com nitrogénio liquido em gral e o DNA

extraido pela técnica de Roy et al. (1992), modificada e adaptada para espécies de

Passiflora, como é descrita a seguir:

- 20mg de material macerado;

- Adicao de 600ul de tampao de extracdo (100mM TRIS-HCI; 1,4M NaCl;

N2 20 2NN ZN 7

20mM EDTA; 2% CTAB; 0,2% B-mercaptoetanol; 2% PVP 40), 60ul de
B-mercaptoetanol e 6ul de Proteinase K (10mg/ml);

Incubacédo a 65°C por 30 minutos;

Emulsao com 600ul de fenol-cloroformio (1:1);

Centrifugacdo por 15 minutos a 14000 rpm;

Recolhimento da fase aquosa e estimacao do seu volume;

Precipitacao do DNA com um volume de isopropanol e 1/10 de acetato
de sodio;

Armazenamento por 24 horas no freezer;

Centrifugacao por 20 minutos e descarte do sobrenadante;

- Lavagem do “pellet” com 200ul de etanol 70% e secagem a temperatura

ambiente por 20 minutos;
Eluicao do “pellet” em 200ul de agua ultra-pura estéril e 2ul de RNAse

(10mg/ml).

Os produtos de extracdo foram testados através de eletroforese horizontal em

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

transiluminador de luz ultra-violeta. Para a quantificacdo, os produtos foram
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comparados com um DNA padrdao (A DNA, GIBCO-BRL) e sua concentracao

estimada.

3.3 Marcadores moleculares para o seqlienciamento

Os DNAs foram amplificados pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR),
usando iniciadores especificos universais, descritos na literatura, para cada um
dos marcadores analisados. As PCRs foram desenvolvidas em termociclador
automatico MJ Res. Inc., com protocolos padroes adaptados para os marcadores.
Os ajustes foram feitos para atender as necessidades do material analisado e as
repeticoes de cada reacao nao apresentaram diferencas.

As condicoées laboratoriais para a amplificacdo dos espacadores
intergénicos cloroplasmaticos psbA — trnH, trnL — trnF e dos espacadores dos
genes ribossomais nucleares ITS estdo descritas nas tabelas 2, 3 e 4,

respectivamente.
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Tabela 2. Condicoes laboratoriais relacionadas as determinacoes do marcador

psbA — trnH

Reacao

Tampao

dNTP

MgCl,

Primer 1 (psbA F)
Primer 2 (trnH R)
Taq polimerase

DNA

Condicoes de amplificacao

1X

0,2 mM
2 mM
0,2 pM
0,2 uM
1U

S50 ng

94°C por 3 min para uma desnaturacao inicial

94°C por 45 seg para desnaturacao

30 ciclos 58°C por 1 min para anelamento

72°C por 1 min e 30 seg para alongamento

72°C por 10 min para uma extenséao final

Sequiéncias dos primers para PCR e sequienciamento (Sang et al. 1997)

Primer 1 (psbA F)

Primer 2 (trnH R)

SGTT ATG CAT GAA CGT AATGCT C ¥

5CGC GCA TGG TGG ATT CAC AAATC ¥
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Tabela 3. Condicoes laboratoriais relacionadas as determinacdoes do marcador

trnL — trnF
Reacéo
Tampao 1X
dNTP 0,2 mM
MgCls 2 mM
Primer e 0,2 uM
Primer f 0,2 uM
Taq polimerase 10
DNA 50 ng

Condicoes de amplificacao

94°C por 3 min
94°C por 1 min
35 ciclos 55°C por 1 min
72°C por 1 min

72°C por S min

Sequéncias dos primers para PCR e sequenciamento (Taberlet et al. 1991)

Primer e SGGT TCA AGT CCC TCT ATC CC ¥

Primer f STTT GAA CTG GTG ACACGA G ¥
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Tabela 4. Condicoes laboratoriais relacionadas as determinacdoes do marcador

ITS
Reacao
Tampao 1X
dNTP 0,2 mM
MgCl, 1,5 mM
Primer 75 0,2 pM
Primer 92 0,2 utM
Taq polimerase 10
DNA S50 ng

Condicoes de amplificacao

94°C por 3 min
94°C por 45 seg
30 ciclos 58°C por 1 min
72°C por 1 min e 30 seg

72°C por 10 min

Sequéncias dos primers para PCR (White et al. 1990)

Primer 75 STAT GCT TAA ACT CAG CGG G ¥

Primer 92 5 AAG GTT TCC GTA GGT GAA C¥

Sequiéncias dos primers para o sequienciamento (White et al. 1990)

Primer 74 (ITS1) 5 GCT ACG TTC TTC ATC GAT &

Primer ITS3 (ITS2) 5 ATC GAT GAA GAA CGT ACG ¥
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Os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese horizontal em gel de
agarose 1%, corado com brometo de etidio e visualizado em transiluminador de

luz UV para a checagem da amplificacao.

Quantificacao do DNA amplificado

A quantificacao dos produtos de PCR foi realizada com o marcador de peso
molecular “Low DNA Mass Ladder” (GIBCO-BRL). Foram utilizados 4 ul da
amostra (produto de PCR) + 1 ul de BFB (com glicerol), e 4 ul do marcador + 1 pl
de BFB (com glicerol). As amostras foram submetidas a eletroforese horizontal
em gel de agarose 2%, corado com brometo de etidio e visualizado em
transiluminador de luz UV. Para a quantificacdo do DNA dos produtos de PCR, a
banda das amostras foi comparada com as do marcador de peso molecular,

estimando-se sua concentracao.

Purificacdo enzimatica dos produtos de PCR

Os produtos de PCR foram purificados enzimaticamente utilizando a
enzima ExoSAP-IT (USB), que degrada primers e dNTPs ndo incorporados
durante as reacoes de PCR. A reacao enzimatica ocorre a 37°C e sua degradacao

a 80°C.

Sequenciamento

O sequenciamento do DNA amplificado por PCR foi realizado em
sequUenciador automatico ABI PRISM 310, seguindo os protocolos que
acompanham o aparelho e o “ABI Prism BigDye Terminator Cycle Sequencing

Ready Reaction Kit” (Perkin Elmer - Applied Biosystems), com marcacao terminal
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fluorescente. As condicdes da reacdo de seqlienciamento estdo descritas na

tabela 5.

Tabela 5. Condicoes das reacoes de seqlienciamento

Reacao
Terminator Ready Reaction Mix 2 ul
2,5 X Sequencing Buffer 6 ul
DNA 10 ng
Primer 3,2 pmol
Agua estéril Para completar 20 ul
Condicoes
96°C por 20 seg
25 ciclos

60°C por 4 min

Purificacdo com etanol/acetato de sodio

Antes do sequenciamento propriamente dito, as amostras foram
purificadas para retirar reagentes ndo incorporados, de acordo com o seguinte
protocolo:

- Adicao de 2 ul de acetato de sédio 3M pH 4,6 e 50 ul de etanol 95% em
cada produto de reacdo de seqiienciamento;

Precipitacdo por 15 min a temperatura ambiente;
Centrifugacdo por 20 min a 14.000rpm;

Descarte do sobrenadante;

N2 2 2 2

Adicao de 250 ul de etanol 70% ao “pellet”;
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- Centrifugacao por 5 min a 14.000rpm;
- Descarte do sobrenadante, secagem das as amostras a 90°C por 10

min.

Analise das sequéncias de DNA

As sequiéncias foram alinhadas pelo programa Clustal X 1.81 (Thompson
et al, 2001) e corrigidas manualmente. As matrizes de distancia foram
construidas no programa PAUP’, versdo 4.0b4a (Swofford, 1998), utilizando a
distancia-p (Kimura, 1980), e agrupadas através do método de “neighbor-joining”
(Saitou & Nei, 1987). A analise dos sitios variaveis foi realizada no programa

MEGA - Molecular Evolutionary Genetics Analysis (Kumar et al., 1993).

3.4 Teste de viabilidade das sementes

Para testar a viabilidade das sementes do individuo E56 (possivel hibrido
de P. actinia e P. elegans) foi utilizado o teste do tetrazolium (Bonner, 1986). Este
experimento indica quais os embrides que sdo viaveis através da coloracao
avermelhada dos mesmos. Foram analisadas 20 sementes de cada fruto: trés do
individuo E56 e de um do individuo E30 (controle).

Protocolo:

- As sementes foram colocadas em agua destilada a 30°C por 24h;

- Cortadas longitudinalmente, e embebidas em solucado de 2,3,5 triphenyle
tetrazolium chloride a 0,5% (0,5g/100ml);

- Incubadas a 30°C até que o embrido ficasse com uma coloracdo avermelhada

(a reacao nao pode ultrapassar 48h).
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4. Resultados

4.1 Coletas

No presente estudo foram observadas as quinze espécies do género
Passiflora descritas para o Estado: P. actinia Hooker; P. alata Dryander; P.
amethystina Mikan; P. caerulea Linnaeus; P. capsularis Linnaeus; P. edulis Sims;
P. eichleriana Masters; P. elegans Masters; P. foetida var. nigelliflora (Hooker)
Masters; P. misera Humbold, Bonplant et Kunth; P. morifolia Masters; P.
organensis Gardner; P. suberosa Linnaeus; P. tenuifila Killip e P. tricuspis
Masters. Os locais de coleta e as espécies encontradas estao descritos na tabela 6
e representados na figura 2.

Foi coletado material de 73 plantas de P. actinia, em 25 pontos diferentes
de coleta (tabela 7), e 68 de P. elegans, em 21 pontos (tabela 8). As coletas foram
realizadas no periodo de maio de 1999 a dezembro de 2001. Os dados de
fenologia das duas espécies sdo apresentados na tabela 9.

A ocorréncia de P. actinia no RS esta restrita a regido nordeste, sendo
encontrada na encosta da Serra Geral, em areas de Mata Atlantica, e no planalto
oriental, em matas com Araucaria. P. elegans tem uma distribuicdo ampla e
descontinua no RS, ocorrendo em varios tipos de formacdes vegetais, sempre
ligada a um ambiente florestal. Apesar da ampla distribuicao no Estado, ela nao
ocorre no planalto oriental e nas encostas da Serra Geral (limite sul da
distribuicao de P. actinia). Nas areas de campo, predominantes no interior do
Estado, a espécie ocorre preferencialmente nas matas de galeria. A alta
fragmentacdo deste tipo de habitat deve ser responsavel pelo grau elevado de
isolamento geografico entre as populacdes encontradas. Em comparacao, as

populacoes de P. actinia se distribuem de forma mais continua na regido que
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ocupam, principalmente por estarem presentes nas encostas da Serra Geral.
Esta regido possui muitas areas desfavoraveis para a agricultura o que permitiu
a conservacao destas florestas, apesar de em muitos pontos estas estarem
fragmentadas.

Embora ocupem areas geograficas diferentes, as duas espécies
compartilham varias caracteristicas ecologicas importantes. As plantas jovens
foram observadas principalmente no interior de florestas (anexo 1), sendo
também encontradas nas bordas. Com o decorrer do desenvolvimento, as plantas
crescem em direcao as partes mais altas, até atingir a area mais exposta a luz,
crescendo entdo lateralmente no dossel. Durante o seu desenvolvimento, a planta
perde as folhas jovens, ficando somente o caule nu (anexo 1) no interior do mato.
O caule apresenta muitas ramificacoes e chega a ter diametros superiores a 20
cm. Durante as observacdes de campo, foi constatado que estas duas sao as
espécies que atingem as maiores dimensdes em relacdo as demais espécies do
género encontradas no Estado, sendo muitas vezes dificil determinar os limites
de um individuo. As plantas perdem muitas folhas durante o inverno, rebrotando
na primavera. Todos os individuos observados com flores e frutos eram plantas
adultas, com um porte consideravel, sendo que as primeiras flores foram
observadas nas partes mais altas da planta, provavelmente devido ao fato de que
estas partes ficam expostas mais tempo a luz do que as partes baixas. Os frutos
maduros caem no chdo, onde foram observados sinais de predacao, sendo as
marcas nos frutos indicativas de que estes sdo predados principalmente por
passaros e roedores.

Até o presente momento, as duas espécies nao foram encontradas em
simpatria, apesar de que em Santo Antonio da Patrulha (RS) foi encontrada uma
populacao de P. elegans proxima (cerca de 9 quilometros) de populacoes de P.

actinia. Neste local, foi observada uma planta de P. elegans morfologicamente
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diferente das demais. Este individuo apresentou um fenoétipo claramente
intermediario (foliar e floral) entre P. actinia e P. elegans, sugerindo que se
tratava de um hibrido (anexos 2, 3 e 4). O sequUenciamento dos marcadores
moleculares confirmou a origem hibrida deste individuo. Esta planta produziu
flores e frutos, dos quais foram coletadas sementes. A viabilidade das sementes
do hibrido foi determinada utilizando o teste do tetrazolium. Foram testadas
vinte sementes de trés frutos do hibrido e de um individuo de P. elegans, do
mesmo local, usado como controle. Todos os frutos do hibrido apresentaram
sementes viaveis (figura 3). Nao houve diferenca qualitativa entre o controle e o
hibrido.

Para investigar os possiveis efeitos de fatores abidticos no padrao de
distribuicao geografica de P. actinia e P. elegans no RS, foram levantados dados
sobre a altitude e precipitacdo média anual de alguns pontos de coleta (tabela
10). Com o mesmo objetivo, os pontos de coleta georeferenciados foram
sobrepostos a um mapa dos principais tipos de solos do RS (figura 4). As varias
subdivisées dos tipos de solos foram agrupadas de acordo com o tipo de
sedimento formador predominante: depositos aluvionares de planicies de
inundacao; depositos lacustres, eodlicos, marinhos e coluviais; depositos

basalticos e depositos graniticos.
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Tabela 6. Pontos de coleta de espécies do género Passiflora

Local

Espécie

FLONA - Sao Francisco de Paula - RS

Serra da Boa Vista - Riozinho - RS

Parque Florestal Estadual do Turvo - Derrubadas - RS

Morro Santana - Porto Alegre - RS

Capané - Cachoeira do Sul - RS

Trés Barras - Santa Maria - RS

Mirante - Sao Francisco de Paula - RS

Alpes de SFP - Sao Francisco de Paula - RS

Serra do Pinto - Rota do Sol - Sao Francisco de Paula - RS

Canion Churriado - Praia Grande - SC

Horto Florestal Barba Negra - Barra do Ribeiro - RS

Serra do Umbu - RS

BR 116/Km 318 - Barra do Ribeiro - RS

BR 116/Km 346 - RS

BR 116 préximo a entrada da cidade Pelotas - RS

Florida - Cangucu - RS
Pedra do Segredo - Cacapava do Sul - RS

P.
P.
P.
P.
P.
P.
P.
P.
P.
P.
P.
P.
P.
P.
P.
P.
P.
P.
P.
P.
P.
P.
P.
P.
P.
P.
P.
P.
P.
P.
P.
P.
P.
P.
P.
P.
P.
P.
P.
P.
P.
P.
P.
P.
P.
P.
P.
P.

caerulea
actinia
actinia
capsularis
edulis
caerulea
organensis
tenuifila
capsularis
misera
suberosa
misera
alata
caerulea
elegans
misera
caerulea
capsularis
suberosa
actinia
caerulea
capsularis
actinia
actinia
capsularis
misera
actinia
edulis
organensis
tenuifila
suberosa
misera
elegans
caerulea
actinia
elegans
misera
suberosa
alata
misera
tenuifila
suberosa
alata
tenuifila
caerulea
caerulea
suberosa

elegans
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Tabela 6. (Cont.)

Local

Espécie

Portao - RS

D. Pedro de Alcantara - RS
Parque da Guarita - Torres - RS

RS20/Km 82 - Loc. José Velho - RS

Parque das Cachoeiras - Sdo Francisco de Paula - RS
Proximo a sede campestre da AABB - Igrejinha - RS
Galpao de Pedra - Cacapava do Sul - RS

Casa de Pedra - Bagé - RS

Strobel - Cachoeira do Sul - RS

Colénia japonesa - Ivoti - RS

PréMata - Sao Francisco de Paula - RS

Ponta do Cego - Porto Alegre - RS

Reserva Biolégica do Lami - Porto Alegre - RS

Fazenda Agua Branca - Camaqua - RS

Cachoeira das Andorinhas - Rolante - RS

Barra do Ouro - RS

Horto Botanico Irméao Teodoro Luis - Pelotas - RS

Joao Jardim - Guaiba - RS

BR 290/Km 271 - Cachoeira do Sul - RS
Estrada entre Morro da Antena (Osério) a Caraa - RS

Estrada entre Maracana e Taquara - RS

. elegans
alata
edulis
suberosa
tenuifila
actinia
suberosa
actinia

. capsularis
caerulea
actinia
suberosa
elegans
caerulea
caerulea
misera
capsularis
actinia
caerulea
organensis
misera
elegans

. suberosa
. suberosa
misera
suberosa
alata
edulis
tenuifila

. capsularis
actinia
capsularis
caerulea
tenuifila
actinia
organensis
caerulea
tenuifila

. suberosa
elegans
elegans
suberosa
misera
caerulea
elegans

. actinia

v vmvwYwvTYYUUYWYUTYYUTYYTYYUTYUTYUYTYYUTYTYUTYTYTYTUYUYUTTYYTYTYUUTTUTTYTYU T YT

. actinia
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Tabela 6. (Cont.)

Local

Espécie

Porto Alegre - RS

Parque Nacional da Lagoa do Peixe - Tavares - RS
Faxinalzinho - Torres - RS
BR290/Km 150 - Arroio do Ratos - RS

Rincéo do Inferno - Lavras do Sul - RS

Itacolomi - Morungava - RS

Estrada entre Taquara e Gramado - RS

Morro Pelado - Canela - RS
Linha Brasil - Nova Petrépolis - RS

Tapes - RS

Estrada entre Tapes e Arambaré - RS

Arambaré - RS
Cambara do Sul - RS
Entre Aguas Claras e Morro Grande - RS

Fazenda Sao Maximiano, Prof. Matzenbacher, Guaiba - RS

Estrada do Conde, entre Eldorado e Guaiba - RS
BR386/Kma375, proximo ao acesso a Paverama - RS
Estrada entre Tapera e Lagoa do Trés Cantos - RS
Estrada de acesso a Sao Miguel das Missoes - RS

Sao Miguel das Missoes - RS

RS332, Km128, entre Espumoso e Soledade - RS
BR386, Km330, préoximo a Marques de Souza - RS

. tenuifila
. morifolia*
alata
misera
caerulea
suberosa
elegans
suberosa
. suberosa
alata
elegans
elegans

caerulea

alata
suberosa
alata
suberosa
caerulea
actinia
actinia
caerulea
caerulea
. suberosa
. suberosa
alata
tenuifila
misera

suberosa

v YvvTYYuTYWYUUTUTYYTYYUUTYUTYYTYYUTTUTTUTTY YT

caerulea
P.suberosa
elegans
caerulea
misera

. suberosa
elegans
tenuifila
elegans

. suberosa
alata
elegans
alata
tricuspis
elegans
caerulea
. tricuspis

. elegans

YU vlYvvvuT"UTTUTYYU T YT

. elegans

foetida var. nigelliflora
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Tabela 6. (Cont.)

Local Espécie

Reserva Biologica da Serra Geral - Barra do Ouro - RS . actinia

. suberosa
organensis
capsularis
caerulea
edulis
amethystina
Nascente do Rio dos Sinos - Caraa - RS eichleriana

actinia

edulis

caerulea

misera ou organensis
RS 30/Km 60, Sto Ant. da Patrulha - RS elegans
suberosa
Estrada entre Sto Ant. da Patrulha/Caraa - RS capsularis
suberosa
caerulea
Estrada Caraa/Osoério - RS caerulea
edulis
actinia
Parque Estadual de Itapua - Viamao - RS alata
suberosa
elegans
alata

. tenuifila
edulis
Novo Hamburgo - RS misera
Rosario do Sul - RS

Freeway (BR290) — RS

caerulea
alata
edulis
misera

. tenuifila
Entrepelados/RS474 - RS caerulea
edulis
suberosa
Taquara/Rolante — RS alata
caerulea
edulis
Taquara/Morungava (RS20) - RS actinia
alata
suberosa
Es. José Soares-Morungava - RS alata
edulis
suberosa
Gravatai - RS alata
suberosa
Estacao Ecolégica do TAIM - RS . caerulea

Santana da Boa Vista - RS

v v vy "wvuvvvyyuvwvvuvvvvuvwyvvyvyvulvwyvvwvvvyvuvwvuvvvvyvuvvvvwvyyv

. caerulea
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Tabela 6. (Cont.)

Local Espécie
Cerro Botucarai-Candelaria - RS P. alata
P. caerulea
P. capsularis
Santana do Livramento — RS P. caerulea
Viamao - RS P. elegans

*Acao antroépica indireta.
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Figura 2. Mapa do RS indicando os pontos de coleta:
® P. actinia

a P. elegans

B Passiflora (sem P. actinia e P. elegans)
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Tabela 7. Pontos de coleta de Passiflora actinia

n° de individuos

Origem

4

FLONA - Sao Francisco de Paula - RS

Trés Cachoeiras* - RS

Serra da Boa Vista - RS

Mirante - Sao Francisco de Paula - RS

Alpes de Sao Francisco - Sao Francisco de Paula - RS
Serra do Pinto - RS

Sao José dos Pinhais** - PR

Canion Churriado - Praia Grande - SC
Curitiba** - PR

Serra do Umbu - RS

José Velho - Sao Francisco de Paula - RS
Parque das Cachoeiras - Sdo Francisco de Paula - RS
Pro-Mata PUCRS - Sao Francisco de Paula - RS
Dom Pedro de Alcantara - Torres - RS
Cachoeira das Andorinhas - Rolante - RS
Barra do Ouro - RS

Osoério - RS

Taquara - RS

Gramado - RS

Canela - RS

Reserva Biologica da Serra Geral - RS
Nascente do Rio dos Sinos - RS

Caraa/Osoério - RS

Taquara/Morungava - RS

Urubici** - RS

73 individuos

25 pontos de coleta

* coletado por C.A. Mondin

**coletado por A.C. Cervi
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Tabela 8. Pontos de coleta de Passiflora elegans

n° de individuos Origem
1 Camaqua* - RS
7 Morro Santana - Porto Alegre - RS
2 Barra do Ribeiro - RS
6 Pedra do Segredo - Cacapava do Sul - RS
1 Portédo - RS
1 Viamao - RS
3 Ponta do Cego/Reserva Bioldgica do Lami - Porto Alegre - RS
3 Horto Botanico, Ufpel, Pelotas - RS
4 Guaiba - RS
1 BR290/Km 271 - Cachoeira do Sul - RS
7 RS30/Km60 - Santo Anténio da Patrulha - RS
3 Horto Florestal Barba Negra - Barra do Ribeiro - RS
3 BR290/Km 150, Arroio dos Ratos - RS
10 Rincéo - Lavras do Sul - RS
1 Aguas Claras - RS
2 Faz. Matzenbacher - Guaiba - RS
4 BR386/Km375 - Paverama - RS
2 Lagoa dos Trés Cantos - RS
1 Sao Miguel das Missoes - RS
1 RS332/Km128 - Espumoso - RS
5 Lageado - RS

68 individuos 21 pontos de coleta

* coletado por C.A. Mondin
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Tabela 9. Fenologia comparada de P. actinia e P. elegans no Rio Grande do

Sul, periodo de amostragem: maio de 1999 a dezembro de 2001

Jan Fev Mar Abr Mai Jun Jul Ago Set

Out Nov Dez

Passiflora  Flores
actinia

Frutos

Passiflora  Flores

elegans
g Frutos

X

X
X
X

X

X
X
X

X

X
X
X

X

X
X
X

Tabela 10. Altitude e precipitacdo média anual de alguns pontos de coleta

das duas espécies consideradas no presente trabalho (Machado, 1950)

Municipio Altitude (m) Precipitacao (mm) Ocorréncia
Cacapava do Sul - RS 450 1665 P. elegans
Cachoeira do Sul - RS 68 1590 P. elegans

Porto Alegre - RS 10 1322 P. elegans
Torres - RS 43 1423 P. actinia

Séo Francisco de Paula - RS 912 2468 P. actinia
Taquara - RS 29 1384 P. actinia

¢ ¢
e

Figura 3. Foto representativa da analise
de viabilidade de embrides pelo teste
tetrazolium (Bonner, 1986). A coloracao

vermelha indica a viabilidade do embriao.
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52°W 51°
Legenda

80°w 36°w

Depoésitos lacustres, edlicos, marinhos e
coluviais

Depositos aluvionares de planicies de
inundacéao

Depositos graniticos

Depésitos basalticos

Pontos de coleta de P. elegans

Trépico de Capricomio

Pontos de coleta de P. actinia

Pontos de coleta de outras espécies de
Passiflora

_J BN EBE B

Figura 4. Detalhe do mapa do RS indicando os principais tipos de sedimento da
composicao do solo e a ocorréncia de espécies de Passiflora
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4.2 Sequenciamento

Os espacadores intergénicos cloroplasmaticos (psbA-trnH e trnL-trnF) e os
espacadores internos transcritos dos genes ribossomais nucleares (ITS) foram
amplificados (figura 5) e sequienciados. Doze plantas de P. actinia e doze de P.
elegans foram analisadas (tabela 11). Além destas, sete outras espécies do género
Passiflora, analisadas por Muschner (2001), foram incluidas na analise (tabela

12).

4.2.1 Variacao intraespecifica dos marcadores

Os sitios que apresentaram variacdo intraespecifica nas plantas
analisadas de P. actinia e P. elegans estao indicados na tabela 13.

A regiao ITS (ITS1 e ITS2 foram analisados juntos) de P. elegans
apresentou uma transicao (sitio 109), uma transversdao (65) e duas
insercoes/delecoes (108 e 388). P. actinia apresentou 5 sitios polimoérficos: 3
transversodes, 1 transicdo e uma insercao/delecao, todas na planta A17, coletada
em Curitiba. Neste marcador, 15 sitios separaram P. actinia de P. elegans, dos
quais 13 nao apresentaram variacao intraespecifica.

O espacador cloroplasmatico trnL-trnF nao apresentou variacao
intraespecifica em P. actinia nem em P. elegans. Foram encontrados 7 sitios que
diferenciaram uma espécie da outra: uma substituicdo (transversdo) na posicao
198 e uma insercao/delecao de 6pb (AAGATT) nas posicoes 263-268.

P. actinia também nao apresentou nenhuma variacdo intraespecifica no
espacador cloroplasmatico psbA-trnH. Algumas plantas de P. elegans
apresentaram uma insercao/delecao de T (posicao 227), em uma regiao do

marcador que se caracteriza por uma série de repeticoes diretas. Com este
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marcador, P. actinia e P. elegans podem ser diferenciadas através de uma
substituicdo (T em P. actinia e G em P. elegans) no sitio 59 e de uma

insercao/delecao (presenca de um T em P. elegans) na posicao 174.

4.2.2 Comparacoes interespecificas

Os resultados descritos a seguir, por marcador molecular, envolvem a
analise considerando-se as nove espécies listadas na tabela 12, sendo que as
seqUéncias das espécies P. actinia e P. elegans pertencem aos individuos A37 e

E20, respectivamente.

ITS: Os espacadores ITS1 e ITS2 foram analisados em conjunto e o
tamanho da regido examinada variou de 385 a 434 pares de bases (pb), tendo
sido encontrados 133 sitios variaveis (tabela 14). Foram alinhados 458
nucleotideos (incluindo gaps ou insercoes/delecdes). No individuo hibrido (P.
actinia x P. elegans) foram encontrados 15 sitios polimoérficos (heterozigotos) e
para representa-los foram utilizados os simbolos de ambigtiidade da IUPAC (K:
G+T, M: C+A, R: G+A, S: C+G, W: A+T, Y: C+T), supondo que os nucleotideos

estejam em quantidades equimolares (figura 6).

trnL-trnF: O tamanho do espacador considerado foi de 283 a 294pb, com
28 sitios variaveis (tabela 15), e o numero total de nucleotideos alinhados foi de

297 (incluindo gaps).

psbA-trnH: O tamanho da regiao avaliada variou de 306 a 317pb, sendo 75
sitios variaveis (tabela 16), e o numero de nucleotideos alinhados foi de 322

(incluindo gaps).
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As médias do contetiddo de GC foram de 66,7% em ITS, 36,6% em trnL-trnF
e 26,6% em psbA-trnH. As matrizes de distancia-p calculadas através do
programa PAUP sédo apresentadas nas tabelas 17, 18 e 19, respectivamente para
cada um dos marcadores.

A tabela 20 mostra as distancias genéticas médias dentro e entre as
diferentes séries de Passiflora consideradas, comparadas com as diferencas entre
P. actinia e P. elegans nos trés marcadores genéticos analisados. Os valores
encontrados entre as duas mostram-se sempre menores, sendo que, quanto aos
marcadores citoplasmaticos, os numeros sado cerca de dez vezes menores
daqueles observados seja dentro ou entre as séries Lobatae e Simplicifoliae,

documentando, assim, sua extrema similaridade.
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0 1 2 3 4 5 6 7 8

Figura 5. Foto de gel de agarose 1%
corado com EtBr. Canaletas 1 e 8
marcador de peso molecular; 2 e 3
produtos de PCR de psbA-trnH; 4 e 5
produtos de PCR de ITS; 6 e 7 produtos
de PCR de trnL-trnF.

Figura 6. Fragmentos de eletroferogramas indicando
alguns dos sitios polimoérficos (heterozigotos) para o
marcador ITS no individuo E56: R=A+G, S=C+QG,
W=A+T. Em A: sitio 212; B: sitio 238; C: sitio 254; D:
sitio 309.
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Tabela 11. Plantas de P. actinia e P. elegans cujos DNAs foram sequienciados

Espécie Planta Localidade N° de coletor
A8 Sao Francisco de Paula - RS APL 014
A10 Serra do Pinto - RS APL 016
Al12 Praia Grande - SC APL 019
Al17 Curitiba - PR A.Cervi
A23 Serra do Umbu - RS APL 032
Passiflora A32 D. Pedro de Alcantara - Torres - RS PASS 059
actinia A37 Serra da Boa Vista - RS APL 055
A39 Barra do Ouro - RS APL 062
A42 Osoério - RS PASS 069
A47 Taquara - RS PASS 074
A50 Canela - RS APL 105
A56 Reserva Biol. da Serra Geral - RS APL 115
E12 Cacapava do Sul - RS PASS 026
El6 Portéo - RS PASS 033
E20 Porto Alegre - RS PASS 063
E22 Pelotas - RS APL 068
E26 Guaiba - RS APL 072
Passiflora E29 Cachoeira do Sul - RS APL 078
elegans E30 Santo Anténio da Patrulha - RS PASS 116
E38 Lavras do Sul - RS APL 093
E44 Paverama - RS PASS 097
E48 Lagoa dos Trés Cantos - RS PASS 103
E49 Sao Miguel das Missoes - RS PASS 105
E56* Santo Anténio da Patrulha - RS PASS 118
*hibrido
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Tabela 12. Espécies analisadas para comparacao

Espécie Origem Série

P. elegans Porto Alegre - RS Lobatae

P. actinia x P. elegans Santo Antonio da Patrulha - RS Lobatae x Simplicifoliae

P. actinia Serra da Boa Vista - RS Simplicifoliae
P. sidaefolia* Munhoz - MG Imbricatae
P. eichleriana* Caraa - RS Lobatae

P. amethystina* Munhoz - MG Lobatae

P. jilekii* Rancho Queimado - SC Simplicifoliae
P. galbana* Camocin de Sao Félix - PE Simplicifoliae
P. tenuifila* Porto Alegre - RS Lobatae

P. caerulea* Séo Francisco de Paula - RS Lobatae

*Sequiéncias descritas por Muschner (2001).
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Tabela 13. Variacao intraespecifica dos marcadores psbA-trnH e ITS

ITS

psbA-trnH

Individuo

87 96 99 100 108 109 147 388

65

227

A8
Al10
Al2
Al17
A23
A32
A37
A39
A42
A47
A50
A56
E12
El6
E20
E22
E26
E29
E30
E38
E44
E48
E49

E56*

*hibrido. M: C+A
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Tabela 14. Sitios nucleotidicos variaveis na regidao dos espacadores internos dos genes ribossomais nucleares (ITS)
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Tabela 14. (Cont.)
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Tabela 14. (Cont.)

Sitio

Individuo
309 323 330 337 343 347 350 357 365 367 392 396 404 405 406 414 415 416
P. elegans T G C T G T G T G T C G G A G C - G
P. actinia x P. elegans . W G C T G T G T G T C G G A G C - G
P. actinia A G C T G T G T G T C G G A G C - G
P. sidaefolia A G C T G T N T G T C G G A G T - C
P. eichleriana C G C T G T G T G T (@] G G A G C - G
P. amethystina A G C C G T G T G G C G G A T T T C
P. jilekii C G C T G T G T G G C G G A G T - C
P. galbana C G C T G C G T G G C G G G G T - C
P. tenuifila A G C T G T G T G G C G G A G T - C
P. caerulea A C T T A T A G A A A A A A A T - C
Tabela 14. (Cont.)
. Sitio °
Individuo n° pb
420 428 429 430 431 432 433 434 435 436 437 438 441 442 443

P. elegans G C G G C G A G G C T C G G A 400
P. actinia x P. elegans G C G - C G A G G C T C G G A 385
P. actinia G C G - C G A G G C T C G G A 401
P. sidaefolia G C G - C G A G G C T C G - A 392
P. eichleriana G C G - C G A G G C T C G G A 429
P. amethystina G C G - C G A G G C T C C G G 430
P. jilekii G C A - C G G G G C T C G G A 428
P. galbana G C A - C G A G G C T C G A A 428
P. tenuifila G A C - T A A A A T C T G G A 434
P. caerulea A A N - T A A A A T T T G A A 432

8¢

K: G+T, M: C+A, R: G+A, S: C+G, W: A+T, Y: C+T
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Tabela 15. Sitios nucleotidicos variaveis na regido do espacador intergénico

coroplasmatico trnL-trnF

Individuo Sitio
77 104 105 146 154 182 188 189 196 197 198 204 230 238 239
P. elegans A T T T - G C - G T A G A G A
P. actinia x P.elegans A T T T - G C - G T C G A G A
P. actinia A T T T - G C - G T C G A G A
P. sidaefolia A T T T - G C T G T C G A G A
P. eichleriana A T T T - G T - A C C G C - -
P. amethystina A T T T - T C - A G A A C - -
P. jilekii A T T G - T C - A T C A C - -
P. galbana A G A T C G C - A T C G C - -
P. tenuifila A T T T - G C - A C C G C - -
P. caerulea G T T T - T C - A G C G C - -
Tabela 15. (Cont.)
. Sitio o
Individuo n° pb
240 241 242 244 248 255 260 263 264 265 266 267 268

P. elegans A A A G A T - - - - - - - 288
P. actinia x P.elegans A A A G A T - A A G A T T 294
P. actinia A A A G A T - A A G A T T 294
P. sidaefolia A A A G A T - - - - - - - 289
P. eichleriana - - - A A T T - - - - - - 284
P. amethystina - - - G C T - - - - - - - 283
P. jilekit - - - G A T - - - - - - - 283
P. galbana - - - G A C - - - - - - - 284
P. tenuifila - - - G A T T - - - - - - 284
P. caerulea - - - G A T - - - - - - - 283




Tabela 16. Sitios nucleotidicos variaveis da regido do espacador intergénico cloroplasmatico psbA-trnH

Individuo Sitio
40 48 59 63 69 73 75 76 77 78 8 90 97 98 100 101 102 107 110 116 130 137 150 159 160
P. elegans T C G - A A A A T C A A A T G G C - T A - T C T A
P. actinia x P.elegans T C T - A A A A T C A A A T G G C - T A - T C T A
P. actinia T C T - A A A A T cC A A A T G G C - T A - T C T A
P. sidaefolia T C G - A A A A T C A A A T G G C - T A - T C T A
P. eichleriana T C G - A G C A A T T T G A T G T - T C T T C T A
P. amethystina T C T - A A A A T C A A A T G G C - T C T T T T C
P. jilekii T C G - A A A A T C A A A T G G C C T C T T C T A
P. galbana T cC G - A A A A T C A A A T G G C - C C T T CcC A A
P. tenuifila T cC G - T G C cC A T G T G A T G G - T C T G ¢C T A
P. caerulea G G A A A A A A T C A A A T G A C - T C T T C T A
Tabela 16. (Cont.)
. Sitio
Individuo
166 172 173 174 175 179 181 188 189 191 192 193 194 195 196 197 198 199 200 201 202 203 208 212 216
P. elegans T T T T C T G C C T T T - T T T C A G A A A A G T
P. actinia x P.elegans T T T - C T G C C T T T - T T T C A G A A A A G T
P. actinia T T T - C T G C C T T T - T T T C A G A A A A G T
P. sidaefolia T T - - C T G C C T T T - T T T cC A G A A A A G T
P. eichleriana A C T T A G T G T T T T C T T T T T T T C T T A T
P. amethystina A C T T C T T C T T T A - T T T A T T T C T T A -
P. jilekii A C T T C T T C T - - - - - - - A A G A A A A A T
P. galbana A C T T C T T C T T T T - T T T A A G A A A A G T
P. tenuifila A C T T A G T G T T T T - T T T T T T T C T T A T
P. caerulea A C T T C T T C T T T T - T T T A T T T C T A A T
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Tabela 16. (Cont.)

Individuo Sitio
217 218 219 225 226 227 232 235 243 254 255 256 257 258
P. elegans T C G C T A - G G - - - - -
P. actinia x P.elegans T C G C T A - G G - - - - -
P. actinia T C G C T A - G G - - - - -
P. sidaefolia T C G C T A - G G - - - - -
P. eichleriana T C T C T A - G G - - - - -
P. amethystina - A G A A A - G G - - - - -
P. jilekii T C G C T A - G G - - - - -
P. galbana T C T C T A - G G T T T T T
P. tenuifila T C T C T A A T G - - - - -
P. caerulea T C T C T G - G A - - - - -
Tabela 16. (Cont.)
Individuo Sitio n° pb
259 263 267 271 272 275 276 283 288 289 306

P. elegans - G - T G G T C A G T 310
P. actinia x P.elegans - G - T G G T C A G T 309
P. actinia - G - T G G T C A G T 309
P. sidaefolia - G - T G G T C A G T 308
P. eichleriana - A - G T G T A A G T 312
P. amethystina - G C T T G T A A G T 310
P. jilekii - G - T T G T A A G T 306
P. galbana A G - T T G T A C T T 317
P. tenuifila - A - G - G T A A G - 309
P. caerulea - G - T T A C A A T T 312
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Tabela 17. Matriz de distancia p (Kimura, 1980) para os espacadores ITS

P. elegans P. actinia x P. actinia P. sidaefolia  P. eichleriana P. amethystina P. jilekii P. galbana P. tenuifila P. caerulea
P.elegans
P. elegans - - - - - - - - - -
P. actinia x P.elegans 0.0000 - - - - - - - - -
P. actinia 0.0351 0.0000 - - - - - - - -
P. sidaefolia 0.0585 0.0259 0.0255 - - - - - - -
P. eichleriana 0.0525 0.0304 0.0400 0.0587 - - - - - -
P. amethystina 0.0702 0.0456 0.0528 0.0560 0.0659 - - - - -
P. jilekii 0.0651 0.0408 0.0477 0.0484 0.0631 0.0702 - - - -
P. galbana 0.0755 0.0511 0.0581 0.0562 0.0987 0.0964 0.0633 - - -
P. tenuifila 0.0799 0.0588 0.0694 0.0684 0.1028 0.0868 0.0702 0.0890 - -
P. caerulea 0.1109 0.0903 0.1001 0.0952 0.1345 0.1182 0.1037 0.1182 0.0420 -
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Tabela 18. Matriz de distancia p (Kimura, 1980) para o espacador trnL-trnF

P. elegans P. actinia x P. actinia P. sidaefolia  P. eichleriana P. amethystina P. jilekii P. galbana P. tenuifila P. caerulea
P.elegans
P. elegans - - - - - - - - - -
P. actinia x P.elegans 0.0030 - - - - - - - - -
P. actinia 0.0030 0.0000 - - - - - - - -
P. sidaefolia 0.0031 0.0000 0.0000 - - - - - - -
P. eichleriana 0.0267 0.0231 0.0231 0.0232 - - - - - -
P. amethystina 0.0225 0.0256 0.0256 0.0257 0.0234 - - - - -
P. jilekii 0.0223 0.0191 0.0191 0.0191 0.0200 0.0128 - - - -
P. galbana 0.0206 0.0171 0.0171 0.0172 0.0274 0.0309 0.0239 - - -
P. tenuifila 0.0206 0.0170 0.0170 0.0171 0.0068 0.0173 0.0138 0.0207 - -
P. caerulea 0.0214 0.0179 0.0179 0.0178 0.0245 0.0170 0.0173 0.0206 0.0171 -
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Tabela 19. Matriz de distancia p (Kimura, 1980) para o espacador psbA-trnH

P. elegans P. actinia x P. actinia P. sidaefolia  P. eichleriana P. amethystina P. jilekii P. galbana P. tenuifila P. caerulea
P.elegans
P. elegans - - - - - - - - - -
P. actinia x P.elegans 0.0025 - - - - - - - - -
P. actinia 0.0025 0.0000 - - - - - - - -
P. sidaefolia 0.0025 0.0051 0.0051 - - - - - - -
P. eichleriana 0.1019 0.1051 0.1051 0.1024 - - - - - -
P. amethystina 0.0668 0.0641 0.0641 0.0708 0.0792 - - - - -
P. jilekii 0.0286 0.0315 0.0315 0.0318 0.0710 0.0396 - - - -
P. galbana 0.0441 0.0467 0.0467 0.0473 0.0881 0.0617 0.0234 - - -
P. tenuifila 0.1137 0.1167 0.1167 0.1143 0.0272 0.0932 0.0807 0.0963 - -
P. caerulea 0.0675 0.0675 0.0675 0.0707 0.0856 0.0577 0.0508 0.0556 0.1047 -
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Tabela 20. Distancias genéticas meédias (p) dentro e entre diferentes séries de

Passiflora, bem como entre as espécies P. actinia e P. elegans

Comparacoes

Dentro das séries

Lobatae

Simplicifoliae

Entre séries

Lobatae/ Simplicifoliae

P. actinia/P. elegans

P. actinia/ Simplicifoliae

P. elegans/ Lobatae

ITS

Distancias genéticas

trnL-trnF

psbA-trnH

0,0864 + 0,03

0,0564 + 0,027

0,0765 + 0,024

0,0351

0,0529 £ 0,01

0,0784 + 0,033

0,0197 £ 0,014

0.0200 £ 0,01

0,0195 + 0,005

0,0030

0,0181 £ 0,007

0,0228 £ 0,015

0,0797 £ 0,026

0,0339 + 0,017

0,0648 + 0,03

0,0025

0,0391 £0,014

0,0875 + 0,041
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5. Discussao

5.1Variacao intraespecifica dos marcadores

No presente estudo foi observada baixa variabilidade intraespecifica nas
duas espécies analisadas em relacdo aos trés marcadores amostrados. Tal fato
era esperado, em parte, devido a baixa variabilidade prépria dos marcadores
utilizados. Este fato ja foi evidenciado em diversas espécies (Kohjyouma et al.,
2000; Wittzell, 1999) e também em P. suberosa, onde as 37 plantas coletadas em
duas populacoes do RS, mesmo apresentando variacdo em marcadores de RAPD
(Finkler, 1997), foram idénticas para as seqUiéncias de ITS e do espacador trnL-
trnF (Muschner, 1999). Outra explicacao possivel, mas pouco provavel em funcao
da distancia que separa os locais de coleta dos individuos, € o tamanho amostral.
A despeito da baixa variabilidade intraespecifica, os marcadores foram eficientes
em demonstrar as diferencas genéticas entre as duas espécies e para estabelecer
sua similaridade quando comparadas com outras do género.

Entre os marcadores estudados, os que apresentaram maior diversidade
intraespecifica foram os ITS. Em P. elegans, os sitios variaveis nao demonstraram
nenhuma relacdo com a distancia geografica entre as plantas, como ¢é
evidenciado no sitio 65, onde o individuo de Porto Alegre (E20) e o de Lavras do
Sul (E38) apresentam o mesmo nucleotideo (A), embora estejam separados por
260 quilometros, enquanto o individuo de Guaiba (E26) que esta a somente 34
quilometros do de Porto Alegre apresenta outro nucleotideo (C). Nem sempre a
variabilidade genética esta correlacionada com a distancia geografica, o que
sugere que outros agentes evolutivos, além da colonizacdo e do fluxo génico,
caracterizam estas espécies (Ford et al., 1998). Na comparacdo entre os

individuos de P. actinia, todas as diferencas encontradas nas sequéncias
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pertenceram apenas a planta de Curitiba (A17), ou seja, o local mais isolado
geograficamente dos outros. Alguns estudos filogenéticos baseados em
seqiéncias de ITS sugerem que, além de um alto potencial em nivel
interespecifico e intergenérico, estes marcadores apresentam uma taxa de
substituicao nucleotidica suficiente para gerar variabilidade intraespecifica
(Mayer & Soltis, 1999) mas, em muitos casos, com moderadas diferencas
populacionais (Quijada et al., 1998). A baixa diferenciacado entre populacdes pode
refletir uma origem recente ou niveis moderados de fluxo génico entre elas

(Batista et al., 2001).

5.2 Caracterizacido genética do hibrido

O perfil genético das duas espécies permitiu que os marcadores pudessem
caracterizar o hibrido entre P. actinia e P. elegans. Através das seqUiéncias dos
espacadores ITS foi possivel identificar 15 sitios variaveis (sitios que
apresentaram mais de um tipo de nucleotideo, heterozigotos) nesta planta. A
evolucao em concerto € a responsavel pela homogeneizacao dos ITS apds eventos
de hibridacao, sendo que em alguns casos este processo pode homogeneizar
totalmente as seqiiéncias, uma geracdo ap0s a combinacdo dos ITS parentais.
Esta homogeneizacao pode ser tendenciosa em direcao a bases ou sequéncias
parentais (Aguilar et. al, 1999).

Varios casos tém sido descritos em que a evolucdo em concerto nao €
efetiva, permitindo que os marcadores ITS identifiquem (através do padrao
aditivo de heranca) as espécies parentais que originaram hibridos interespecificos
recentes (Morrell & Rieseberg, 1998). A historia evolutiva da espécie endémica
Draba ladina (Brassicaceae), por exemplo, foi investigada através da variacao

intra e interespecifica de seqiiéncias de regides nao codificadoras do cpDNA e
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ncDNA (ITS). Além de D. ladina, foram analisados os seus provaveis genitores: D.
aizoides, D. dubia, e D. tomentosa. As sequéncias de ITS de D. ladina
apresentaram o padrao aditivo, estando presentes as copias de D. aizoides e D.
tomentosa, apoiando a hipodtese de origem hibrida desta espécie. O unico
haplotipo de cpDNA encontrado em D. ladina foi mais parecido com o encontrado
em D. tomentosa, sugerindo que esta € a espécie parental materna. Os resultados
sugerem que D. ladina € relativamente jovem e sua origem estaria associada a
eventos de hibridacado interespecifica, seguidos de poliploidizacao (Widmer &
Baltisberger, 1999).

As sequiéncias dos espacadores cloroplasmaticos trnL-trnF e psbA-trnH do
hibrido sao iguais as seqUiéncias obtidas para os individuos de P. actinia, nao
deixando duvidas de que esta foi a espécie doadora do genoma cloroplasmatico.
Apesar de estar em uma regidao muito rica em populacoes de P. actinia, o hibrido
estava no meio de uma populacdo de P. elegans. Toda a mancha de mato e
arredores do local onde foi encontrado o hibrido foi investigada, sendo que
nenhuma planta de P. actinia foi observada. Este fato abriu espaco para uma
série de discussoes.

Se a heranca cloroplasmatica das passifloras for de origem materna, como
a da maioria das angiospermas, teriam de ter ocorrido dois eventos de dispersao
a longa distancia: primeiro o pélen de uma P. elegans teria de ser levado até uma
P. actinia e, depois de formados os frutos, as sementes destes teriam de ser
dispersas para longe da planta mae, tendo sido depositadas justamente ao lado
de outras P. elegans. Cain et al. (2000) ressaltam que, embora raros, os eventos
de dispersdao a longa distancia possuem uma importancia critica em plantas,
podendo influenciar a dinadmica populacional, a evolucdo de populacdes, a
expansdo de espécies invasoras e a diversidade de comunidades ecologicas.

Eventos de dispersdo a longa distancia podem ocorrer de diversas maneiras,
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incluindo vertebrados (por adesao ou ingestdo), vento (durante tempestades),
agua ou, indiretamente, pelo substrato. Mas ha muita falta de informacao sobre
estes eventos, pois eles sao dificeis de se mensurar. Os métodos genéticos tém
sido bastante utilizados para monitora-los, sendo os marcadores
cloroplasmaticos os mais indicados neste tipo de estudo (pela heranca
uniparental materna). Um exemplo € o do género Microseris, onde a analise de
marcadores de cpDNA comprovaram a dispersdo intercontinental e subsequiente
radiacao adaptativa (Vijverberg et al., 1999). O uso de marcadores moleculares
permite a identificacdo destes eventos em espécies que aparentemente nao
possuem adaptacoes para dispersao a longa distancia (Hagen et al., 2001).

Mas a hipotese mais econdémica para a origem do hibrido seria a de que
uma planta de P. elegans tivesse sido fecundada pelo polen de uma P. actinia.
Para isso, a heranca cloroplasmatica nestas espécies teria que ser paterna. Diz-
se que na maioria das angiospermas a heranca de plastideos e mitocondrias €
estritamente materna, mas a falta de marcadores fenotipicos e o uso de
pequenas amostras podem ter influenciado esta visdo, atualmente dominante.
Além disso, a maioria dos trabalhos utiliza plantas cultivadas e ornamentais, o
que impede o entendimento das razbées evolutivas para estes padroes de heranca,
pois durante a domesticacdo pode haver selecao nos sistemas reprodutivos (como
a macho esterilidade) ou mudancas na interacao plastoma/genoma resultante de
hibridacao (Reboud & Zeyl, 1994). Através dos marcadores moleculares tém sido
descritos varios casos de heranca cloroplasmatica paterna. O modo de heranca
do cpDNA do género Larrea (Zygophyllaceae), por exemplo, € uniparental paterno,
e pode ser identificado através da amplificacdo de trés fragmentos de cpDNA
(Yang et al., 2000). Mas ha também grupos em que o padrao de heranca
cloroplasmatica ndao € uniparental, como no caso da espécie Turnera ulmifolia,

onde cruzamentos controlados e marcadores moleculares de cpDNA
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identificaram 64% das plantas com heranca paterna, 19% materna e 17%
biparental (Shore & Triassi, 1998). A analise de 603 pb de cpDNA do hibrido
encontrado neste trabalho, ndo apresentou qualquer heterozigoto, sugerindo
heranca uniparental de cloroplasto nas espécies em questao.

O acompanhamento do hibrido podera contribuir com varias informacoes
sobre a biologia reprodutiva e as caracteristicas moleculares destas espécies.
Experimentos com cruzamentos poderdao ser realizados, uma vez que o hibrido €
bem sucedido, produz flores, frutos e sementes férteis e encontra-se ao lado de
outros individuos de P. elegans bem estabelecidos. Através destes cruzamentos,
sera possivel analisar a progénie resultante do retrocruzamento com P. elegans
em relacito ao modo de heranca cloroplasmatica e ao processo de
homogeneizacao (evolucao em concerto) das seqiiéncias de ITS apos eventos de
hibridacdo. O modo de heranca do cpDNA pode ser facilmente detectado através
do sequienciamento dos marcadores cloroplasmaticos utilizados neste estudo,
pois as espécies possuem diferentes haploétipos. E para a analise da velocidade e
das tendéncias da evolucdo em concerto é indicada a clonagem dos fragmentos
amplificados de ITS para uma melhor caracterizacdao da variacao intragendomica

(Campbell et al., 1997; Ritland et al., 1993; Widmer & Baltisberger, 1999).

5.3 Variacao interespecifica: implicacoes evolutivas e taxonomicas

As espécies escolhidas para as comparacoes interespecificas pertencem ao
subgénero Passiflora: P. galbana e P. jilekii pertencem a mesma série de P. actinia
(Simplicifoliae), e as espécies P. amethystina, P. caerulea, P. eichleriana e P.
tenuifila & mesma série de P. elegans (Lobatae). P. sidaefolia (série Imbricatae) foi
incluida na analise pelo seu alto grau de similaridade genética (Muschner, 2001)

e morfologica com P. actinia e P. elegans.
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Neste estudo, observou-se o agrupamento genético de P. actinia e P.
elegans, que, apesar de apresentarem muitas caracteristicas morfologicas e
ecologicas em comum, estdo classificadas em diferentes séries do subgénero
Passiflora (Killip, 1938). Ha varias evidéncias de que a classificacao destas séries
seja artificial e puramente taxonomica, pois foram utilizados caracteres
distintivos como folhas e bracteas, que apresentam forte interacdo ambiental e
alto grau de variabilidade, podendo ser compartilhados por convergéncia de
forma e nao por ancestralidade comum. Varios trabalhos tém apresentado
incongruéncias entre a classificacdo taxondmica e resultados das analises de
marcadores genéticos (McKinnon et al., 1999; Shaw & Allen, 2000).

Nos trés marcadores foram encontrados sitios nucleotidicos que indicam
as estreitas relacoes filogenéticas entre P. actinia e P. elegans. Sao eles: uma
insercao/delecao de 34pb (st.260-292) e uma substituicdo (st.258) em ITS; uma
insercao/delecao de Spb (st.263-268) e duas substituicoes (st.196 e 230) em
trnL-trnF; e cinco substituicées nas sequiéncias de psbA-trnH (st.116, 172, 181,
189 e 283). Estes sitios sdo conservados nas outras espécies (exceto em P.
sidaefolia), estando igualmente modificados em P. actinia e P. elegans. As
mutacoes encontradas nos sitios 96 (insercao/delecao), 99 e 100 (substituicoes)
de ITS s6 foram compartilhadas por P. actinia e P. elegans. Um aspecto
interessante destes sitios € que todas as plantas de P. elegans e P. actinia do RS
sdo iguais, mas o individuo A17 de Curitiba é diferente (apresentando seqiiéncia
igual a das outras espécies), sugerindo que as modificacdes destes sitios devem
ser tipicas das linhagens do RS. A regidao da posicao 227 de psbA-trnH também
indica a proximidade filogenética de P. actinia e P. elegans, pois € marcada por
uma série de repeticoes diretas de T, onde alguns individuos de P. elegans
possuem 10 repeticoes e outros 9, os de P. actinia 8, os de P. sidaefolia 7 e as

demais espécies 5. Este tipo de repeticao ja foi observada neste marcador com
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outras espécies (Aldrich et al., 1988). Em ITS foram encontrados 6 sitios
autopomorficos (st. 76, 157, 173, 212, 254 e 256) em P. elegans, que indicam a
diferenciacdo genética desta espécie, apesar do provavel pouco tempo de
divergéncia evolutiva.

As pequenas mutacoes de tamanho (1-10pb) sdo mais freqlientes e
geralmente sao encontradas proximas de pequenas repeticoes de seqiiéncia. Elas
podem ser causadas por “slipped-strand mispairing” durante a replicacao e o
reparo. As mutacdes de tamanho maior (10-1000pb) sdo menos freqlientes e sdo
provavelmente causadas por recombinacdo (Van Ham et al, 1994). As
insercoes/delecbes maiores que 4pb sao consideradas altamente informativas
filogeneticamente, além de serem praticamente livres de homoplasia (Mes & Hart,
1994). No presente estudo, a maioria das mutacdes observadas foram
substituicoes pontuais, tendo sido encontradas também algumas mutacdes
maiores que 4pb como a insercao/delecao de 34pb (st.260-292) em ITS.

Nas matrizes de distancia-p (Kimura) dos trés marcadores fica evidente o
alto grau de relacionamento genético entre P. actinia e P. elegans em comparacao
com as outras espécies. Cabe ressaltar que o grau de similaridade genética
encontrado entre P. elegans e P. actinia s6 foi comparavel ao grau de
relacionamento das duas com P. sidaefolia. As distancias encontradas em ITS
representaram a separacao geografica (P. sidaefolia ocorre nos estados de MG, SP
e RJ) e, possivelmente, a ordem evolutiva da divergéncia das trés espécies, onde
se estabelece uma relacao de proximidade em que P. actinia € muito semelhante
a P. sidaefolia e P. elegans, e estas ultimas geneticamente mais distantes,
podendo-se cogitar que P. actinia deu origem as outras duas. Nos marcadores
cloroplasmaticos a relacao entre P. elegans e P. sidaefolia se estreitam, sugerindo
que estes marcadores variam menos e retém por mais tempo as relacoes de

ancestralidade. Os padroes de variacdo genética do cpDNA nem sempre
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correspondem aos da variacdo morfolégica e distribuicdo geografica, mas podem
ser o resultado da manutencao da sequiéncia do cpDNA através do evento de
especiacao que deu origem as espécies em questdao (Masongamer et al., 1995).

A grande similaridade genética de P. actinia e P. elegans foi concordante
com as analises realizadas por Mega (2002), que estabeleceu as relacoes
filogenéticas de 14 espécies de Passiflora do RS, através da analise de 90
caracteres morfologicos. Esta analise separou os subgéneros Passiflora e
Decaloba, mas em geral a consisténcia dos agrupamentos dentro dos subgéneros
foi baixa. Na arvore consenso construida no programa PAUP pelo método da
parcimonia, o maior indice de consisténcia foi o do agrupamento entre P. actinia

e P. elegans (77%, para um bootstrap de 100 replicacoes).

5.4 O processo de especiacio: a evolucao dos genes no espaco € no tempo

Para entender como os organismos evoluiram, € preciso colocar as
caracteristicas genéticas num contexto espacial e temporal, congruentes com as
regides geograficas particulares e os eventos geologicos ocorridos nestas (Hewitt,
2001).

As filogenias construidas através de seqiiéncias de DNA podem esclarecer
os processos envolvidos na evolucao morfologica e ecologica dos caracteres,
sendo que a utilizacdo de varios genes descreve mais adequadamente estes
processos. As comparacoes de sequéncias de DNA homologas podem ser
importantes na definicao de espécie de determinados grupos, pois o padrao de
coalescéncia e os eventos mutacionais observados representam as relacoes
genealogicas, tracando a historia da molécula de DNA ancestral (Hewitt, 2001;

Templeton et al., 2000).
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Wu (2001) sugere que os genes mais adequados na investigacao de
processos de especiacdo sdo os responsaveis pelas caracteristicas adaptativas do
organismo em questdo. A adaptacdo diferencial pode ser definida como a
divergéncia entre alelos que possuem efeitos opostos no valor adaptativo de duas
populacoes. Mas os genes diretamente responsaveis pela adaptacao diferencial e
isolamento reprodutivo raramente sdo conhecidos nos casos estudados, sendo
que a maioria dos estudos genéticos de diferenciacdo de espécies utiliza outros

marcadores, como sequUéncias de DNA, aloenzimas e microssatélites.

5.5 O processo de especiacao de P. actinia e P. elegans: possiveis relacoes

com a imigracao da Mata Atlantica

A correlacao entre os dados de distribuicdo geografica atual, histéria
geologica da regidao, morfologia e variabilidade genética sugerem que P. elegans
tenha derivado de populacdes ancestrais de P. actinia. Esta ultima é tipica da
Mata Atlantica, portanto, suas populacoes devem ter passado pelas mesmas
transformacoes ambientais que esta formacdao passou durante o seu
estabelecimento no RS. Sabe-se que as espécies florestais migraram de forma
esparsa, isolando populacgoes e criando condicdes favoraveis para a diferenciacao
destas e até para possiveis eventos de especiacao. O padrao de distribuicao de P.
actinia e P. elegans sugere que este processo deve ter ocorrido nas areas mais
interiorizadas, pois nestas regides, as populacdes ancestrais estiveram sujeitas a
diferentes pressoes seletivas (menor umidade, por exemplo), tendo que sofrer
adaptacoes para o processo de colonizacao (anexo 5). Algum fator ainda impede a
expansao das populacoes de P. actinia para o interior do Estado, enquanto as

populacoes ancestrais de P. elegans tiveram que sofrer adaptacoes para explorar
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os novos ambientes do interior, embora tenham mantido sempre uma condicao
ancestral de dependéncia de areas florestais e de umidade (matas de galeria).

Salomon (2001) sugeriu um modelo de especiacao alopatrica que é
compativel com os padroes de distribuicao das espécies P. actinia e P. elegans. As
populacoes ancestrais teriam migrado de forma descontinua, formando isolados
constituidos por poucos individuos. Isto permitiria a acdo da deriva genética
e/ou do endocruzamento, que poderiam gerar a diferenciacdo genética ao longo
do tempo. A volta a situacdo de contato condicionaria conseqtiéncias diversas.

Se ha uma estreita faixa de simpatria, onde o contato entre as populacoes
diferenciadas é restrito, com pouca ou nenhuma hibridacdo, é possivel que os
dois taxa sejam competidores ecologicos. Esta propriedade explica por que
individuos de diferentes taxa excluem um ao outro espacialmente, permanecendo
parapatricos. Este provavelmente € o caso de P. actinia e P. elegans, pois se nao
houvesse nenhum impedimento para a simpatria destas espécies (ocupam o
mesmo habitat) poderia haver uma ampla area de intergradacao entre as zonas
alopatricas, com a presenca de varios hibridos.

Ha muitos debates sobre a origem das zonas hibridas, pois estas podem
ser o resultado de divergéncia primaria ou de contato secundario. Analises das
sequiiéncias de DNA que revelam genomas distintos nas zonas hibridas podem
indicar contato secundario (Hewitt, 2001). Esta informacdo comparada com os
resultados obtidos para P. actinia e P. elegans, reforca a hipotese de que elas
tenham surgido em alopatria e que a zona hibrida incipiente foi formada por
contato secundario.

Varios outros trabalhos utilizam dados genéticos para confirmar hipoteses
deste tipo (Batista et al.,, 2001; Francisco-Ortega et al., 2001; Hardig & Soltis,
1999; Zhang et al., 2001). Nas espécies insulares endémicas Lilium longiflorum e

L. formosanum, por exemplo, informacoes sobre a variabilidade genética
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combinadas com outros dados biologicos e informacodes geohistoricas, sugerem o
periodo geologico no qual as espécies se estabeleceram (final do Plioceno, quando
a distribuicdo ainda era continua com o Continente Asiatico) e que L.
formosanum derivou das populacdoes do sul de L. longiflorum (Michikazu, et al.
2001). Ja a grande similaridade genética entre Senecio nebrodensis (endémica) e
S. viscosus (ampla distribuicao na Europa) quando comparadas com outras
espécies do género, sugere que este grupo irmao represente uma espécie genitora
e outra derivada e que a origem desta seja recente (Purps & Kadereit, 1998). A
historia filogenética de espécies alopatricas do mesmo género (Cyclamen) também
foi acessada através de sequiiéncias do cpDNA. Os dados sugeriram evolucdo em
alopatria e definiram os possiveis limites geograficos onde as espécies divergiram.
Neste trabalho, assim como o encontrado em P. actinia e P. elegans, em apenas
um dos locais amostrados foi observada introgressdo cloroplasmatica de uma
populacao pela presenca de populacoes relictuais de outra espécie, evidenciando

as fracas barreiras reprodutivas (Gielly et al., 2001).

5.6 Fatores que podem ter influenciado a manutencao do padrao atual de

distribuicao

Uma das caracteristicas mais marcantes em P. actinia e P. elegans é que,
apesar da extensiva amostragem das areas limitrofes de distribuicdo, em
nenhum local de coleta elas foram observadas em simpatria. Além disso, em um
estudo paralelo com dez marcadores de microssatélites de cloroplasto, 88
individuos das duas espécies foram analisados. Para um dos marcadores, nao se
observa variabilidade intraespecifica, mas as duas espécies diferem em padrao de

amplificacao, sendo que o individuo E56 apresentou o mesmo padrdao dos
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individuos de P. actinia, diferente dos demais individuos de P. elegans coletados
no mesmo local que ele. A existéncia de um hibrido bem sucedido e fértil no local
onde P. actinia e P. elegans foram encontradas mais proximas sugere que as
barreiras reprodutivas para o cruzamento entre as duas sao fracas. Nao ha
segregacao floral e temporal, pois as flores sdao extremamente parecidas,
florescem na mesma época e atraem os mesmos tipos de polinizadores (durante a
realizacao do presente estudo foram observadas mangavas, totalmente cobertas
por polen, em flores de P. elegans, sendo que estes foram demonstrados como os
principais polinizadores de P. actinia por Prazeres, 1989). Além disso, as duas
espécies possuem o mesmo numero cromossomico (2n=18, N.F. de Melo,
comunicacao pessoal), diminuindo o risco de erro no pareamento cromossomico
durante as divisoes celulares. Na mesma linha de argumentacao de Milne et al.
(1999), sugere-se que estes fatos indicam que as barreiras que impedem a
existéncia de uma zona hibrida sdo externas e que o processo que separou as

duas espécies deve ter ocorrido em alopatria.

As zonas hibridas podem ser afetadas por uma série de fatores como
altitude, tipo de solo (fatores edaficos), pluviosidade e relacdes ecologicas. A
formacdo de uma zona hibrida implicaria na competicdo entre os hibridos e as
espécies parentais, sendo que os hibridos poderiam sofrer pressdes seletivas
dependentes ou independentes do ambiente. Como exemplo, pode-se citar o caso
de Prunella (Lamiaceae), onde ha uma pequena zona de simpatria e hibridacao
que € determinada por gradientes de altitude, profundidade do solo e quantidade
de agua (Fritsche & Kaltz, 2000).

A comparacdo da altitude de alguns dos locais amostrados (tabela 10)

revela que nao ha uma segregacao de altitude nas espécies analisadas. Assim, P.
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elegans foi encontrada em regides variando entre 10 m e 450 m de altitude,
enquanto os valores correspondentes para P. actinia foram de 29 m a 912 m.

A pluviosidade poderia ser um dos fatores limitantes para a expansao de
populacoes de P. actinia para o interior do Estado, pois € uma espécie tipica de
encosta, portanto sujeita a constantes chuvas orogénicas. Mas este nao € o caso
de todas as populacdoes observadas desta espécie, que também ocorreram em
locais com indices de precipitacao similares aos de locais de ocorréncia de P.
elegans.

Diferentes espécies de plantas podem estar adaptadas a solos com
caracteristicas quimicas e fisicas especificas. Estas diferencas podem influenciar
o padrao de distribuicao geografica e até levar a especiacao. Estudos baseados
em dados morfolégicos, bioquimicos e fenologicos em Lasthenia californica
(Asteraceae) revelaram a existéncia de duas racas. A distribuicao geografica das
racas € adjacente, com alguns pontos de simpatria. Foram encontradas
diferencas significativas na composicao dos solos ocupados pelas mesmas e, em
experimentos em casa de vegetacdo, as racas tiveram respostas diferentes
(crescimento e floracdo) as condicdoes edaficas. Isto deve ter contribuido para a
manutencdao do padrao de distribuicao através dos anos, sugerindo que os
fatores edaficos podem estar levando a um processo de especiacado (Rajakaruna &
Bohm, 1999).

Para verificar a possibilidade de que a distribuicao de P. actinia e P.
elegans esteja ligada a fatores edaficos, a regiao limitrofe das espécies foi
investigada quanto a composicao do solo (figura 4). Esta regiao € um classico
divisor de solos do RS (limite do derramamento basaltico da Serra Geral), o que
poderia influenciar na dispersao de espécies de plantas. A maior parte dos
pontos de coleta de P. actinia estdo localizados na Serra Geral e

consequentemente em solos basalticos, enquanto P. elegans nao parece ter
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nenhum tipo de preferéncia, ocupando regides com diferentes composicoes
edaficas. Apesar disso, nao foi observada uma segregacao edafica total, com
populacoes de ambas as espécies ocorrendo nos mesmos tipos de solo.

A competicao também pode influenciar fortemente os padroes de
distribuicdo, a abundancia relativa, a diversidade de espécies e a estrutura de
comunidades. A capacidade competitiva € extremamente importante no
requerimento de habitats e/ou areas geograficas para espécies endémicas de
plantas. Para entender as causas destes endemismos, o melhor é comparar
espécies relacionadas, podendo controlar caracteristicas historicas e evolutivas
dissimilares. Com este objetivo, um estudo comparou as capacidades
competitivas de Solidago shortii e S. altissima (Asteraceae). As folhas de S.
altissima (com ampla distribuicao) sao relativamente maiores, sendo, portanto
mais eficientes que as de S. shortii (que € endémica) na receptacdo de luz e na
producao fotossintética. Entretanto, o fato de S. shortii ter uma area foliar menor
e uma maior porcentagem de alocacado de reservas para as raizes, torna-a mais
adaptada para viver em ambientes secos e rochosos, nos quais S. altissima nao
consegue se estabelecer (Walck et al, 1999). Aparentemente, P. actinia e P.
elegans possuem as mesmas habilidades competitivas, pelo menos no que se
refere a atracao de polinizadores e ocupacdo do habitat. Mas se as espécies foram
originadas em alopatria, e atualmente ha uma zona de simpatria incipiente, fica
dificil para uma planta jovem competir com plantas adultas ja estabelecidas, pois
estas ocupam grandes dimensdes, dificultando a captacdao de luz por um
individuo menor. Talvez por isso, apesar da extensiva amostragem da regido
limitrofe, s6 tenha sido encontrado um hibrido, o qual se estabeleceu com grande

sucesso ao lado de varias outras plantas de P. elegans.
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5.7 Consideracoes finais

Cada linhagem de planta possui uma histéria Unica de modificagoes
genéticas, morfologicas e ecologicas, de interacées com outras espécies e com o
ambiente fisico, o que condiciona padrées diferenciais de migracdo e colonizacao
de habitats.

A morfologia ainda € a fonte mais acessivel de dados sobre as relacoes
filogenéticas e € a Gnica base para o reconhecimento de espécies hoje em dia. As
unidades taxondmicas estabelecidas sao apenas hipoteses abertas, para serem
repetidamente testadas com novos dados e métodos de analise (Judd et al.,
1999).

Balduino Rambo, um dos maiores estudiosos da flora do RS, pesquisou
profundamente a migracao das matas tropicais no Estado. Ele questionava como
e quando estes eventos aconteceram e quais as consequéncias para a diversidade
floristica, e chegou a discutir as possiveis razdoes para que apenas 14% das
espécies da flora de Porto Alegre sejam tipicamente pluviais, sendo que a Floresta
Ombrofila da escarpa da Serra estda ha menos de 50 quiléometros. Uma das
hipoteses levantadas por ele € que, quando a Floresta Ombroéfila estava invadindo
o RS pelo talude da Serra, existia entre este e os morros tipicos da regiao de
Porto Alegre e da Serra do Sudeste um isolamento ocasionado pela invasao do
mar. Mesmo depois da retirada da agua, perduraram as circunstancias adversas
para a migracdo da Mata Ombrofila e, lentamente, a regido ficou apta para a
ocupacao deste tipo de mata. Sugere também, que este isolamento poderia ter
proporcionado uma série de endemismos, mas esta hipotese é descartada em
Rambo (1954).

Com relacao a formacdo de endemismos a partir destas formacoes, ele

afirmava (Rambo, 1951): “Em continuagdo desta cadeia de pensamentos, seria de
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sumo interesse verificar, se esta selva imigrada produziu, no RGS, depois de sua
migracdo, espécies novas e proprias, inexistentes no resto da drea. Embora seja
dificilimo operar com dados incompletos, parece que tal nédo foi o caso.”

“Em primeiro lugar, os elementos exclusivos das duas frentes de contato,
pertencentes as mais variadas familias e grupos ecolégicos, sdo, sem excecdo,
comuns a uma grande parte da drea geral, isto é ndo se modificaram
sistematicamente depois da imigrac¢do.”

“Em segundo lugar, em todos os casos, onde os conhecimentos sobre a drea
de distribuicdo sdo suficientes, pode verificar-se a existéncia dos elementos
florestais fora da drea do Estado.”

Para defender suas teorias ele utiliza o género Passiflora como exemplo: “A
tinica do género que parece endémica no RGS e no sul de Misiones é P. elegans
Mart., mas esta ndo é da selva, sendo da matinha mirtdcea.” A favor disto, cita
alguns outros géneros, cujos representantes riograndenses, estdo nas mesmas
condicoes das passifloras silvestres: Cordia, Heliconia, Myrocarpus, Apuleia, etc.

“Se portanto, é licito, sobre base incompleta formular uma extrapolacado,
parece provavel que nenhuma espécie florestal é endémica no RS.”

Os resultados aqui apresentados sugerem que, de certa forma, B. Rambo
estava correto: a expansao da Mata Atlantica nao originou uma espécie endémica
no Estado que tenha se expandido para o norte, mas houve sim o surgimento de
uma espécie endémica e florestal a partir da Mata Atlantica; esta espécie
colonizou areas novas, nas quais a sua espécie ancestral ndo conseguiria se

estabelecer.
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6. Resumo e Conclusoes

Em estudos prévios sobre a filogenia de Passiflora, as espécies P. actinia e P.
elegans destacaram-se pela sua grande similaridade genética, apesar de sua classificacao
em séries taxondomicas distintas. As duas espécies apresentam distribuicao geografica
muito diferente. Enquanto P. actinia é encontrada em areas de Mata Atlantica desde o
estado do Espirito Santo até o Rio Grande do Sul (RS), P. elegans esta restrita ao RS e a
poucas regides limitrofes. Para melhor avaliar as relacdes evolutivas entre estas duas
espécies foram realizadas coletas intensivas em todo o estado e desenvolvidos testes
quanto as seqUiéncias dos espacadores intergénicos cloroplasmaticos trnL-trnF e psbA-
trnH, e dos espacadores transcritos dos genes ribossomais nucleares ITS de plantas de
diferentes localidades. As analises revelaram uma baixa variabilidade intraespecifica, e
evidenciaram um perfil genético proprio a cada espécie. Nas comparacoes
interespecificas, foram utilizadas seqUéncias de espécies do subgénero (Passiflora)
estudadas previamente, pertencentes as séries Simplicifoliae e Lobatae, as mesmas de P.
actinia e P. elegans, respectivamente. Nos trés marcadores as menores distancias
genéticas encontradas foram entre estas duas espécies, sugerindo o pouco tempo de
divergéncia entre elas. Estas comparacdes ndo mostraram diferencas marcantes nas
diversidades dentro e entre as duas séries, indicando similaridade genética entre elas.
Apesar da intensa amostragem realizada na area limitrofe das distribuicoes de P. actinia e
P. elegans, somente foi encontrado um hibrido entre as duas. Além do fenétipo
morfolégico intermediario, o hibrido poéde ser reconhecido através das suas
caracteristicas genéticas, o espacador nuclear ITS apresentando padrao aditivo nos sitios
variaveis destas duas espécies; as sequéncias dos marcadores cloroplasmaticos foram
iguais as de P. actinia, indicando que esta é a espécie doadora deste genoma. Os padrodes
genéticos e geograficos destas duas espécies sugerem que o processo de especiacao que
se desenvolveu entre as duas seja recente e tenha ocorrido em alopatria, estando
provavelmente ligado aos eventos geolégicos do Holoceno que influenciaram a migracao
da Mata Atlantica no RS. A investigacdo das caracteristicas abiéticas das regides de
ocorréncia das espécies ndo apresentou grandes dissimilaridades, podendo indicar que a
atual segregacao espacial deva-se a fragmentacdo florestal ou que haja exclusao

competitiva entre elas, pois apresentam nichos ecologicos muito semelhantes.

82



Aline P. Lorenz

7. Summary and Conclusions

In previous studies of Passiflora phylogeny, P. actinia e P. elegans showed a high
genetic similarity, despite the fact that they had been classified in distinct taxonomic
series. The two species present a very different geographical distribution. While P. actinia
is found in the Atlantic Rain Forest from the state of Espirito Santo up to Rio Grande do
Sul (RS), P. elegans is restricted to RS and to few neighboring regions. To better evaluate
the evolutionary relationships between the two species intensive collections were made in
all state and tests performed in relation to the chloroplast intergenic spacer sequences
trnL-trnF and psbA-trnH, as well as to the nuclear ribosomal transcribed spacers ITS
genes from plants of different localities. The analyses revealed a low intraspecific
variability, and indicated a genetic profile characteristic of each species. In the
interspecific comparisons sequences of species from the Passiflora subgenus previously
studied, belonging to the Simplicifoliae and Lobatae series to which P. actinia e P. elegans
respectively belong, were utilized. In the three markers, the lowest genetic distances
found occurred between the two species, suggesting a low divergence time between them.
These comparisons did not show marked differences in the intra e interseries
variabilities, indicating genetic similarity between them. Despite the thorough sampling
made in the border distribution of P. actinia and P. elegans, only one hybrid between the
two was found. Besides the intermediate morphological phenotype, the hibrid could be
recognized by its genetic characteristics, since the ITS nuclear spacer presented an
additive pattern in the variable sites of the two species; the chloroplast marker sequences
were equal to those of P. actinia, indicating that it is the donating species for this genome.
The genetic and geographic patterns of these two species suggest that the especiation
process which took place between the two was recent and that it occurred in allopatry,
probably being connected to the Holocene geologic events which influenced the migration
of the Atlantic Rain Forest in RS. The investigation of the abiotic characteristics of the
species'regions of occurrence did not present high dissimilarities, which could indicate
that the present spatial segregation could be due to forest fragmentation, or that there is

competitive exclusion between them, since they have very similar ecological niches.
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9. Anexos

Anexo 1. Fotos de diferentes estagios de desenvolvimento de
P. elegans: planta jovem (A) e caule de uma planta adulta (B).
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Anexo 2. Comparacéao da forma da folha entre P. actinia (A), P. elegans
(E) e o individuo E56 (B, C, D). Material proveniente de folhas

exsicatadas.

Anexo 3. Foto de um ramo do individuo E56, coletado em Santo

Antonio da Patrulha — RS.
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Anexo 4. Fotos das flores de P. actinia (A), P. elegans (B) € do
individuo E56 (C).
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DIAGRAMA MORFOLOGICO

TLABONALAD [ DESENMD: Milkdh EAIONS s

ALTITUDES

Anexo 5. Representacdo esquematica do mapa do RS indicando:
setas brancas - local de entrada e direcao de dispersdo da Mata
Atlantica no Estado; \ provavel regido de divergéncia entre as
espécies P. actinia € P. elegans; setas amarelas — provaveis rotas de

colonizac¢ao do interior do Estado por P. elegans.
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