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Introducao

As plantas do género Passiflora (Familia Passifloraceae), sdo em sua
maioria trepadeiras, apresentando estruturas especializadas como
gavinhas, nectéarios extraflorais e flores caracteristicas. Sao conhecidas
popularmente como maracujas, nome tupi-guarani que significa fruta de
chupar (Giavina-Bianchi et al., 1997).

A descoberta do género ocorreu durante a expansao européia no
Novo Mundo. Nos séculos XVI e XVII foi a planta americana que causou
maior admiracdo aos colonizadores espanhéis. A denominacao Passiflora
(flor da paixao) foi dada por seus primeiros conhecedores catélicos que
relacionaram suas estruturas florais com alguns instrumentos da paixao
de Cristo (Cervi, 1997).

O Brasil € o principal centro de dispersado do género. E. P. Killip em
1938 reconheceu 350 espécies de Passiflora para a América, sendo 101
delas citadas para o Brasil. Algumas espécies possuem grande importancia
econdmica, principalmente P. edulis e P. alata, sendo utilizadas na
producdo de sucos e outros itens alimentares, enquanto outras sao
utilizadas como plantas medicinais ou ornamentais, sendo bastante
cultivadas pelos brasileiros.

Devido ao grande numero de espécies ¢ a complexidade de suas
estruturas florais e vegetativas a taxonomia do grupo € bastante
complicada. Os estudos taxondémicos classicos utilizaram caracteres
morfologicos para determinar a sistematica do grupo, embora restem
varios aspectos a serem elucidados.

Atualmente os marcadores moleculares tém sido amplamente
utilizados em estudos filogenéticos, principalmente apés o advento da
técnica de PCR (polymerase chain reaction). Depois do surgimento das

técnicas de seqlienciamento de DNA, houve uma explosdo de analises
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baseadas em dados moleculares, pois estes fornecem uma enorme
quantidade de dados filogeneticamente informativos. A escolha do tipo de
marcador € de grande importancia nestes estudos. As regides nao
codificantes sao mais usadas em estudos de niveis taxonémicos baixos,
pois nao sao funcionais, estando livres para variar e fornecendo um maior
numero de caracteres informativos por unidade seqliienciada (Small et al.,
1998). No estudo de taxa superiores, as seqliéncias a serem analisadas
podem ser de regioes codificantes, que sofrem uma alta pressao seletiva,
sendo portanto mais conservadas.

O estudo de diferentes marcadores moleculares fornece resultados
mais reais sobre a filogenia do grupo estudado, ja que filogenias baseadas
em um Unico marcador molecular representam principalmente a evolucao
da seqliiéncia e nao necessariamente das espécies estudadas. Este
argumento € especialmente relevante para o DNA de organelas que sao
herdadas maternalmente, qualquer hibridizacdo poderia conduzir a uma
evolucdo reticulada dentro de um taxon, distorcendo a filogenia. Para
evitar-se isso, recomenda-se usar diferentes marcadores, sendo pelo
menos um de DNA nuclear (Kass & Wink, 1997).

O espacador intergénico de DNA cloroplasmatico localizado entre os
genes trnL e trnF (figura 1) € atualmente a regido nao codificante do
cpDNA mais utilizada em estudos filogenéticos (Sang et al.,, 1997). O
cpDNA apresenta sua organizacao estrutural, tamanho e sequéncia
bastante conservados evolutivamente (van Ham et al., 1994). Os genes
nucleares apresentam taxas evolutivas cerca de trés a seis vezes maiores
que o cpDNA (Small et al.,, 1998), mas a utilizacdo de regiées néao
codificantes do cpDNA torna possivel a utilizacao deste para inferéncias
em filogenias de taxons inferiores.

O estudo do DNA cloroplasmatico tem sido vastamente utilizado
para a construcao de filogenias. Dentre as seqiiéncias codificadoras mais
utilizadas estdo os genes rbcL (codifica a subunidade maior da proteina
RUBISCO, Clegg, 1993), ndhF e matK (Gielly et al.,, 1996). Em alguns



trabalhos estes marcadores ndo forneceram variacdo suficiente para a
resolucho da filogenia do grupo estudado, sendo entdo comparados com
sequiéncias nao codificantes (como os espacadores intergénicos trnL - trnF
e atpB - rbcL , € o intron do gene trnL). No estudo comparativo da evoluc¢ao
do gene rbcL e do espacador atpB - rbcL da tribo Rubiae (Rubiacéae), 0
resultado nao foi o esperado. O gene rbcL apresentou uma maior variacao
que o espé(;ador, levantando a hipoétese que este evolui mais lentamente
porque apresenta em sua seqliéncia regioes filogeneticamente importantes
que sofrem uma pressdo seletiva maior que a esperada, devendo ter
alguma funcao estrutural ou de regulacao ainda desconhecida. Apesar
disto a arvore filogenética baseada no espacador foi mais congruente com
a arvore baseada em dados morfolégicos (Manen & Natali, 1995). No
trabalho realizado com a familia Acanthaceae, o intron do gene trnL foi
comparado com o espacador trnL — trnF e foi verificado que o espacador,
apesar de ser menor que o intron, apresentou um maior numero de
variacoes parcimoniosas e informativas. Este resultado ja foi encontrado
em estudos com outros grupos de plantas, sugerindo que o intron sofre
uma maior pressao seletiva que o espacador (Mac Dade & Moody, 1999).
Em outro estudo, utilizando estes mesmos dois marcadores mas com
tribos da familia Asteraceae, foram obtidos resultados congruentes com as
primeiras hipoteses filogenéticas, que foram baseadas em dados
moleculares e morfologicos. Utilizando um numero relativamente pequeno
de pares de base, produziram filogenias com resolucao comparavel a das
filogenias baseadas em regides codificantes bem conhecidas como rbecl e
ndhF, com a vantagem de serem mais faceis de amplificar e seqlienciar
(Bayer & Starr, 1998). Na comparacdo da seqiiéncia do intron trnL — trnF
de espécies da familia Crassulaceae, foi deteétada um Gnica delecéo de 70
pb no espacador (além de varias outras de menor tamanho, mas
informativas) o que indicou a monofilia do grupo estudado. Esta delecdo
ocorreu no interior do espacador, permanecendo as bordas conservadas
(Mes & Hart, 1994).
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Figura 1: Representacdo esquematica da regiao do cpDNA onde se

encontra o espacador intergénico trnL — trnF.

Objetivos

> Objetivo Geral:

Contribuir para o conhecimento da filogenia de espécies brasileiras

de Passiflora através do estudo de sequiéncias do cpDNA
“» Objetivos Especificos:

Caracterizar a seqiiéncia do espacador intergénico trnL-trnF em
espécies brasileiras do género Passiflora;

Colaborar para a elucidacdo das questdes pendentes na sistematica
do grupo;

Contribuir para o conhecimento da biologia e genética de espécies

brasileiras de Passiflora.



O material analisado foi obtido de material herborizado de colecoes
particulares ou diretamente através de coletas na natureza. O DNA foi
extraido de folhas jovens obtidas durante as coletas ou obtidas através da
germinacdo das sementes em laboratério. Além de folhas também foi

extraido DNA de sementes.

Tabela 1: Espécies do género Passiflora utilizadas na analise.

P. actinia

P. alata

P. caerulea

P. elegans
P. foetida
P. galbana

P. incarnata

P. kermesina

PASSIFLORA
P. quadrangularis

P. setacea

P. tenuifila

~ P. capsularis
DECALOBA P. misera

P. morifolia

P. organensis

P. rubra

P. suberosa

DYSOSMIOIDES P. haematostigma

P. campanulata
ASTROPHEA P. setulosa




- Extracdao de DNA:

A extracao de DNA total das plantas crescidas em laboratorio e

de material fresco seguiu o método de Roy et al (1992) modificado, que

consiste em:

X

macerar 0,5 gramas de tecido com nitrogénio liquido (para evitar a
acdo de enzimas que possam interferir na qualidade do material
extraido), em gral, até a obtencdo de um material em po, transferindo-o

para tubos de microcentrifuga 1,7 ml;

. adicionar 1 ml de tampao de lise (10 mM de tris, 1,4 ml de NaCl, 20

mM de EDTA, 2% de 2-f-mercaptoetanol - BME, 2% de polivinil

polipirrolidona — PVP) e emulsionar;

. incubar o homogenado por 30 min a 65°C em banho-maria com

agitacao;

dividir o material em dois volumes iguais ¢ emulsionar o homogenado
lisado com igual volume de cloroférmio - élcool isoamilico (24:1) ¢
centrifugar a 12000 rpm por 15min; recolher a fase aquosa em um tubo
novo e agitar gentilmente até obter uma fase clara e homogénea;
adicionar igual volume de isopropanol gelado e 1/10 do volume de
acetato de sodio 3M e estocar a 4°C por 12 a 24 horas;

retirar o DNA com auxilio de um bastédo de vidro ¢ lava-lo com etanol

70% gelado;

. ressuspender o DNA em agua ultra-pura autoclavada por, 24 horas a

temperatura ambiente, quantificar e congelar a amostra.

A extracdo de DNA do material herborizado seguiu o protocolo de

extracdo de DNA com silica (Taberlet & Fumagalli, 1996), que consiste de:

L.

macerar 0,5 gramas de tecido com nitrogénio liquido (para evitar a acao

de enzimas que possam interferir na qualidade do material extraido),
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em gral, até a obtencdo de um material em po, transferindo-o para

tubos de microcentrifuga 1,7 ml;

. adicionar 1 ml de tampao L6 (GuSCN 10M; Tris-HCI 0,1M pH 6,4;

EDTA 20mM pH 8,0; triton X-100 1,3%) e agitar em vortex por 3 S;

3. incubar a 60°C por uma hora com agitac¢éo constante;

4. adicionar 50 pl de suspensdo de silica, agitar no vortex e incubar a

temperatura ambiente por 10 min;

. centrifugar durante 1 min a 14000 rpm,;
. lavar o pellet de silica 2x com tampéo L2 (GuSCN 10M; tris-HCI 0,1M

pH 6,4) - adicionar 1 ml, vortex e centrifugar. Centrifugar durante 4

minutos;

. lavar com etanol 100% (adicionar 1 ml, vortex e centrifugar).

Centrifugar durante 4 min;

8. secar o pellet por 10 min a 56°C;

9. ressuspender o pellet em 50 ul do tampao de eluicao (TE), agitar no

10.
11,
12,
13.
14.

15.

vortex;

incubar por 5 min a 60°C;

centrifugar por 2 min a 14000 rpm;

transferir o sobrenadante para um novo tubo;

repetir de 10 a 12;

centrifugar rapidamente por 2 min para detectar a presenca de
particulas excedentes de silica. Caso ocorra, transferir novamente o
sobrenadante para outro tubo;

estocar a 4°C (dias a semanas) ou -20°C (longo periodo).

= PCR

Para a amplificacio do marcador foram utilizados os primers

universais “e” e “f” (Taberlet et al., 1991), que sao baseados na sequi€éncia



consenso dos genes de tRNA adjacentes (altamente conservados) que

flanqueiam a regido nao codificadora (Quadro 1).

Quadro 1 : Sequiéncias dos primers para PCR e sequenciamento.

Primer e Primer f
5'GGTTCAAGTCCCTCT ATCCC? | STTTGAACTGGTGACACGAG?

A amplificacdo por PCR do espacador intergénico trnL — trnF seguiu
0 seguinte protocolo:

200 ng de DNA gendomico

tampao 1X

0,2 mM dNTP

< 1 mM de primer

25 mM de MgCl,

1,25 U de Taq polimerase GIBCO — BRL

agua destilada estéril para um volume final de 251

Condicoes de amplificacao (35 ciclos idénticos):

| 94°C por 1 min para desnaturacao;
55°C por 1 min para anelamento;

72°C por 1 min para alongamento.

Sendo feita uma desnaturacdo inicial a 94°C por 3 min, € uma

extensao final a 72°C por 5 min.
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Os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese horizontal em
gel de agarose 1%, corado com brometo de etidio e visualizados em
transiluminador de UV. Todos os produtos de PCR apresentaram banda

unica.

<> Quantificacdao do DNA

A quantificacao dos produto de PCR foi feita com o kit Low DNA
Mass Ladder (GIBCO-BRL). Para isso foi utilizado 4 pl da amostra (produto
de PCR) + 1 ul de BFB (com glicerol), € 4 ul do marcador + 1 ul de BFB
(com glicerol). As amostras foram submetidas a eletroforese horizontal em
gel de agarose 2% corado com brometo de etidio e visualizados em
transiluminador de UV. Para a quantificacao do DNA dos produtos de PCR,
as bandas das amostras foram comparadas com as do marcador de peso

molecular e sua concentrac¢ao e peso estimados.

=» Purificacdao enzimatica dos produtos de PCR

A purificacao enzimatica foi feita através do Kit de pré-

seqlienciamento da Amersham (US 70995).

Protocolo:

1. Misturar 5 ul do produto de PCR com 1 pl de EXONUCLEASE e 1 ul de
FOSFATASE ALCALINA. Estas enzimas degradam os restos de primers
e dNTPs, respectivamente, das reacoes de PCR;

2. colocar no termociclador: primeiro ocorre a degradacao dos restos de
dNTPs e primers a 37°C durante 15 min, e depois a degradacdo das

enzimas do kit com um ciclo de 80°C por 15 min.



=» Reacdo de Segiienciamento

Para cada reacao foram adicionados os seguintes reagentes, em tubos

separados:
REAGENTE QUANTIDADE
“Terminator Ready Reac. Mix | 8ul
Template 7
DNA simples fita 50 -100 ng
DNA dupla fita 200 - 500 ng
DNA produto PCR o 30 - 90 ng
Primer 3.2 pmol

H20 7 7 g.s.

Volume total: 20ul

@ Programa utilizado

96 °C por 20 segundos
60 °C por 4 minutos

4 °C (tempo indeterminado)
=» Purificacdo com Isopropanol/Etanol
Os produtos da reacdo de seqiienciamento foram purificados com

uma mistura de isopropanol 100% e etanol. A seguir procede-se uma

precipitacao com isopropanol 75%.



= Segqiienciamento

O seqlienciamento do DNA amplificado por PCR foi feito no
sequenciador automatico ABI PRISM 310, seguindo os protocolos que
acompanham o aparelho e o kit ABI Prism BigDye Terminator Cycle
Sequencing Ready Reaction kit (Perkin Elmer Applied Biosystems), que

consiste na marcacdo com terminadores fluorescentes.
= Analise dos Dados

O alinhamento das sequiéncias foi feito com o auxilio do prograrﬁa
Clustal W (Thompson et al.,, 1994) e a correcdo de eventuais erros pelo
programa ProSeq. Para a analise filogenética das seqiiéncias obtidas, o
programa utilizado foi o MEBoot (pacote MEGA).

As sequéncias alinhadas foram comparadas através do algoritmo de
distancia genética de Kimura-2 parametros. As distancias genéticas
obtidas foram agrupadas pelo método de Neighbor Joining (NJ) com

“complete deletion” (CD) para construcao da arvore filogenética.
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Resultados e Discussao

O espacador intergénlico de cpDNA trnL - trnF foi seqlienciado em .
vinte espécies de Passiflora., sendo que algumas delas tiveram mais de um
individuo analisado.

O tamanho médio das sequéncias obtidas do espacador foi de 270
pb, sendo que este valor ndo pode ser melhor precisado porque nao
tivemos acesso a sequéncia dos genes flanqueadores. O tamanho total das
sequiéncias alinhadas foi de 296 pb, destes 182 representaram sitios
filogeneticamente informativos. A arvore filogenética (figura 2) obtida
apresenta dois ramos claramente distintos, representados por espécies dos
subgeéneros Passiflora (incluindo as espécies dos subgéneros Astrophea e
Dysosmioides) e Decaloba. As analises realizadas confirmam a separacao
dos subgéneros Passiflora e Decaloba, sugerindo que sejam grupos
independentes e monofiléticos. Este resultado concorda com a sistematica
tradicional do grupo baseada em caracteristicas morfologicas. A inclusao
dos subgéneros Astrophea e Dysosmioides em Passiflora discorda da
taxonomia classica do género, mas revisdao de C. Feuillet e J. M.
MacDougal (trabalho ainda néao publicado) sugere a subdivisao do género
Passiflora em cinco subgéneros concordando com os resultados obtidos
para o cpDNA.

Nas espécies em que foram analisados mais de um individuo (P.
alata, P. elegans, P. caerulea e P. suberosa), ndao foram observadas
variacoes intraespecificas significativas, sendo as diferencas encontradas
representadas principalmente por mutacées pontuais. Resultados
semelhantes ja foram encontrados em estudos realizados com este
marcador em outros grupos de plantas (McDade & Moody, 1999), o que
indica que este espacador realmente sofre uma baixa pressao seletiva,

apresentado varios sitios livres para variar.
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Figura 2: Filogenia obtida pelo método de Neighbor-Joining com
distancias de Kimura-2 parametros . — Passiflora, - Decaloba, -
Astrophea, - Dysosmioides




Uma das caracteristicas marcantes das seqiiéncias obtidas, € a presenca
de repeticoes diretas e invertidas. Estas caracteristicas ja foram descritas
para este marcador em estudos com outros grupos de plantas. van
Ham et al., 1994, descreve como sendo caracteristico destas seqliéncias a
presenca de repeticoes diretas (4-11 pb) e invertidas (7-11 pb) envolvidas
em mutacoes de tamanho, o que também foi verificado em Passiflora.

Um exemplo de repeticao direta ocorreu em todas as sequéncias
obtidas, variando apenas em uma mutacdo pontual, que ocorreu em P.
suberosa (uma substituicao do tipo transicdo), e em uma insercao simples
(também do tipo transicao) em P. incarnata.

P. suberosa foi a unica espécie analisada a apresentar uma insercao
de 15pb. Esta insercao parece ser uma duplicacdo direta de uma
seqiiéncia adjacente.

A ocorréncia pequenas seqlUéncias repetidas diretamente e
inversamente pode indicar a presenca de micro e minisatélites dentro do
marcador, provavelmente resultantes de “slipped-strand mispairing”
durante a replicacéo e reparo (van Ham et al., 1994). Tal fato ja foi descrito
para varias sequéncias do cpDNA, mas a ocorréncia dentro do espacador
trnL-trnF aqui apresentada em espécies de Passiflora é descrita pela
primeira vez.

As variacdes encontradas nas seqliéncias foram na sua maioria
mutacoes pequenas (de até 4 pb). Apesar do pequeno tamanho, estas
foram filogeneticamente informativas. Tal caracteristica do marcador
também foi observada no estudo intragenérico feito com espécies da
familia Crassulaceae (Mes & Hart, 1994).

Nas mutacoes pontuais as transicbées foram mais freqlientemente
observadas que as transversoes entre as espécies analisadas.

Um individuo de P. elegans apresentou diferencas marcantes em sua
seqiiéncia quando comparado a outro de a mesma espécie ficando
agrupado consistentemente com P. misera na arvore filogenética. Uma

caracteristica unica das sequéncias de P. misera e deste individuo de P.



elegans € a presenca de um insercdo de 4 pb. O individuo de P. elegans
em questao foi uma plantula crescida em laboratério a partir de semente
coletada de individuo que cresce na Regido Central do Rio Grande do Sul,
onde as espécies de Passiflora apresentam a caracteristica de hibridizarem
naturalmente (comunica¢do pessoal de C. Mondin). Uma hipotese para
explicar tal fato € este individuo ter sido coletado de uma planta adulta
com caracteristicas morfologicas de P. elegans, a qual seria produto de um
cruzamento onde o cpDNA foi herdado maternalmente de um individuo
pertencente ao subgénero Decaloba (possivelmente P. misera).

P. foetida € uma espécie atualmente classificada como sendo
pertencente ao subgénero Decaloba. Os resultados obtidos para este
marcador refutam esta hipotese, agrupando esta espécie com as do
subgénero Passiflora. Este resultado concorda com uma nova proposta de
classificacao do género feita por C. Feuillet e J. M. MacDougal (trabalho
ainda nao publicado), que inclui P. foetida no subgénero Passiflora.
Estudos citogenéticos realizados por M. Guerra Fo. (comunicagao pessoal)
também reforcam esta proposta, pois o conjunto cromossomico de P.
Jjoetida apresenta caracteristicas tipicas das espécies do subgénero
Passiflora.

As espécies do subgénero Asthophea (P. setulosa e P. campanulata)
apresentaram seqliéncias bastante semelhantes entre si e ficaram
consistentemente agrupadas, junto do grupo de espécies do subgénero
Passiflora. A espécie do subgénero Dysosmioides ficou claramente
separada das demais, mas incluida no grupo do subgénero Passiflora.

P. elegans € uma espécie endémica do RS, que apresenta muitas
caracteristicas morfologicas comuns a P. actinia, principalmenteno que se
refere a morfologia floral. Ambas sao plantas heliofitas, ocorrendo no
interior e bordas de florestas e mais raramente em capoeiras e capoeiroes..
P. actinia € uma espécie tipicamente brasileira e de Mata Atlantica, tem
sua distribuicao descrita para os estados de ES, RJ, SP, PR, SC, tendo o

Rio Grande do Sul como limite sul de sua distribuicdo. No RS esta espécie
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€é mais facilmente encontrada na regiao Nordeste, abrangendo parte da
Serra, bordas da Serra, e a regido de Torres (Porta de Torres). P. elegans
tem sua distribuicdo descrita para os estados RS e SC (onde apenas um
exemplar foi coletado, suspeita-se que foi cultivado), Uruguai ¢ Entrerios
(Argentina) (Sacco, 1984). Todas estas informacoes aliadas a um constante
agrupamento das duas espécies independente do tipo de analise utilizada,
leva-nos a acreditar que a divergéncia destas tenha sido um evento
recente. A hipotese é de que tenha havido um evento de especiacao quando
P. actinia se expandiu para o sul, originando P. elegans. Uma repeticéo
direta de 5 pb foi encontrada somente nas sequéncias destas espécies,
evidenciando a proximidade filogenética das duas.

Em conclusao, as analises aqui apresentadas demonstram o grande
potencial filogenético do marcador utilizado para reforcar e, até mesmo
esclarecer, questoes de classificacdo entre espécies do género Passiflora.
Varios caracteres diagnosticos das espécies analisadas foram levantados e
uma contribuicdo relevante a taxonomia do género foi estabelecida, uma
vez que as sugestoes de C. Feuillet e J. M. MacDougal (trabalho ainda nao
publicado) baseiam-se apenas em dados de revisao de nomenclatura e

citacoes.
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