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Resumo

Estudos recentes sugerem que a duplicacdo completa dos genomas é
muito mais comum do que sua estabilidade, ocorrendo em todas as
angiospermas. Nesse contexto, Lippia alba (Mill.) N.E.Br. (Verbenaceae)
constitui um modelo interessante de estudo, pois além de ser a espécie mais
estudada dentro do género Lippia, € amplamente utilizada na medicina popular
apresentando importancia econémica, sobretudo em fungéo da riqueza de seus
Oleos essenciais. Estudos recentes demonstraram a existéncia de pelo menos
cinco diferentes niveis de ploidia em Lippia alba, revelando grande plasticidade
do genoma. A fim de contribuir para entender a variacdo genética e o processo de
poliploidizacdo em Lippia alba, o presente trabalho objetivou identificar novos
marcadores genéticos do tipo microssatélite e estimar a diversidade genética em
100 acessos de Lippia alba. Foram avaliados nove loci ja descritos e 16 novos
marcadores. O tamanho dos fragmentos foi detectado por eletroforese capilar
usando o sequenciador MegaBACE1000 (GE Healthcare, Buckinghamshire,
UK). A identificacdo dos alelos foi inferida utilizando o software Fragment
Profile (GE Healthcare, Buckinghamshire, UK). Os dados finais foram
exportados para uma planilha do Excel® e foram transformados nos arquivos
de entrada especificos para cada programa computacional. Os valores de PIC
(polymorphism information content) e heterozigosidade foram calculados por
meio do programa Cervus v3.0.7. Os coeficientes de similaridades de Jaccard
e Dice foram calculados para construir um dendrograma de acordo com o
algoritmo UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean) por
meio dos softwares NTSYS e PAST. Para a andlise por inferéncia Bayesiana,
foi utilizado o programa STRUCTURE v 2.3.4. Foi possivel observar a
formacdo de grupos de acordo com o nivel de ploidia e inferir a possivel origem
de alguns citétipos baseada na similaridade genética entre os acessos. Os
resultados contribuem para fortalecer a hipétese de que os acessos tenham

surgido por autopoliploidia.

Palavras-chave: Lippia alba, Verbenaceae, Sequenciamento paralelo em

massa, Microssatélite, Diversidade genética



Abstract

Recent studies suggest that complete genome duplication is much more
common than its stability, occurring in almost all angiosperms. Lippia alba (Mill.)
N.E.Br. (Verbenaceae), is the most studied species within the genus Lippia, and it
is widely used in folk medicine presenting economic importance mainly due to the
richness of their essential oils. Recent studies have demonstrated the existence of
at least five different ploidy levels in Lippia alba revealing a large genome plasticity
making the species an interesting model of study. To better understand the genetic
variation and the polyploidization process in Lippia alba, this study aimed to identify
new genetic microsatellite markers and estimate the genetic diversity for 100 Lippia
alba accessions. We assessed 9 loci already described and 16 new markers. The
size of the fragments was detected by capillary electrophoresis using
MegaBACE1000 sequencer (GE Healthcare, Buckinghamshire, UK). The
identification of alleles was inferred using the Fragment Profile software (GE
Healthcare, Buckinghamshire, UK). Final data were exported to an Excel
spreadsheet according to the input files of each software used. PIC values
(polymorphism information content) and heterozygosity were calculated using
Cervus v3.0.7 software. Jaccard and Dice similarity coefficient were calculated to
construct a dendrogram according to UPGMA algorithm (Unweighted Pair Group
Method with Arithmetic Mean) using NTSYS and PAST softwares. Bayesian
inference analysis was performed using STRUCTURE v 2.3.4 program. It was
possible to observe the formation of groups according to the ploidy level and infer
the possible origin of some cytotypes based on genetic similarity among
accessions. Results contribute to support the hypothesis that the cytotypes have

emerged by autopolyploidy.

Keywords: Lippia alba, Verbenaceae, Massive parallel sequencing,

Microsatellite, Genetic diversity
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1. INTRODUCAO

Um evento muito frequente em plantas e que provavelmente constitui
uma estratégia evolutiva comum entre os vegetais, € a poliploidia. Esse
processo, que envolve a duplicacdo do genoma, € largamente reconhecido
como a maior forca evolutiva em plantas (STEBBINS, 1971; GRANT, 1981;
OTTO e WHITTON, 2000). Além disso, estudos indicam que a duplicacdo
completa do genoma € um processo mais comum do que a estabilidade dos
mesmos (VAN DE PEER, 2004; MEYER e VAN DE PEER, 2005).

Estimativas recentes sugerem que 100% das angiospermas ja tiveram
eventos de poliploidizacdo em algum momento de sua histéria evolutiva (JIAO
et al., 2011; ALBERT et al., 2013).

1.1 Poliploidia

Poliploides em geral sdo bons colonizadores, podendo ocupar habitats
pioneiros nos quais os ancestrais diploides ndo sdo bem sucedidos (DE WET,
1980). Isso provavelmente ocorre devido a sua estrutura plastica, com a
existéncia de mais cépias génicas. Alelos mutantes sofrem menor pressao
seletiva, jA que sequéncias extras podem suprir a producdo da proteina
fundamental, levando a uma variabilidade oculta e consequentemente
possibilitando maior capacidade de adaptacdo (LEITCH e LEITCH, 2008).
Contudo, logo que a poliploidizacao acontece, € um evento cadtico para a
célula, devido as inumeras modificagfes a que esta deve se adequar (VAN DE
PEER, 2009).

O cruzamento de gametas ndo reduzidos é o principal processo na
formacdo de poliploides (BRETAGNOLLE e THOMPSON, 1995; RAMSEY e
SCHEMSKE, 1998). Algumas discussfes tém centrado no modo como 0s
poliploides se estabelecem e persistem no ambiente natural (FOWLER e
LEVIN, 1984; FELBER, 1991; THOMPSON e LUMARET, 1992; RODRIGUEZ,
1996).

Um poliploide recém-formado sera submetido a selecdo da mesma

forma que seu ancestral diploide, sendo improvavel o seu pronto
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estabelecimento, uma vez que adaptacdes celulares naturais seréo
necessérias devido a alteracdo no numero cromossémico. Além disso,
naturalmente, existe no inicio uma propor¢cdo maior de diploides em relacdo
aos poliploides, levando a cruzamentos que terdo em sua maioria uma prole
infértil, como pode ser observado na hibridizacdo de tetraploides com os
diploides gerando triploides que ndo apresentam descendentes férteis (LEVIN,
1975).

Quando um poliploide esta plenamente estabelecido, observa-se um
aumento de sua frequéncia. Duas hipoteses podem auxiliar no entendimento
sobre a persisténcia dos poliploides na populacdo: (1) por substituicdo
competitiva em relagédo ao ancestral diploide; (2) ou pela mudanca do habitat
do poliploide imediatamente apds sua origem permitindo a existéncia
simultanea dos dois niveis de ploidia (FOWLER e LEVIN, 1984; RODRIGUEZ,
1996). Contudo os dois processos, substituicio do ancestral diploide e
diferenciacdo do habitat, ndo devem ser considerados mutuamente exclusivos
(GREGORY, 2005). Além desses, ainda destacam-se como mecanismos de
estabelecimento dos poliploides a reproducédo assexuada e o habito perene,
que favorecem a coexisténcia e o aumento da frequéncia dos citétipos
poliploides em popula¢fes simpétricas (TATE e SIMPSON, 2004; KAO, 2007).

O processo de poliploidizacédo é acompanhado de mudancas genéticas e
epigenéticas, levando a uma extensa reestruturacdo em todos os niveis do
genoma, como rearranjos cromossomicos, silenciamento génico, novos
padroes de expressdo génica, acdo de transposons e aumento da taxa de
autofecundacao (SOLTIS e SOLTIS, 2000; SCHIFINO-WITTMANN, 2004).
Apoés essas modificacbes, muitas vezes os poliploides sdo mais adaptaveis as
mudanc¢as ambientais e pressdes seletivas, culminando no seu maior éxito em
se adaptar a um ambiente (SOLTIS e SOLTIS, 2000).

Muitos genomas poliploides se comportam como diploides ap6s algumas
modificacdes. Esse processo € chamado de diploidizacdo, sendo comum a
ocorréncia de rearranjos cromossdmicos, eliminagdo de sequéncias
redundantes no genoma e a formagdo de homedlogos no caso dos
alopoliploides. Essas alteracdes sédo adaptacfes evolutivas que acabam por

tornar os genomas poliploides mais estaveis (COMAI, 2000; MA e
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GUSTAFSON, 2005).

A poliploidia € o principal fator de evolugdo em angiospermas (SOLTIS
et al, 2009). Mais especificamente, a especiacéo por poliploidia é predominante
em espécies simpatricas, pois contribui para o isolamento reprodutivo dos
diferentes niveis de ploidia (OTTO e WHITTON, 2000). Investigacfes durante a
segunda metade do século XX destacaram a frequéncia de poliploides na
natureza e levantaram discussfes sobre a importancia desse evento no
processo evolutivo de plantas (STEBBINS, 1950; 1971; GRANT, 1981). Porém,
nesses estudos, as frequéncias de poliploidizacdo foram subestimadas como
consequéncia do método utilizado para a discriminacéo dos poliploides. Com o
desenvolvimento de novos métodos de diagndstico e o advento de técnicas
moleculares foi possivel uma melhor identificacdo, rastreamento, deteccdo dos

poliploides e de seu papel na especiacdo (GREGORY, 2005).

1.2  Variagdo gendmica intraespecifica

Ha anos pesquisadores perguntam-se se as variacbes no numero
cromossOdmico estdo relacionadas com a morfologia e a distribuicdo de
espécies vegetais. Bennett (1985) apresentou a hipétese de que a anatomia do
seu genoma podera influenciar onde e como a espécie ira crescer.
Dependendo de seu nivel de ploidia e do tamanho dos cromossomos, a
espécie pode modificar-se em um contexto ecoldgico e celular.

Em plantas, o ndmero cromossémico varia amplamente (BENNETT,
1985), porém tais variacdes podem ocorrer dentro da mesma espécie, nao
refletindo necessariamente diferencas morfolégicas (STEBBINS, 1971; LEWIS,
1980Db).

Os primeiros relatos sobre a deteccdo de variacdo gendmica
intraespecifica sdo atribuidos a Furuta et al. (1975) que observaram uma
variacdo da quantidade de DNA maior do que 20% entre individuos
pertencentes a espécie Aegilops squarrosa. Embora este fato tenha sido
considerado uma excecdo, cada vez mais relatos sobre a ocorréncia de
variacdo gendmica intraespecifica tem sido encontrados na literatura. Em 1981,

foi relatado que as espécies de Microseris sp possuiam mais de 20% de
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variacdo no tamanho do seu genoma sendo que tal variacdo nao seria
responsavel por gerar mudancas morfolégicas (PRICE et al., 1981a, b).
Bennett (1985) constatou variabilidade intraespecifica de até 50% em Glycine
max e 80% em Poa annua. O numero de estudos, que relatam variacdo
gendmica dentro da mesma espécie, ndo para de aumentar (DIEZ et al., 2013;
HUANG et al., 2013; SANCHEZ et al., 2014; WOLF et al., 2014; HANUSOVA et
al., 2014). Entre eles destaca-se o relato recente de Reis et al. (2014) de cinco
nameros cromossdmicos em Lippia alba, modelo de estudo do presente

trabalho.

1.3 Lippia alba: taxonomia, variacdo e uso medicinal

A familia Verbenaceae esta incluida na ordem Lamiales (JUDD et al.,
2002), sendo constituida por 36 géneros e 1.035 espécies encontradas nos
mais diversos ambientes, incluindo os campos rupestres. Diversos géneros
dentro desta familia tém se destacado por suas propriedades medicinais e
ornamentais.

O género Lippia é um dos mais representativos e importantes da familia
Verbenaceae no Brasil. Segundo Troncoso (1974) o género compreende cerca
de 200 taxons e 160 espécies distribuidas principalmente no Brasil, México,
América Central, Africa, Paraguai e Argentina, com poucas espécies
endémicas da Africa e o Brasil se destaca como o centro de diversidade do
género (SALIMENA e MULGURA, 2012).

O género Lippia, reane varias espécies com propriedades medicinais,
gue apresentam Oleos essenciais complexos constituidos principalmente por
sesquiterpenos e monoterpenos (CRAVEIRO et al.,, 1981). As espécies de
Lippia tém sido frequentemente utilizadas no tratamento de doencas
respiratorias, gastrointestinais, hepaticas, infeccdes cutaneas, queimaduras,
Ulceras, diarreia, gonorreia entre outras afeccbes (MORTON, 1981; DI STASI
et al, 1994; PASCUAL et al., 2001a; TAVARES et al., 2005).

Lippia alba (Mill.) N.E.Br. (Verbenaceae) é uma das espécies mais bem
estudadas dentro do género Lippia em funcédo da sua importancia econémica e
ampla utilizacdo na medicina popular (TAVARES et al., 2005; OLIVEIRA et al.,
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2006; HENNEBELLE et al., 2008). A espécie é conhecida popularmente como
erva-cidreira, cidreira-brava, erva-cidreira brava, erva-cidreira do campo,
carmelitana, falsa melissa, cha de tabuleiro, salva-limdo e salva do Brasil
(Figura 1).
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Figura 1 - Acessos de Lippia alba. (A) Acessos de L. alba cultivados na Estacdo Experimental
de Cultivo e Manutencdo de Plantas da Universidade Federal de Juiz de Fora. (B) Detalhe da
inflorescéncia de L. alba.
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A espécie é amplamente distribuida nas Américas, desde o México até a
Argentina e Uruguai, onde ocorre em praticamente todos os tipos de
ambientes, desde florestas, brejos e campos até em beira de estradas
(SALIMENA, 2000).

L. alba é caracterizada por sua grande variabilidade morfolégica e
quimica. Tal variagdo, além de uma questdo evolutiva interessante, ganha
maior importancia ao considerar-se que os seres humanos usam de forma
indiferenciada qualquer quimiotipo encontrado.

Ainda que bastante estudada do ponto de vista quimico e farmacoldgico,
muito pouco se sabe sobre a biologia e evolucdo da espécie. Brandao et al.
(2007) corroboraram as primeiras sugestdes de Bose e Choudhury (1960) de
que L. alba seria uma espécie diploide.

Pierre et al. (2011) estudaram a cariologia de trés quimiotipos de L. alba
(citral, carvona e linalol) e observaram que estes apresentam diferencas em
relacdo ao numero e morfologia dos cromossomos, sendo que o quimiotipo
citral apresentou 2n=30 cromossomos, 0 quimiotipo carvona 2n=60, e 0
quimiotipo linalol uma grande variacdo numérica de 2n=12 a 60, tratando-se,
portanto de um mixoploide.

Estudos recentes demonstraram a existéncia de cinco numeros
cromossOmicos (2n=30, 2n=38, 2n=45, 2n=60 e 2n=90) e a existéncia de um
complexo poliploide na espécie (REIS et al., 2014). Além disso, a
caracterizacdo quimica de gendtipos de L. alba sob condi¢cGes controladas de
cultivo revelou a relagdo entre um tipo quimico especifico e um dos niveis de
ploidia (VICCINI et al., 2014).

L. alba apresenta ampla plasticidade fenotipica e tais variacbes
dificultam a correta identificacdo dessas. Assim, é importante utilizar técnicas
auxiliares para identificacdo precisa dessas fontes de principios ativos, com o
objetivo de uma correta utilizacdo econémica e medicinal (PIERRE, 2004).

Além de estudos citogenéticos e quimicos, o uso de ferramentas
moleculares é de grande utilidade podendo contribuir ndo somente para a
caracterizacdo dos acessos, mas também para entender a origem das

variacdes ja observadas em L. alba.
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O uso destas variagbes em nivel do DNA tem revelado o grau de
parentesco e a divergéncia entre as espécies, ampliando as informacdes sobre a
origem e a formacédo de grupos em diferentes niveis da organizacdo bioldgica
(MARX et al, 2010; RONSTED et al, 2012). A existéncia desta variacdo
gendbmica em L. alba associada as informacdes de distancias genéticas, abre uma
possibilidade particular de utilizar-se modelos naturais para compreender as
variagOes intraespecificas.

Como ferramentas para o entendimento das relacdes entre diferentes
citotipos e consequente tentativa de compreender a poliploidia como um dos
processos mais importantes na evolucao das plantas, diferentes abordagens
tém sido empregadas destacando-se entre elas 0 uso de microssatélites.

Entre os marcadores moleculares, os microssatélites se destacam por
apresentarem-se  hipervariaveis, de natureza multialélica, heranca
codominante, alta reprodutibilidade e ocorrerem de forma abundante e com boa
cobertura do genoma (KALIA et al.,, 2011). Devido a diferentes padrdes de
namero de repeticdes, esse marcador apresenta um grau de variacdo genética
que permite a diferenciacdo de individuos e a estimativa da diversidade
genética entre eles (PFEIFFER et al., 2011; KALIA et al., 2011; REHMAN et al.,
2012). Por consequéncia, eles tornaram-se a classe mais informativa e popular
utilizados para fins diversos, como estudo de diversidade genética, selecdo
assistida por marcadores moleculares, melhoramento genético, mapeamento,
filogenia e filogeografia, sistematica, entre outras aplicacdes (GHAFFARI e
HASNAOQUI, 2013).

Marcadores do tipo microssatélite tem sido largamente empregados em
estudo de diversidade genética em espécies poliploides (FATEMI e GROSS,
2008; PFEIFFER et al., 2011; WAYCOTT et al., 2011; FEHLBERG e
FERGUSON, 2012; JUSTY e MAURICE, 2012; SHI et al., 2013; BERTIOLI et
al., 2014). Alguns destes estudos foram empregados em espécies da familia
Verbenaceae (FATEMI e GROSS, 2008; MORI et al., 2008; RAY et al., 2012;
RAY e QUADER, 2014; THODE et al.,, 2013; OHTSUKI et al., 2014). Em L.
alba, dois trabalhos foram publicados com o desenvolvimento de
microssatélites, sendo que em um deles investigou-se um numero restrito de

acessos e populagdes de cruzamentos controlados (SANTOS et al., 2012) e
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em outro, apesar de mencionar um maior nimero de acessos, ndo ha mencéo
guanto a origem dos mesmos e a eficiéncia dos marcadores na delimitagdo da
diversidade genética (ROCHA et al., 2014). Até o presente momento, ndo ha
um trabalho com um grande numero de acessos naturais da espécie e,
sobretudo, relacionando a diversidade genética com a variacdo cromossémica
intraespecifica existente na espécie.

O entendimento do numero de coépias génicas existentes e suas
modificacdes sdo fundamentais para estudos evolutivos de plantas. Assim o
presente trabalho objetivou em linhas gerais, contribuir para a compreensao
das relacdes genéticas existentes entre acessos de L. alba oriundos de varios
locais do Brasil. Vale ressaltar que muitas das informacgdes existentes na
literatura sobre a poliploidia e suas consequéncias decorrem de plantas
tradicionalmente cultivadas (BOWERS, CHAPMAN e PATERSON, 2003; XU et
al., 2009) sendo a maioria de origem temperada (BROCHMANN et al., 2004 ;
MABLE, 2004; HUSBAND et al.,, 2013). Portanto o estudo de um modelo
natural oriundo dos trépicos abre novas perspectivas para a compreensao do

processo de evolugao e especiacado em plantas.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Desenvolver novos loci de microssatélites com vistas a estimar a
diversidade genética em Lippia alba e contribuir para o entendimento do
processo de poliploidizacdo na espécie, sobretudo, relacionando a diversidade

existente a variacdo cromossdmica observada.

2.2  Objetivos especificos

e Validar os microssatélites descritos na literatura para o banco de
acessos de L. alba da Universidade Federal de Juiz de Fora;

e Desenvolver novos loci de microssatélites para L. alba;

e Estimar a diversidade genética para 100 acessos de L. alba;

e Relacionar a diversidade genética observada aos diferentes niveis de
ploidia observados;

e Elaborar hip6teses que possam auxiliar no entendimento do processo

de poliploidizacdo em L. alba.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Material vegetal

Foram estudados 100 acessos de L. alba provenientes de diferentes
estados brasileiros, a origem de cada acesso pode ser visualizado no mapa
gerado por meio do programa Quantum-gis versédo 2.8.2 (QUANTUM, 2012)
(Figura 2). Do total, 32 acessos foram cedidos pela EMBRAPA-Recursos
Genéticos e Biotecnologia, coletados nos estados de MG, SP, DF, TO, GO,
SC, PR. Tais plantas foram cultivadas na Estacdo Experimental de Cultivo e
Manuteng&o de Plantas da Universidade Federal de Juiz de Fora (Figura 1). Os
acessos foram previamente identificados. Os vouchers estdo depositados no
Herbario Leopoldo Krieger (CESJ) conforme as técnicas usuais (Anexo 1). Os
demais acessos foram cedidos pela ESALQ-USP ou foram coletados pelo
Nosso grupo de pesquisa sendo provenientes dos estados de MG, PE, BA, AM,
CE, RJ, SE e AL.
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Numeragéo
nomapa
1

AM

~NOOOs WN

SC

e

BGEN-89
BGEN-80
BGEN-02
BGEN-03
BGEN-05
BGEN-10:
BGEN-38

BGEN-01
BGEN-09
BGEN-13
BGEN-19
BGEN-36
BGEN-47
BGEN-51
BGEN-63
BGEN-74

BGEN-52
BGEN-18
BGEN-99
BGEN-20
BGEN-21
BGEN-41
BGEN-23
BGEN-24
BGEN-25
BGEN-26
BGEN-79
BGEN-27

Nomenclatura

, BGEN- 101
, BGEN-81

, BGEN-44

. BGEN-45

, BGEN-40
3

. BGEN-75

, BGEN-06, BGEN-07, BGEN-08,
, BGEN-10, BGEN-11, BGEN-12,
,BGEN-14, BGEN-15, BGEN-16,
,BGEN-22, BGEN-29, BGEN-34,
. BGEN-37, BGEN-42, BGEN-46,
, BGEN-48, BGEN-49, BGEN-50,
, BGEN-54, BGEN-56, BGEN-58,
, BGEN-70, BGEN-71, BGEN-73,
, BGEN-76, BGEN-77

. BGEN-53

, BGEN-55, BGEN-106
. BGEN-57

, BGEN-59

. BGEN-60
, BGEN-61

, BGEN-105

BGEN-100

BGEN-28
BGEN-30
BGEN-31
BGEN-65
BGEN-66
BGEN-90,
BGEN-82
BGEN-67
BGEN-94
BGEN-98
BGEN-04
BGEN-32

, BGEN-62

, BGEN-64

, BGEN-102

. BGEN-91, BGEN-88 BGEN-86,
, BGEN-85, BGEN-87, BGEN-83

, BGEN-95, BGEN-96, BGEN-97,

, BGEN-33, BGEN-68, BGEN-69,

BGEN-104

BGEN-84
BGEN-35
BGEN-78

. BGEN-72

Local de coleta

Alagoas
Aracaju, SE
Araguaina, TO
Atibaia, SP
Botucatu, SP
Ceara
Curitiba, PR

Distrito Federal

Florianépolis, SC
Formosa, GO

Gararu , SE

Goiénia, GO

Ihéus, BA

Juiz de Fora, MG
Lavras, MG

Luminarias, MG
Luziania, GO

Manaus , AM

Monte Alegre de Goias, GO
Muzambinho, MG
Paripiranga , BA
Piracicaba, SP
Planaltina de Goias, GO
Posse, GO

Recife, PE

Rio de janeiro, RJ

Rio Real, BA

Santa Maria da Vitéria, BA
Santana do S&o Francisco, SE
S&o Gongalo Rio Abaixo, MG
Sé&o Paulo, SP

Telha, SE
Uberlandia, MG
Vigosa, MG

Figura 2 - Mapa com a indicacéo dos locais de coleta dos acessos de L. alba (Circulos). Mapa obtido através do programa Quantum-gis verséo 2.8.2.
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3.2 Extracdo de DNA

Para extragao de DNA, foram coletadas folhas jovens e frescas de cada
acesso de L. alba na Estacdo Experimental de Plantas da UFJF. Cerca de 300
a 500 mg de tecido vegetal fresco de cada amostra foram trituradas utilizando o
macerador Tissue Lyser (Quiagen) até formar um po fino. Imediatamente apos
a maceracao foram adicionados 800uL de tampédo CTAB, pré-aquecido a 65°C,
contendo Tris-HCI 100 mM (pH 8), EDTA 20 mM, NaCl 1,4 M, 2% de CTAB,
1% de PVP e 0,002% de 2-mercaptoetanol. As amostras foram incubadas em
banho-maria a 65°C por 30 minutos e homogeneizadas a cada 5 minutos. As
proteinas foram removidas em duas etapas, com a adicao de 2/3 do volume da
amostra (aproximadamente 500uL) de uma solucdo cloroférmio:alcool
isoamilico (24:1). As amostras foram posteriormente centrifugadas por 10
minutos a 14000rpm, recuperando-se o sobrenadante. O DNA foi precipitado
com 0,54% v/v de isopropanol gelado e 0,08% v/v de acetado de amonio a -20°
C por 30 minutos. O material foi centrifugado a 14000 rpm por 10 min
descartando-se o sobrenadante e lavando-se o precipitado por duas vezes em
700pL de etanol 70% gelado e uma vez com etanol 95% também gelado. O
pellet foi seco overnight a temperatura ambiente e ressuspendido em 50uL de
agua ultra pura autoclavada. As amostras foram incubadas a 4°C durante 24
horas para ressuspensao completa do DNA e foram armazenadas a -20 °C.

A concentracdo de DNA das amostras foi estimada por leitura em
Nanodrop. Foram consideradas adequadas as amostras que apresentaram a
razdo 260/280 e a razdo 260/230 entre 1,8 e 2,0. A analise da qualidade do
DNA foi avaliada em gel de agarose 1%. As amostras que nao apresentaram o
padrdo considerado adequado tanto na pureza e concentracdo quanto na

integridade, tiveram o DNA reextraido, conforme protocolo descrito acima.

3.3  Selecéo dos primers

As sequéncias foram obtidas a partir de estudos anteriormente utilizados
para espécies da familia Verbenaceae. Ray et al. (2012) descreveram 10 loci

polimorficos para a Lantana camara e Phyla canescens.
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Santos et al. (2012) descreveram oito loci polimérficos para L. alba.
Desses, quatro primers foram escolhidos por apresentarem maior polimorfismo
para os acessos de L. alba estudados (Figura 3 A-C). Para os loci LAO2 e
LAO8, primers foram desenhados de forma diferente dos relatados por Santos
et al. (2012) utilizando-se o programa Primer 3 (http://bioinfo.ut.ee/primer3-
0.4.0/) (Figura 3 C e Tabela 3).

Além destes, um conjunto de 16 novos loci foram avaliados durante a
execucdo do presente trabalho. Para tanto o DNA do acesso BGEN30 foi
extraido conforme descrito acima (ver item 3.2) e enviado para
sequenciamento no Interdisciplinary Center for Biotechnology Research,
University of Florida, USA. O sequenciamento foi realizado na plataforma
lllumina MiSeq utilizando uma biblioteca shotgun e produziu 29 milhdes de
sequéncias paired-end. O software Trimmomatic foi utilizado para a remocéo
de sequéncias de baixa qualidade. Dezesseis milhdes de sequéncias de alta
qualidade foram montadas por meio do programa SeqPrep. O aplicativo Blastn
(1x107*) foi utilizado para a identificacdo de sequéncias de origem mitocondrial
e plastidial. Apds as etapas acima descritas um conjunto de dados final
equivaleu a 4Gpb, o que equivale a aproximadamente uma cobertura de 2.9
vezes o genoma de L. alba.

Para identificar os loci de microssatélites em baixo nimero de cépias ou
sequéncias nao repetidas, uma montagem de novo foi realizada por meio da
plataforma CLC Genomics Workbench 7.0. A montagem foi utilizada como
genoma de referéncia para mapear as sequéncias nucleares inteiras. As
sequéncias que ndo puderam ser mapeadas foram consideradas provaveis
sequéncias que ocorriam em baixo numero de copias. A plataforma
BatchPrimer3 foi utilizada para localizar loci de microssatélites de 2, 3,4,5¢e 6
nucleotideos e desenhar os primers para cada loci. Somente sequéncias de
baixo numero de copias com mais de 350pb foram utilizadas para a localizacao

dos microssatélites.
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M50 LAC2 LAC4 LAC5 LAC6 LAC11 M50 LAC12 LAC13 LAC14 M50 Phc17 Phc18 LAL1LAL3 LAL4 LALS5 M50 LAL6 LAL7

D M50 LAL3 LAL4 LAL7 P2 P8 Phc17 Phc18 LAC4 LAC5 LAC14 LAL6 M50

Figura 3 — Géis reprentativos dos testes de amplificacdo utilizando os primers de microssatélites em L. alba. (A) Amplificacéo utilizando os primers LAC4,
LAC5 e LAC 14. (B) Amplificagdo utilizando os primers Phcl7, Phcl8 LAL3, LAL4, LAL6 e LAL7. (C) Amplificac@o utilizando os primers P2 e P8. (D)
Ocorréncia de bandas inespecificas em LAL6 e LAL7
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3.4  Amplificacdo dos marcadores de microssatélites

Para a reagdo em cadeia da polimerase (PCR), foi realizada a diluigéo
das amostras em agua ultra pura autoclavada a fim de obter a concentracéo
final de 25ng/pl. Os primers foram testados inicialmente em quatro acessos
selecionados de acordo com a variagcao do nivel de ploidia e da regido onde foi
coletada (BGEN95, BGEN97, BGEN09 e BGEN31) para a padronizagao.

Apoés a definicdo da temperatura de anelamento dos primers e das
condicbes da PCR, a técnica foi realizada com o kit GoTaq®Flexi Promega, em
um volume de 10 pl: tampéo 1X, 0,5 uM primer, 1,5 mM MgCI2, 0,2 mM dNTP,
1 unidade de Taq DNA Polimerase e 30ng de DNA gendmico. A reacao de
PCR foi realizada em termociclador Mastercicler gradiente Eppendorf® e
otimizada a partir das seguintes condi¢cfes: 94°C (3 min), 35 ciclos a 94°C
(45s), temperatura de anelamento 50 a 55°C para cada primer (45s) com
touch-down seguida de 72°C (45s) e extensdo final por 20 min a 72°C. Os
produtos da amplificagdo foram analisados em gel de poliacrilamida 8% (500
volts por 5 horas). O gel foi fixado em solucédo de 10% de etanol e 1% de &cido
acético, corado com solucdo de nitrato de prata 12% e revelado em solucdo
composta por 1% de formaldeido 37% e 10% de hidréxido de sédio. O tamanho
dos fragmentos foi estimado utilizando marcadores de peso molecular de 50pb.

As diferencas na qualidade da amplificacdo e a reprodutibilidade foram
utilizadas como parametros para a definicdo do conjunto de primers a serem
utilizados para caracterizar os 100 acessos. Foram inicialmente selecionados
nove conjuntos de primers (Tabela 1; Figura 3). Os primers foram
ressintetizados com marcacdo fluorescente (FAM, REX e TAMRA) para
posterior deteccéo do tamanho dos fragmentos de cada locus no sequenciador.

Para a detecg&o dos novos loci isolados foi utilizado o primer M13 (5’ -
TGTAAAACGACGGCCAGT-3’) com a marcacdo FAM ou HEX (Tabela 2). Para
as reacoes de PCR foram utilizadas trés primers; o primer forward para o locus
com a adigdo cauda M13 (5 -TGTAAAACGACGGCCAGT-3’) o primer M13
marcado com fluorescéncia e o primer reverso em concentracdo final por

reacao de 0,013uM; 0,5 uM e 0,5 pM, respectivamente.
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Os componentes e o ciclo da PCR foram realizados conforme descrito
acima ajustando-se as temperaturas de anelamento e concentragéo de MgCl,.
Foram realizadas duplicatas das reagdes de PCR. Os produtos de amplificacao
foram precipitados, ressuspendidos em agua e armazenados a -20°C até o

uso.
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Tabela 1 - Descricdo dos primers de microssatélite selecionados para estudo em L. alba

Tamanho
Loci  Primers Sequéncia (5’ - 3) f Tipo ge : Repeticao dos Ta (°C) Referéncia
ourescéncia fragmentos
(pb)

LAO2  PO2F TTCGTGTGCTAGTGTGTGAGTG FAM (TTAAT), 181-196 55 *
PO2R CGGGGTAAAATCCCTTCTTTT -

LAO3 LAL3F GTCAGAACCTAGAGTCAGTGTG TAMRA (GT)7 196-202 50 SANTOS et al., 2012
LAL3R AATCCCGGGTAAAAATCC -

LAO4 LALAF GCTTATGTTGCCAGTCATGG HEX (AC)s 195-207 54 SANTOS et al., 2012
LAL4AR TCGTGTGAGATCGCGTAGAT -

LAO8  PO8F GCCTTGTGGTAAGATCCTGTTC FAM (TA)sC(GT)1o  140-154 50 *
PO8R GGTTTATGTCCAGATCAGCTCC -

LAC4 LAC4F CCTACAGCCGAACGACCTAC HEX (AAC)s 257-299 54 RAY et al.,2012
LAC4R TGCTTCCGCCTTTCTGTTAC -

LAC5 LAC5F GCTTCGGACACGTATCCACT FAM (CCT)s 307-328 50 RAY et al.,2012
LAC5R GGTTGAGGATTCGGTGAATG -

LAC14 LAC1l4F CGCCCCTGTTTTCTTTAGGT TAMRA (GT), 299-334 55 RAY et al.,2012
LAC14R CCTACCAACTGCCAAAGCAC -

Phcl7 Phcl7F GGAGGCCGTTTCTTTGTTTT FAM (TC)14a 213-233 55 RAY et al.,2012
Phcl7R CCAAAGAATATGCTGATCAAAGAG -

Phcl8 Phcl8F TGGTCCTTGATGGCATTTTT HEX (ATG)s 225-237 50 RAY et al.,2012
Phcl8R CCCAGAGCGAGCTTAATCAG -

Ta Temperatura de anelamento *Primers desenhados e testado através do programa online Primer 3 (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/).
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Tabela 2 - Descricdo dos novos primers de microssatélite desenvolvidos para o estudo em L. alba

Tipo de

Tamanho dos

Temperatura de

Loci  Primers Sequéncia (5 - 3') Florescéncia Repeticao fragmentos (pb) anelamento (°C)

p60 60F *TAGGAGTGGGGTTTCTATTTC HEX (AAGA), 102-176 57
60R CGTTACAGCTTGGTTAGAATG

p77 77F *AAGGTCACGTAAACATACCG FAM (AATAC)15 132-211 56
77R AGGAGAAGCATGAGCATGTA

ple6 166F *ACTGTAAGAGACGGTCACAAA HEX (CA)11 247-319 52
166R CCGCACTGAACATGTGTAT

p229 229F *GAGGAAGTTTCCTGTACCAGT HEX (GCCCTT)4 118-184 50
229R  GTGTACAGAGAGATGGCAAAG

p248 248F *CGGAGAAGGAGGTATATGTTT HEX (ATTG), 190-191 60
248R CATTCTAGAGGTCCATTTCCT

p249 249F *ACACCAGTTGATGAAGTCAGT FAM (CAA)6 101-199 46
249R  TTGTTACACAGGACGATAAGC

p270 270F *GAAGTTGGAGATGTGTGTGTT HEX (GA)g 102-181 57
270R  ACTGAAACATGGAGGACCTAT

p283 283F *CATTCTAGAGGTCCATTTCCT HEX (CAAT), 110-193 55

283R

CGGAGAAGGAGGTATATGTTT
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Tabela 2 - Descricdo dos novos primers de microssatélite desenvolvidos para o estudo em L. alba (cont.)

p294

p370

p378

p412

p432

p440

p473

p484

294F
294R
370F
370R
378F
378R
412F
412R
432F
432R
440F
440R
473F
473R
484F
484R

*CACCAGTGCGACTACATAGAT
CCTATGATTCTCGAACACTTC
*ATGTCACAGGGATAGGTTTG
TATCTCTCGGTCATCTGAGAA

*CTTCACAAACCGCACATT
GACGGAAAGTGTGAAGACTC
*CCTCTCTCGTTCTCACTGAC
CAAGTTTTCTCACACTCGTTC

*GTCTTCGTCGTCGTCATT
CAATATAGTCGCCTGTGTCTC

*GCAAACTAGTGGAAAGATGTC
CCAAACACTCACTGCTTTTAC

*GAAACAATATCTCTCGTGTGC

GGTAGCTTCCGAGAAAACA

*GCCTAGTCAATCTTGGACAAT

TTGTCATCGAGACTTATCTCC

FAM

FAM

HEX

FAM

FAM

HEX

FAM

HEX

(GACAC)s

(GGAGG)s

(GA)7

(GTC)s

(GGC)s

(AAGTAG)s

(TATC)23

(TG)7

110-194

138-184

169

140-156

163-200

103-199

107-201

136-182

55

55

40

61

56

50

59

55

*Cauda M13 (5-TGTAAAACGACGGCCAGT-3).
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3.5 Deteccédo do tamanho do fragmento de DNA

Os produtos fluorescentes foram detectados por eletroforese capilar
utilizando-se o  sequenciador MegaBACE1000 (GE Healthcare,
Buckinghamshire, UK) que possibilita identificar diferencas de até 1pb entre um
alelo e outro.

A identificagdo dos alelos e o tamanho dos fragmentos foi inferida
utilizando o software Fragment Profile (GE Healthcare, Buckinghamshire, UK).
Quando necessario, a PCR e a aplicacdo na eletroforese capilar foram
realizadas em duplicatas. Foram considerados 0s picos presentes has
duplicatas com fluorescéncia acima de 500.

Os dados finais foram exportados para uma planilha e transformados
nos arquivos de entrada dos respectivos programas computacionais. Os dados
foram utilizados para calcular frequéncia dos alelos para estimativas de
heterozigosidade e polimorfismo dos loci. Para a analise de similaridade, os
mesmos foram transformados em matriz binaria de 0 e 1 correspondendo a

auséncia e presenca, respectivamente.

3.6 Andlise de dados

Os valores de PIC (polymorphism information content) e
heterozigosidade foram calculados por meio do programa Cervus v3.0.7
(KALINOWSKI et al., 2007)

Os coeficientes de similaridade de Jaccard e Dice foram calculados para
cada combinacdo de pares de acessos sendo utilizados para construir um
dendrograma de acordo com o algoritmo UPGMA (Unweighted Pair Group
Method with Arithmetic Mean) por meio do software NTSYS (ROHLF, 2000) e
PAST (HAMMER, HARPER e RYAN, 2001).

A analise bayesiana foi baseada nas informacbes de tamanho dos
fragmentos, onde cada fragmento representa alelos relativos aos acessos
diploides. Os acessos poliploides foram excluidos dessa analise uma vez que

os softwares de andlise disponiveis ndo consideram a analise simultanea de
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diferentes niveis de ploidia. Além disso, pressupde-se que os dados estejam
em equilibrio de Hardy-Weinberg (PRITCHARD, WEN e FALUSH, 2010).

Para a inferéncia Bayesiana dos acessos diploides, utilizou-se o
programa STRUCTURE verséo 2.3.4. Pritchard et al. (2000a)
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4. RESULTADOS

Vinte e cinco loci de microssatélites foram utilizados sendo quatro
desenvolvidos por Santos et al. (2012) e cinco por Ray et al. (2012). Os outros
16 primers foram desenvolvidos pelo nosso grupo de pesquisa.

4.1  Caracterizacao dos loci

Os 18 primers (SANTOS et al., 2012 e RAY et al., 2012) foram testados
para acessos de L. alba, 11 amplificaram, sendo que dois (LAL6 e LAL7Y)
amplificaram de forma inespecifica (Tabela 3). Os nove conjuntos de primers
inicialmente selecionados amplificaram para todos os acessos de L. alba. Na
figura 3 é possivel visualizar a imagem dos géis utilizados para a escolha dos
primers descritos na literatura. Foi possivel a obtencédo de 51 alelos. O niumero
de alelos por locus variou de 4 a 8 apresentando apenas um alelo monomarfico

(196) referente ao primer P2 (Tabela 4).

Tabela 3 — Tabela com resumo dos testes e referéncia dos primers

Primers Amplificacdo Bandas inespecificas Referéncia

LAC2 RAY et al., 2012
LAC4 X RAY et al., 2012
LACG6 X RAY et al., 2012
LAC11 RAY et al., 2012
LAC12 RAY et al., 2012
LAC13 RAY et al., 2012
LAC14 X RAY et al., 2012
Phcl7 X RAY et al., 2012
Phcl8 X RAY et al., 2012
LAL1 SANTOS et al., 2012
P2 X SANTOS et al., 2012*
LAL3 X SANTOS et al., 2012
LAL4 X SANTOS et al., 2012
LALS5 SANTOS et al., 2012
LAL6 X X SANTOS et al., 2012
LAL7 X X SANTOS et al., 2012
P8 X SANTOS et al., 2012*

* Primers desenhados por meio do programa Primer 3 (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/).
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Tabela 4 — Caracterizacao de 25 loci de microssatélites amplificados em L. alba

Locus Numero de alelos He PIC
p60 22 0,787 0,760
p77 20 0,865 0,850
p166 13 0,742 0,713
p229 9 0,824 0,798
p248 2 0,496 0,372
p249 25 0,774 0,754
p270 8 0,414 0,370
p283 7 0,525 0,415
p294 22 0,904 0,894
p370 7 0,569 0,510
p378 1 0,000 0,000
p412 4 0,509 0,457
p432 12 0,762 0,732
p440 15 0,810 0,785
p473 15 0,621 0,602
p484 12 0,722 0,689
LAC4 7 0,559 0,468
LACS 7 0,648 0,592
LAC14 5 0,554 0,452
LAL3 4 0,516 0,397
LAL4 4 0,534 0,497
P2 4 0,068 0,067
P8 7 0,737 0,693
Phcl7 9 0,333 0,318
Phc18 4 0,299 0,260
Média 9,760 0,5825 0,5375

He Heterozigosidade esperada; PIC Contelido de informacao polimadrfica.



Os 16 primers desenvolvidos pelo nosso grupo de pesquisa permitiram
observar 194 alelos. As imagens dos géis utilizados para os testes estdo
representadas na figura 4. Dos 16 primers, apenas o0 locus p378 foi
monomorfico. De forma geral os primers desenvolvidos foram mais polimorficos
que os descritos pela literatura, sendo a média do numero de alelos por locus
de 12,13 comparado com os primers descritos na literatura que apresentaram
em média 5,56. Observou-se também maiores valores de heterozigosidade
esperada (0,645) e PIC (0,606) para o novo conjunto de marcadores quando
comparados com o0s primers descritos na literatura (0,471 e 0,415,
respectivamente). Maior numero de alelos foi observado para o primer p249 (25
alelos) e os maiores valores de heterozigosidade e PIC foram observados para
o marcador p77 com 0,865 e 0,85, respectivamente (Tabela 4).

Dentre os 245 alelos, 71 (28,98%) foram observados em apenas um
acesso (p60, p77, pl66, p229, p248, p249, p270, p283, p294, p370, p432,
p440, p473, p484, LAC4, LACS5, LAC14, LAL3, P2, P8, Phcl7 e Phcl8). A
guantidade de alelos para cada acesso e 0s acessos que contém alelos Unicos
podem ser visualizados na Tabela 5. O acesso BGEN100 apresentou o maior
ndmero de alelos Unicos e 0 acesso BGEN87 o maior numero de alelos. Para
os primers relatados na literatura, foram identificados 23,53% de alelos Unicos
enquanto os loci desenvolvidos pelo nosso grupo de pesquisa apresentaram

62,76% de alelos Unicos.
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412 M50 378 229 440 60 270 248 M50 484 283 M50 166

Figura 4 — Géis representativos dos testes de amplificagéo utilizando os novos primers de microssatélites desenvolvidos em L. alba. Amplificagcdo utilizando
0s primers p249, p294, p370, p432, p473, p412, p378, p229, p440, p60, p270, p248, p484, p283 e pl66
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Tabela 5 — Caracterizacao de acessos de L. alba quanto a presenca de alelos Unicos e o
ndmero maximo de alelos em 25 marcadores microssatélites

Acessos Presenca de alelos unicos  Numero de alelos

BGENO1 1 43
BGENO2 1 34
BGENO3 1 44
BGENO4 1 a7
BGENOS5 0 37
BGENOG6 0 44
BGENO7 1 46
BGENOS8 1 45
BGENO9 0 39
BGEN10 1 43
BGEN11 0 36
BGEN12 1 40
BGEN13 0 36
BGEN14 1 34
BGEN15 0 44
BGEN16 0 33
BGEN18 1 37
BGEN19 0 35
BGEN20 0 37
BGEN21 1 39
BGEN22 0 38
BGEN23 1 43
BGEN24 0 45
BGEN25 0 48
BGEN26 1 39
BGEN27 0 46
BGEN28 0 43
BGEN29 1 39
BGEN30 0 37
BGEN31 0 44
BGEN32 0 56
BGEN33 1 34
BGEN34 0 40
BGEN35 0 43
BGEN36 0 39
BGEN37 0 47
BGEN38 1 37
BGEN40 0 39
BGEN41 0 41
BGEN42 0 44
BGEN43 0 37
BGEN45 1 50
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Tabela 5 — Caracterizacao de acessos de L. alba quanto a presenca de alelos Unicos e o

namero maximo de alelos em 25 marcadores microssatélites (cont.)

BGEN46
BGEN47
BGEN48
BGEN49
BGENS0
BGENS51
BGEN52
BGENS53
BGEN54
BGENS55
BGENS56
BGENS57
BGENS8
BGENS9
BGENGO
BGENG1
BGENG62
BGENG3
BGENG4
BGENG5
BGENG6
BGENG7
BGENG8
BGENG9
BGEN70
BGEN71
BGEN72
BGEN73
BGEN74
BGEN76
BGEN77
BGEN78
BGEN79
BGENS8O
BGENS81
BGENS82
BGENS83
BGEN84
BGENS85
BGEN86
BGENS87
BGENS88
BGENS89
BGEN90

0

O O0OPFrRPRPFRPROOORFRPROOOPFrRPROOOPRrRPROOOORrRPROPRPPFPOOOORPRPROOOOORP,PFPOOORFR,OERO

44
44
38
45
40
39
37
39
37
39
40
41
40
44
46
43
46
35
48
39
40
35
38
38
49
37
36
41
34
48
39
43
36
37
40
43
38
36
37
44
58
39
38
44
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Tabela 5 — Caracterizacao de acessos de L. alba quanto a presenca de alelos Unicos e o

namero maximo de alelos em 25 marcadores microssatélites (cont.)

BGEN91
BGEN94
BGEN95
BGEN96
BGEN97
BGENO98
BGEN99
BGEN100
BGEN101
BGEN102
BGEN103
BGEN104
BGEN105
BGEN106

0

OO FrRrFRPRFRPFRPFLPLPOOOOODRO

43
37
33
33
43
35
37
29
48
37
46
42
43
38
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4.2 Andlise de diversidade

7

Dentre as amostras estudadas, a maioria é diploide (59%) sendo
oriundas principalmente da regido Centro-oeste. Os acessos triploides (16%)
tém como origem as regides Centro-oeste e Sudeste e os tetraploides (21%)
sao principalmente oriundos da regido Centro-oeste. Os acessos da regido
Nordeste 80% séo diploides. O Unico acesso hexaploide é originario da regido
Centro-oeste.

Por meio do dendrograma de distancias genéticas, associado aos dados
de quantidade de DNA, foi possivel identificar a maior capacidade de
discriminacado entre as amostras quando comparamos 0s primers descritos na
literatura e os primers desenvolvidos no presente trabalho. A diferenca de
polimorfismo entre os dois conjuntos de primers pode ser visualizado na figura
5. Enquanto para os marcadores descritos na literatura ndo foi possivel
diferenciar alguns acessos (Figura 5A), o dendrograma obtido a partir do novo
conjunto de primers foi capaz de diferenciar todos os acessos de L. alba
(Figura 5B).
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Figura 5 — Dendrogramas de similaridade genética por UPGMA com coeficientes JACCARD de 100 acessos de L. alba. As cores dos ramos representam
diferentes niveis de ploidia, sendo diploide em amarelo, triploide em verde, tetraploide em vermelho, hexaploide em roxo, aneuploide em azul e mixoploide
em cinza. (A) Dendrograma realizado a partir dos dados de nove loci descritos na literatura (SANTOS et al., 2012; RAY et al., 2012). (B) Dendrograma
realizado a partir de 16 novos loci desenvolvidos neste trabalho.
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Figura 5 — Dendrogramas de similaridade genética por UPGMA com coeficientes JACCARD de 100 acessos de L. alba. As cores dos ramos representam
diferentes niveis de ploidia, sendo diploide em amarelo, triploide em verde, tetraploide em vermelho, hexaploide em roxo, aneuploide em azul e mixoploide
em cinza. (A) Dendrograma realizado a partir dos dados de nove loci descritos na literatura (SANTOS et al., 2012; RAY et al., 2012). (B) Dendrograma
realizado a partir de 16 novos loci desenvolvidos neste trabalho. (cont.)
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O menor valor de similaridade genética (0,12) foi observado entre os
acessos BGEN100O e BGEN88 e o maior valor de similaridade genética (0,89)
entre os acessos BGEN95 e BGEN96. Foram obtidos 28 ramos com valores de
bootstrap acima de 50%, sendo que desses seis foram acima de 90% (Figura
6).

A partir do dendrograma gerado com todos os loci estudados (Figura 6A
e B) observou-se quatro grupos principais. Os dendrogramas foram coloridos
de acordo com dois critérios: local de coleta dos acessos (Figura 6A) e nivel de
ploidia (Figura 6B). O agrupamento por nivel de ploidia revelou-se mais
consistente. Contudo, foi possivel identificar trés grupos relacionados a origem
dos acessos, 0 grupo | proveniente apenas do Centro-oeste, todos do Distrito
Federal e os grupos Il e Ill que foram compostos apenas por acessos da regiao
Nordeste.

O agrupamento por nivel de ploidia permitiu observar grupos com
acessos diploides e triploides (Grupo |, Figura 6B), merecendo destaque o fato
dos triploides estarem todos reunidos no mesmo grupo com similaridade 0,36.
Outros grupos contendo principalmente acessos diploides (Grupos Il e 1V,

Figura 6B) e tetraploides (Grupo lll, Figura 6B) foram observados.
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Figura 6 — Dendrogramas de similaridade genética por UPGMA com coeficientes JACCARD a partir
de 25 loci de microssatélites de 100 acessos de L. alba. (A) As cores dos ramos representam
diferentes regiées do Brasil, sendo Sudeste em amarelo, Nordeste em verde, Centro-oeste em rosa,
Sul em azul e Norte em cinza. (B) As cores dos ramos representam diferentes niveis de ploidia sendo
diploide amarelo, triploide em verde, tetraploide em vermelho, hexaploide em roxo, aneuploide em
azul e mixoploide em cinza. * representa valores de bootstrap acima de 50 e ** valores de bootstrap
acima de 90. Os dendrogramas com coeficientes de JACCARD e DICE foram idénticos.
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Figura 6 — Dendrogramas de similaridade genética por UPGMA com coeficientes JACCARD a partir
de 25 loci de microssatélites de 100 acessos de L. alba. (A) As cores dos ramos representam
diferentes regiées do Brasil, sendo Sudeste em amarelo, Nordeste em verde, Centro-oeste em rosa,
Sul em azul e Norte em cinza. (B) As cores dos ramos representam diferentes niveis de ploidia sendo
diploide amarelo, triploide em verde, tetraploide em vermelho, hexaploide em roxo, aneuploide em
azul e mixoploide em cinza. * representa valores de bootstrap acima de 50 e ** valores de bootstrap
acima de 90. Os dendrogramas com coeficientes de JACCARD e DICE foram idénticos. (cont.)
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4.3  Andlise bayesiana

A andlise bayesiana realizada pelo programa STRUCTURE permitiu
reunir os acessos de acordo com a composicdo do genoma (Figura 7). Os
acessos foram agrupados por similaridade dos genomas onde alelos iguais sdo
representados pela mesma cor.

Essa andlise permitiu visualizar a alta diversidade dos alelos em acessos
diploides evidenciando quatro agrupamentos representados em vermelho,
verde, azul e amarelo (Figura 7). A porcdo do genoma representado em
vermelho variou de 60% a 100% entre os individuos agrupados. Valores
similares foram observados para os acessos agrupados e representados pela
cor azul. Os acessos com a por¢cado majoritaria do genoma representado em
verde variou entre 97% e 100%, sendo esse 0 grupo que apresentou maior
homogeneidade. Os individuos com alelos representados em amarelo
revelaram uma variagao de 50 a 100%.

Foi possivel identificar acessos que apresentaram-se intermediarios, isto
€, com alelos representados por duas cores. Este fato foi principalmente
observado entre dois grupos representados com barras azuis e amarelas e
guase nao observado nos acessos que apresentam predominantemente barras
vermelhas e verdes.

Na figura 8 foi possivel visualizar que acessos oriundos da mesma
regido apresentam genomas com diferentes tipos de alelos evidenciando a

auséncia de relagéo entre a variabilidade alélica e a regido de origem.
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Figura 7 - Andlise bayesiana da estrutura genética de 58 acessos diploides de L. alba (K=4). Na porc¢éo inferior de cada barra encontra-se a identificagdo do
acesso colorido de acordo com regido de origem: Rosa (Centro-oeste), Amarelo (Sudeste), Verde (Nordeste), Azul (Sul) e Preto (ndo ha informacéo de
origem do acesso). Individuos foram agrupados por similaridade do genoma. Nos histogramas, as cores mostram, para cada individuo, a propor¢do do
genoma compartilhado. Genomas similares séo representados pela barra da mesma cor.

CO SE NE S

Figura 8 — Andlise bayesiana da estrutura genética de 58 acessos diploides de L. alba (K=4). Individuos sao organizados por regido de origem CO (Centro-
oeste), SE (Sudeste), NE (Nordeste) e S (Sul). Nos histogramas, as cores mostram, para cada individuo, a propor¢éo do genoma compartilhado. Genomas
similares séo representados pela mesma cor.
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5. DISCUSSAO

A analise dos fragmentos de microssatélites em Lippia alba mostrou a
presenca de individuos com trés e quatro alelos distintos sugerindo a
ocorréncia de poliploidia na espécie (SOLTIS e RIESEBERG, 1986; SOLTIS e
SOLTIS, 1989; MAHY et al.,, 2000). Em L. alba identificamos 14 loci
apresentando mais de dois alelos (p60, p77, pl166, p229, p249, p270, p294,
p370, p412, p432, p440, p484, P8 e LALO4). A maioria dos loci apresentou
alelos com alta frequéncia na populacdo e varios alelos apresentaram-se
compartilhados por acessos com diferentes niveis de ploidia, ratificando a
hipétese de poliploidizagdo por autopoliploidia (LOPEZ-PUJOL et al., 2007).
Possivelmente por esse motivo alguns valores de bootstrap mostraram-se
baixos em alguns ramos do dendrograma, uma vez que a ocorréncia de alelos
compartilhados aumenta a chance de que muitos ramos diferentes sejam
formados (LU et al., 2013).

A comparacdo entre os loci desenvolvidos neste trabalho e aqueles
previamente descritos na literatura revelou, de modo geral, melhor qualidade
dos novos loci, tanto no que diz respeito a amplificacdo dos fragmentos quanto
no poder de discriminacdo das amostras. Essa diferenca pode ser devido a
metodologia utilizada para identificacdo dos loci. Zalapa et al. (2012)
compilaram os resultados de varios artigos relativos ao desenvolvimento de
primers de microssatélite comparando-os em relacdo aos métodos utilizados:
por clonagem em vetores ou next-generation sequencing (NGS). Nos trabalhos
revisados, 85% utilizaram a metodologia classica em que os loci séo
identificados por meio da analise de coldnias contendo fragmentos do genoma
da espécie em estudo. Apesar do maior numero de publicacdes utilizando o
método classico, os autores classificaram o método de sequenciamento
paralelo em massa como eficiente para o isolamento de novos loci de
microssatélites, principalmente quando s&o comparados com testes de
polimorfismo dos primers.

Embora os trabalhos com diferentes metodologias apresentem
praticamente 0os mesmos numeros de primers polimérficos, aqueles realizados

por meio da clonagem classica foram submetidos a mais testes de
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padronizacao (20%) que os primers gerados por NGS (1%) (ZALAPA et al.,
2012).

No presente trabalho, comparando-se os primers previamente descritos
e os desenvolvidos pelo nosso grupo de pesquisa com relacdo ao polimorfismo
dos primers também observou-se que aqueles desenhados utilizando a
metodologia tradicional mostraram-se menos polimérficos que os que utilizaram
sequenciamento paralelo em massa. Alguns trabalhos vém utilizando essa
técnica para o desenvolvimento de marcadores microssatélites (CSENCSICS,
BRODBECK e HOLDEREGGER, 2010; EKBLOM e GALINDO, 2011; DELMAS
et al., 2011; JUN, MICHEL e MIAN, 2011; CELIK et al., 2014; KUROKOCHI et
al., 2014), no entanto esse é o primeiro trabalho que utiliza este método para a
identificagéo de loci de microssatélites para L. alba.

Cada vez mais estudos utilizam marcadores tipo microssatélite para
entender a relacdo entre individuos com variagdo do nivel de ploidia
intraespecifico (BRUVO et al.,, 2004; PAIRON, JACQUEMART e POTTER,
2008; ANDREAKIS, KOOISTRA e PROCACCINI, 2009; LO, STEFANOVIC e
DICKINSON, 2009; ASSOUMANE et al., 2013, TEIXEIRA, RODRIGUEZ-
ECHEVERRIA e NABAIS, 2014). No presente estudo a relacdo entre os
diferentes niveis de ploidia pode ser observada pelo dendrograma de
similaridade genética a partir dos 25 loci de microssatélites utilizados, que
evidenciam grupos de acessos que apresentaram uniformidade em relacdo ao
nivel de ploidia, sugerindo maior similaridade genética entre acessos que
possuem o mesmo tamanho de genoma. Fehlberg e Ferguson (2012), através
de estudos de microssatélites, relataram a possibilidade de falta de fluxo génico
entre citotipos do complexo Phlox amabilis- P. woodhousei (Polemoniaceae).
Da mesma forma, Miinzbergova, Surinova e Castro (2013), por meio da mesma
técnica, sugeriram uma forte barreira reprodutiva entre os cit6tipos diploides e
tetraploides de Aster amellus (Asteraceae).

Apesar de L. alba ser descrita com reproducdo principalmente por
alogamia (SCHOCKEN, 2007), observacdOes de campo sugerem que O0S
citotipos poliploides se reproduzam eficientemente por reproducéo vegetativa.

Este modo de reproducdo possibilita a manutencdo de individuos

geneticamente desbalanceados e a coexisténcia dos citétipos (TATE e
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SIMPSON, 2004; KAO, 2007) possibilitando em longo prazo o cruzamento
entre eles. Além disso, esse modo de reproducdo permite, em um primeiro
momento, o surgimento de clones que podem acumular mutagbes e com isso
ampliar a variabilidade genética na espécie (LEITCH e LEITCH, 2008). No
entanto, apesar das mutacfes tais clones podem permanecer ainda muito
parecidos, corroborando os resultados aqui observados. Além da reproducéo
vegetativa ndo se pode descartar ainda a ocorréncia de apomixia que também
pode contribuir para esse padréo e esta frequentemente relacionada com a
poliploidia (MOGIE, BRITTON e STEWART-COX, 2007).

Dentre o0s agrupamentos gerados ocorreram grupos contendo
majoritariamente acessos diploides, o menor valor de similaridade encontrado
entre esses acessos foi 0,12. Apesar disso, observou-se a formacédo de grupos
de gendtipos entre os acessos diploides. Este fato explica, pelo menos em
parte, o fato de que alguns acessos diploides ndo pertencam a nenhum grupo
como BGEN100 e BGEN14 ou ainda estarem mais proximos de cit6tipos
triploide, tetraploide, hexaploide, aneuploide e mixoploide e contribui para a
hipétese de que os poliploides tenham surgido a partir dos acessos diploides.
Situacédo similar foi observada no estudo da espécie poliploide Dioscorea alata
(NEMORIN et al., 2013).

O agrupamento dos acessos diploides por meio do programa
STRUCTURE revelou quatro grupos, observando-se em dois deles a presenca
de individuos com dois tipos de alelos. Este fato sugere a possivel ocorréncia
de fluxo génico envolvendo diferentes genomas. No entanto, no caso de alguns
acessos que nao apresentam diferentes cores representadas na barra, como
nos acessos que exibem barras vermelhas e verdes, provavelmente o meio de
propagacao é por reproducdo vegetativa ou reproducdo sexuada mais restrita
em cada grupo. O surgimento de individuos diploides por semente em
condicdes de campo explica a maior diversidade neste nivel de ploidia e sugere
haver mais fluxo génico entre os diploides, ampliando a variabilidade do
genoma neste nivel de ploidia.

Por outro lado, os acessos poliploides tendem a apresentar um
comportamento meidtico irregular (REIS et al., 2014) e podem se estabelecer

no ambiente por meio do aumento da taxa de reproducdo assexuada (TATE e
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SIMPSON, 2004; KAO, 2007) diminuindo assim a variabilidade dentro dos
niveis mais altos de ploidia.

A analise de distancia genética reuniu todos o0s acessos triploides em um
mesmo grupo contribuindo para a hipotese de que tenham uma origem comum.
Considerando a baixa frequéncia e viabilidade sexual dos triploides e também a
possibilidade de reproducdo assexuada, é possivel que um ou poucos
ancestrais diploides estejam envolvidos na formagdo dos mesmos. Este fato
pode também significar que a formacdo deste nivel de ploidia ndo € algo
recorrente na espécie. Outros estudos também mostram o raro
estabelecimento de triploides na populacéo devido a sua infertilidade (JIANG et
al., 2013 e MOGHE et al., 2014). Outros aspectos que mostram a uniformidade
deste grupo estdo relacionados a producdo de Oleos essenciais e as
caracteristicas morfolégicas dos acessos. Recentemente nosso grupo de
pesquisa observou que todos os triploides produzem linalol como componente
majoritario do Oleo essencial e que este composto ndo € produzido
majoritariamente por diploides e tetraploides (VICCINI et al., 2014). Em outro
estudo que avaliou comparativamente a morfometria foliar, evidenciou-se um
agrupamento dos acessos triploides em relagéo aos outros acessos (dados ndo
publicados).

No agrupamento que reune todos os acessos triploides, alguns acessos
diploides foram também incluidos, BGEN13, BGEN38, BGEN40, BGEN72 e
BGENS9. Este fato evidencia a similaridade genética entre acessos diploides e
triploides e indica uma possivel relacdo na origem dos triploides envolvendo
acessos diploides. Da mesma forma o acesso diploide BGEN102, que esta no
mesmo grupo dos acessos tetraploides, pode ter relacdo com a origem deste
nivel de ploidia. E importante ressaltar que todos esses acessos diploides
recém-citados (BGEN13, BGEN38, BGEN40, BGEN72, BGEN89 e BGEN102)
contém pelo menos 20% do genoma representado em amarelo. Sugerindo que
0 agrupamento de acessos diploides com majoritariamente presenca de
genoma representado em amarelo pode estar relacionado a origem dos
acessos poliploides.

Ao se fazer a analises do agrupamento dos acessos com base na regiao

geografica de origem ndo se verifica maior similaridade entre acessos oriundos
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da mesma regido. Esse agrupamento por nivel de ploidia e ndo por regiao de
origem sugere que L. alba seja uma espécie de ampla distribuicdo, que nédo
esta associada aos niveis de ploidia. E possivel que a acdo humana também
tenha contribuido para a difusdo da espécie, uma vez que se trata de uma
espécie de interesse medicinal e sua propagacao ocorre facilmente por meio
vegetativo. A auséncia da relagdo entre similaridade genética e regido de
origem também ocorre na comparacdo da composicdo gendmica dos acessos
diploides, onde néo é possivel identificar relacéo entre a regido de origem e 0s
diferentes tipos de genomas existentes em acessos diploides.

O agrupamento por regido € evidenciado somente para alguns acessos
diploides das regibes Nordeste e Centro-oeste, sendo todos 0s acessos
originados dos estados de Sergipe, Bahia e Distrito Federal indicando que
esses acessos possam estar reprodutivamente isolados.

O distanciamento do acesso diploide BGEN100 dos demais acessos
também diploides pode ter ocorrido devido este acesso ser o Unico oriundo do
municipio de Pirapiranga, BA. As coletas mais proximas foram realizadas a
128Km em Rio Real, BA ou 160km em Gararu, SE. Algumas hipéteses podem
ser levantadas: (1) o acesso pode estar isolado reprodutivamente dos demais
acessos coletados e, pelo isolamento, acumulou mutacdes que o diferencia dos
demais; (2) o acesso possui origem diferente dos demais. Os acessos a ele
relacionados constituem o grupo Il no dendrograma de distancias genéticas a
partir dos 25 loci de microssatélites utilizados. A difusdo antrépica que os
acessos de L. alba sofrem pode também ter contribuido para esse resultado.

Embora essa relacéo entre nivel de ploidia e distribuicdo geografica ndo
tenha sido verificada, é curioso o fato de que somente na regido centro-oeste
tenha sido observado todos os niveis de ploidia. Coincidentemente essa regiao
é considerada como o centro de diversidade do género (REIS et al., 2014).

A associacdo dos acessos por nivel de ploidia vem ao encontro a
hipétese apresentada por Reis et al. (2014). Segundo os autores, a ocorréncia
natural de cruzamentos entre acessos com diferentes niveis de ploidia pode

explicar a origem do complexo poliploide (Figura 9).
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Figura 9 - Possiveis origens dos diferentes niveis de ploidia evidenciado por cruzamentos
naturais entre os citétipos. As setas cinza claro representam cruzamentos envolvendo gametas
reduzidos e as setas cinza escuro representam cruzamentos envolvendo gametas nao
reduzidos (Adaptado de REIS et al., 2014). (A) Todas as possibilidades de origem dos citotipos.
(B) Origem mais provavel de acordo com as distancias genéticas entre os citétipos.

De acordo com essa hipotese, a origem dos acessos tetraploides estaria
associada a duplicacdo do genoma diploide ou a juncdo de gametas néo
reduzidos (Figura 9A). De acordo com o dendrograma de distancias genéticas,
a origem dos acessos tetraploides a partir de acessos diploides (Figura 9B) é
possivel uma vez que 0s mesmos mostram-se similares em ambas analises.
No dendrograma construido a partir dos 25 loci de microssatélites ha um grupo
que contém trés agrupamentos com o0s dois citotipos, dois com acessos
diploides (grupos Il e IV) e um grupo contendo acessos tetraploides (grupo Ill).
Segundo Reis et al. (2014), os acessos triploides podem ter se originado por

meio do cruzamento de um acesso diploide com um acesso tetraploide ou por
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meio da fusdo de um gameta nao reduzido e outro reduzido ambos oriundos de
acessos diploides (Figura 9A). O ultimo cenario parece ser o caso dos triploides
amostrados (Figura 9B), uma vez que os triploides aparecem relacionados com
os diploides e ndo com os tetraploides nas analises de similaridade genética.

A origem do acesso aneuploide pode ser explicada pelo cruzamento de
um diploide (n=15) com um triploide que pode produzir gametas com n=22 ou
n=23 cromossomos (Figura 9A e B). A juncdo de um gameta com n=15 com
um gameta com n=23 pode explicar a origem de um aneuploide com 2n=38
cromossomos (REIS et al., 2014). Heilborn (1932) e Wahl (1940) identificaram
individuos aneuploides derivados de poliploides com nimeros cromossdmicos
diferentes. Estudos em Arabidopsis thaliana verificaram a aneuploidia derivada
de triploides (HENRY et al., 2005) e alguns estudos recentes identificaram
gametas aneuploides oriundos de organismos triploides semi-férteis (ALEZA et
al.,, 2012; NEMORIN et al.,, 2013; PRZYBYLA et al.,, 2014). Contudo, no
dendrograma nado foi possivel evidenciar o individuo aneuploide proximo a
acessos triploides. Esse episddio pode ter ocorrido devido a algumas
hipéteses: (1) o aneuploide teria surgido por cruzamento de um triploide ndo
amostrado no presente trabalho, (2) os loci estudados podem néo ter sido
suficientes para identificar a similaridade do cit6tipo triploide, (3) a eliminacao
de sequéncias pode ter favorecido a identificacdo de maior semelhanca entre
aneuploide e diploides uma vez que a ocorréncia de aneuploidia esta
frequentemente vinculada a eliminacdo de sequéncias haploides
(MAHESHWARI et al., 2015).

Para a origem do hexaploide héa trés hipéteses: (1) duplicagcdo de um
acesso triploide, (2) cruzamento envolvendo gametas ndo reduzidos oriundos
de acessos diploide e tetraploide ou (3) juncdo de um gameta ndo reduzido
com um gameta reduzido ambos de um acesso tetraploide (Figura 9A). A
similaridade genética do acesso hexaploide com o0s acessos tetraploides
sugere a possibilidade de origem do mesmo envolvendo acessos tetraploides
(Figura 9B). Indiretamente os diploides também teriam contribuicdo para a
origem do hexaploide uma vez que os tetraploides teriam sua origem também

vinculada a este nivel de ploidia.
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6. CONCLUSOES

Embora Lippia alba seja uma espécie de grande interesse medicinal e
promissora do ponto de vista econdmico em funcdo da natureza de seus 0leos
essenciais, 0 uso da espécie encontra-se ainda limitado ao cultivo doméstico e
poucos sdo os registros de plantios comerciais da espécie. A0 mesmo tempo,
muito pouco se sabe sobre a origem da grande variacao fenotipica existente na
espécie.

Um passo importante para elucidar essas questbes envolve o
conhecimento da variacdo genética existente e da relacdo existente entre 0s
diversos citétipos recentemente descritos.

No presente trabalho, o uso de marcadores do tipo microssatélites abriu
novas perspectivas para a compreensao da evolucao biolégica e também para
0 uso comercial da espécie.

A avaliacdo da distancia e da estrutura genética entre os acessos de L.
alba permitiu verificar a eficiéncia dos primers descritos na literatura para L.
alba e espécies préoximas.

O desenvolvimento de novos primers utilizando o sequenciamento
paralelo em massa para Lippia alba demonstrou ser uma técnica rapida e muito
eficiente permitindo a identificacdo de novos loci e a maior discriminacdo dos
acessos estudados.

A associacdo dos dados de diversidade genética com as quantidades de
DNA permitiu evidenciar grupos que estejam possivelmente relacionados com
a origem dos acessos.

Os valores relativamente altos de similaridade observados evidenciam a
estreita base genética entre os acessos estudados e contribuem para ratificar a
hipétese de autopoliploidia.

Os acessos diploides parecem ser a base de origem dos demais

citotipos.
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ANEXO 1 - Voucher Lippia alba (Mill.) N.E.Br.

BGENO01:48375; BGEN02:48374; BGEN03:48373; BGEN04:48372;
BGENO05:48371; BGEN06:48370; BGENO07:48386; BGEN08:48392;
BGENO09:48393; BGEN10:48391; BGEN11:48390; BGEN12:48389;
BGEN13:48400; BGEN14:48399; BGEN15:48394; BGEN16:48395;
BGEN18:48397; BGEN19:48398; BGEN20:48456; BGEN21:48458;
BGEN22:48459; BGEN23:48460; BGEN24:48462; BGEN25:48461,
BGEN26:48463; BGEN27:48464; BGEN28:48465; BGEN29:48466;
BGEN30:48467; BGEN31:48468; BGEN32:48472; BGEN33:48376;
BGEN34:48377; BGEN35:48379; BGEN36:48380; BGEN37:48381,;
BGEN38:48382; BGEN41:63796; BGEN43:63799; BGEN45:63743;
BGEN46:63744; BGEN47:63745; BGEN48:63746; BGEN49:63747,
BGEN50:63793; BGENS51:63748; BGEN52:63749; BGEN53:63750;
BGENS5:63769; BGENS6:63755; BGENS7:63751; BGENS8:63752;
BGEN59:63753; BGEN60:63798; BGEN61:63754; BGEN62:63756;
BGENG63:63757; BGEN64:63758; BGENG65:63759; BGEN66:63760;
BGENG67:63761; BGENG68:63762; BGENG69:63763; BGEN70:63764,
BGEN71:63765; BGEN72:63766; BGEN73:63767; BGEN74:63768;
BGEN76:63771;, BGEN77:63772; BGEN78:63773; BGEN80:63774,
BGEN81:63775; BGEN82:63794; BGEN83:63776; BGEN84:63777,;
BGENS85:63778; BGEN86:63779; BGEN87:63780; BGEN88:63781,
BGENS89:63782; BGEN90:63783; BGEN91:63784; BGEN94:63787;
BGEN95:63791; BGEN96:62382; BGEN97:63788; BGEN98:63789;
BGEN99:63790; BGEN100:63792; BGEN101:63800; BGEN102:63801,
BGEN103:63802; BGEN104:63803.
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