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RESUMO

O mercado de plantas ornamentais encontra-se em crescente expansdo, ocorrendo com
frequéncia o langamento de novas plantas, o que ocorre basicamente devido a criacdo de novas
cultivares ou pela identificacdo de espécies nativas que apresentem caracteristicas desejaveis
ao mercado. Existem na flora nativa diversas espécies que apresentam potencial para uso
ornamental ainda pouco explorado, dentre elas estdo o Mussambé (Cleome spinosa Jacq.) e 0
Cambara (Lantana camara L.), ambas as espécies sdo conhecidas por suas propriedades
medicinais. Para viabilizar o uso adequado destas espécies, seja para uso ornamental ou
medicinal, para estabelecer estratégias eficientes de conservacao e para inserir as espécies em
programas de melhoramento genético, é necessario e identificacdo da maxima variabilidade
genética. Dessa forma, neste trabalho objetivou-se avaliar a diversidade genética presentes em
populacdes de Mussambé e Cambara. O trabalho esta divido em dois capitulos. No primeiro
capitulo ¢é avaliado a diversidade presente entre e dentro de trés populacdes de Mussambé
coletadas nas cidades Paraibanas de Remigio, Esperanga e Alagoinha. No segundo capitulo,
avaliou-se a diversidade presente entre e dentro de duas populacdes de Cambara coletadas em
Areia-PB, ao longo da PB-079 e PB-087. Em ambos os capitulos a diversidade genética foi
avaliada com base em marcadores morfologicos e moleculares do tipo RAPD. A diversidade
genética foi acessada a partir dos dados morfoldgicos por meio da analise de componentes
principais e por analise de cluster usando os dados moleculares. Observou-se que em ambas as
espécies, os marcadores utilizados foram eficientes da deteccdo de diversidade entre o0s
individuos. Com base nos resultados, em ambos os estudos, os individuos mais dissimilares

podem ser indicados como possiveis genitores em programa de melhoramento genético.

Palavras-chave: Mussambé. Cambara. RAPD. Variabilidade genética. Plantas Ornamentais.
Plantas medicinais.



ABSTRACT

The ornamental plant market is growing, with the launch of new plants frequently occurring,
which is basically due to the creation of new cultivars or the identification of native species that
present desirable characteristics to the market. There are several species in the native flora that
have a potential for ornamental use that has not yet been explored, among them are Mussambé
(Cleome spinosa Jacg.) and Cambara (Lantana camara L.), both species are known for their
medicinal properties. To enable the adequate use of these species, whether for ornamental or
medicinal use, to establish efficient conservation strategies and to insert the species in genetic
improvement programs, it is necessary to identify the maximum genetic variability. Thus, this
study aimed to evaluate the genetic diversity present in populations of Mussambé and Cambara.
The work is divided into two chapters. In the first chapter, the diversity present between and
within three populations of Mussambé collected in the cities of Paraiba in Remigio, Esperanca
and Alagoinha is evaluated. In the second chapter, the diversity present between and within two
populations of Cambara collected in Areia-PB, along PB-079 and PB-087, was evaluated. In
both chapters, genetic diversity was assessed based on morphological and molecular markers
of the RAPD type. Genetic diversity was accessed from the morphological data through
principal component analysis and cluster analysis using molecular data. It was observed that in
both species, the markers used were efficient in detecting diversity among individuals. Based
on the results, in both studies, the most dissimilar individuals can be indicated as possible

parents in a genetic improvement program.

Key words: Mussambé. Cambard. RAPD. Genetic variability. Ornamental plants. Medicinal
plants.
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1 INTRODUCAO GERAL

No Brasil o mercado de plantas ornamentais encontra-se em crescente expansédo
(IBRAFLOR, 2017), sendo esta atividade exercida em grande parte por pequenos produtores
rurais (Franca, 2008). O setor da floricultura caracteriza-se pelo frequente langamento de novas
plantas, 0 que ocorre basicamente pela criacdo de novas cultivares ou pela identificacdo de
espécies nativas que apresentem caracteristicas desejaveis ao mercado (Carrion & Brack, 2012;
Cavalcante, 2015).

Com isto, € necessario realizar a caracterizacdo das espécies da flora nativa que
apresentem potencial de uso ornamental. O uso dessas espécies além de representar um
diferencial na cadeia produtiva também é importante para conservacao da flora local (Heiden
et al., 2006; Hitchmough 2010; Beckmann-Cavalcante et al., 2013). Dentre as espécies nativas
com potencial ornamental ainda pouco exploradas comercialmente encontram-se a Cleome

spinosa Jacqg. e a Lantana camara L.

Ambas as espécies citadas sdo bastante utilizadas na medicina popular. A Cleome
spinosa Jacq. € conhecida popularmente como Mussambé, pertence a familia Cleomaceae.
Caracteriza-se como um arbusto ereto de caule cilindrico, ramificados com espinhos. As folhas
sdo alternadas helicoidais, pecioladas, apresentando limbo recortado profundamente em até 8
segmentos. A inflorescéncia apresenta-se em conjuntos terminais com flores brancas, androceu
com estames de filetes roseos longos (Moreira & Braganca, 2011; Aparadh et al., 2012; Cornejo
et al., 2015). O mussambé apresenta atividades antimicrobiana, anti-inflamatéria e anti-
helmintica (Mcneil et al., 2010; Albarello et al., 2013; Andrade et al., 2014; Silva, 2016).

Assim como a Cleome spinosa Jacg., Lantana camara L. também apresenta
propriedades medicinais, como por exemplo, propriedades analgésica e anti-inflamatéria
(Bairagi et al., 2017), citotdxica e anticancer (Shamsee et al., 2019) e anticonvulsivante (Kazmi
et al., 2012). Esta espécie é conhecida como Cambard, Lantana, Salvia Selvagem, e pertencente
a familia Verbenaceae (Salimenae & Mdulgura, 2014). Sao descritas como arbustos vigorosos
de caules ramificados, possuem folhas ovaladas e opostas com coloracéo verde. Os frutos sao
bagas globosas, com coloracdo arroxeada e diametro de 3 a 4 mm. As inflorescéncias sao
compactas, com formato de clpula contendo de 20 a 40 flores sésseis com cores que variam

entre branco, amarelo, laranja e vermelho (Oliveira, 2007; Sandres, 2012).



No entanto, para viabilizar o uso adequado destas espécies, seja para uso ornamental ou
medicinal, e para estabelecer estratégias eficientes para a conservacdo das mesmas sao
necessarias diversas informagdes, como o nivel de ocorréncia das espécies em condicbes
naturais, manejo adequado, indice de aproveitamento agricola e industrial das espécies e
identificacdo da méaxima variabilidade genética (Morales & Valois, 2000; Silva et al., 2018).

Além de importante para estabelecer estratégias de uso e conservagdo das espécies, a
variabilidade genética também ¢ fundamental no estabelecimento de programas de
melhoramento vegetal. A variabilidade genética pode ser estimada através do uso de diversos
marcadores, dentre eles os morfoldgicos, fisioldgicos, bioquimicos, citolégicos e moleculares
(Amaral Junior et al., 2010).

Dentre os citados, os marcadores morfologicos sdo caracterizados como uma técnica
acessivel, de facil aplicacdo e baixo custo, que mostra-se eficiente na obtencéo preliminar de
dados sobre a variabilidade genética das populagdes (Singh, 2001). Contudo, existem
limitagBGes, como a influéncia ambiental e o estadio de desenvolvimento da planta no periodo
de analise que podem comprometer a exatidao dos dados. Os marcadores morfolégicos auxiliam
no uso de técnicas mais sofisticadas, como os marcadores moleculares, aumentando a precisdo
dos dados sobre variabilidade genética entre e dentro de populacdes naturais (Andrade et al.,
2011; Cruz et al., 2011; Flood et al., 2011).

Afim de aumentar a precisdo dos resultados, os marcadores moleculares apresentam-se
como opcdo viavel e que produz resultados confiaveis, estes sdo marcadores genéticos baseados
na deteccgéo de isoenzimas ou sequéncias de DNA (Faleiro, 2011). A técnica ¢ bastante eficiente
para determinar variabilidade genética entre individuos, analisando diretamente o material
genético. Podem ser utilizados para analise em qualquer estadio de desenvolvimento da planta,
e 0s dados obtidos sdo isentos da influéncia ambiental (Yanaka et al., 2005; Faleiro, 2007;
Kamada et al., 2009).

Entre os varios tipos de marcadores moleculares, o RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA) destaca-se por ser rapido, simples, de baixo custo, demanda quantidades
minimas de DNA para as analises e dispensa conhecimento prévio da sequéncia de DNA alvo.
Tem como principais aplicacdes os estudos de diversidade genética e mapeamento genético. A
técnica, baseia-se na amplificacdo através da PCR (Reag¢do em cadeia da polimerase) de
fragmentos ndo especificos do DNA, utilizando iniciadores curtos de 10-15 nucleotideos de

sequéncia aleatdria (Lacerda et al., 2002; Faleiro, 2011; Silva et al., 2015).
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A partir das informagdes obtidas através do uso dos marcadores morfolégicos e
moleculares quanto a diversidade genética existente nas populacbes das espécies, é possivel
estabelecer estratégias de uso e conservagdo e selecionar possiveis genitores em programas de

melhoramento da espécie.

Dessa forma, este trabalho tem como objetivo avaliar a diversidade genética entre e
dentro das populacdes de Cleome spinosa Jacq e Lantana camara L. com o auxilio de
marcadores moleculares do tipo RAPD e de marcadores morfolégicos. O trabalho esta dividido
em dois capitulos. No primeiro capitulo avaliou-se a diversidade genética entre e dentro de trés
populacdes naturais de Mussambé (Cleome spinosa Jacq.). No segundo capitulo foi avaliada a
diversidade genética entre e dentro de duas populagdes naturais de Cambara (Lantana camara
L.).
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Diversidade genética entre e dentro de populac6es naturais de Cleome spinosa Jacq.

Resumo: A Cleome spinosa Jacg. € uma erva perene bastante utilizada na medicina tradicional
e na ornamentacdo de jardins, porém, existem poucas informagdes sobre a diversidade genética
presente nas populacBes deste importante recurso genético vegetal. Avaliou-se neste estudo a
diversidade genética entre e dentro de populagdes naturais de Cleome spinosa Jacq. através de
marcadores morfolégicos e moleculares, para obtencao de dados que auxiliem na domesticacdo
e uso da espécie para fins medicinais e ornamentais. Por meio de marcadores morfoldgicos e
moleculares realizou-se a caracterizagdo de trés populacbes de Mussambé nas cidades
paraibanas de Remigio, Esperanca e Alagoinha. Os valores obtidos através dos caracteres
morfoldgicos foram submetidos a analise de componentes principais, e os dados moleculares a
analise de agrupamento de cluster. Todas as analises foram realizadas utilizando o software R.
Observou-se que os caracteres morfologicos e o marcador molecular RAPD foram eficientes
para detectar diversidade genética entre os individuos. A variabilidade entre populagdes foi
maior que dentro das populacGes. Entre as populages os individuos 11 e 75 sdo 0s mais
divergentes. Dentro da populacdo de Remigio a maior divergéncia é entre a planta 11 e 25, na
populacdo de Esperanca entre 53 e 55 e na populacéo de Alagoinha entre 71 e 75. Em programa
de melhoramento genético da espécie, estes individuos podem ser indicados como possiveis
genitores. InformacGes sobre a diversidade genética sdo importantes para viabilizar o uso e a

conservacao da espécie.

Palavras-chave: Mussambé. RAPD. Marcadores morfoldgicos. Planta medicinal. Planta

ornamental.
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Genetic diversity among and within natural populations of Cleome spinosa jacq.

Abstract: The Cleome spinosa Jacq. it is a perennial herb widely used in traditional medicine
and in garden ornamentation, however, there is little information on the genetic diversity
present in the populations of this important plant genetic resource. In this study, genetic
diversity between and within natural populations of Cleome spinosa Jacq was evaluated.
through morphological and molecular markers, to obtain data that assist in domestication and
use of the species for medicinal and ornamental purposes. Using morphological and molecular
markers, three Mussambé populations were characterized in the Paraiba cities of Remigio,
Esperanca and Alagoinha. The values obtained through the morphological characters were
submitted to the analysis of main components, and the molecular data to the analysis of cluster
grouping. All analyzes were performed using the software R. It was observed that the
morphological characters and the molecular marker RAPD were efficient to detect genetic
diversity among individuals. The variability between populations was greater than within
populations. Among populations, individuals 11 and 75 are the most divergent. Within the
population of Remigio the biggest divergence is between the plant 11 and 25, in the population
of Esperanca between 53 and 55 and in the population of Alagoinha between 71 and 75. In a
genetic improvement program of the species, these individuals can be indicated as possible
parents . Information on genetic diversity is important to enable the use and conservation of the

species.

Key words: Mussambé. RAPD. Morphological markers. Medicinal plant. Ornamental plant.



17

1 INTRODUCAO

A Cleome spinosa Jacq., conhecida popularmente como Mussambé, Mussambé-branco
e Sete-marias, pertence a familia Cleomaceae (Soares Neto & Silva, 2020) E uma erva perene
tipica da América do Sul, Africa e Sul dos Estados Unidos das Américas, também é amplamente
cultivada em varias partes da Asia tropical (Agra et al., 2007). Uma das caracteristicas
marcantes da espécie esta em sua inflorescéncia, formada por conjuntos de flores brancas, que
apresentam androceu com estames de filetes roseos longos (Moreira & Braganca, 2011;
Aparadh et al., 2012).

As espécies do género Cleome sdo bastante utilizadas na medicina tradicional e como
ornamentais (Pereira et al., 2007; Huang et al., 2010; Tsai et al., 2012; Albarello et al. 2013;
Onyango et al. 2013; Moustafa et al., 2019). Na medicina tradicional, 0 mussambé apresenta
atividades antimicrobiana, inseticida, anti-inflamatoria e anti-helmintica cientificamente
comprovadas (Mcneil et al., 2010; Albarello et al., 2013; Andrade et al., 2014; Silva, 2016).
Para Costa & Spehar (2012), todo vegetal que apresente valor econémico atual ou potencial é
considerado um recurso genético vegetal. Com isto, devido seu potencial de exploracdo como
planta medicinal e ornamental, pode-se considerar o Mussambé um importante recurso genetico

vegetal.

No entanto, para viabilizar o uso adequado e a conservacdo destes recursos Sao
necessarias diversas informac6es, como nivel de ocorréncia da espécie em condi¢des naturais,
manejo adequado, indice de aproveitamento agricola e industrial da espécie e identificacdo da

méaxima variabilidade genética (Morales & Valois, 2000; Silva et al., 2018).

Portanto, o conhecimento sobre a diversidade genética é fundamental no
estabelecimento de estratégias de manejo, conservacao e uso das espécies (Oliveira & Silva,
2008; Faleiro et al., 2011). Para estimar a diversidade diversos marcadores podem ser
utilizados, dentre eles os morfoldgicos, fisioldgicos, bioquimicos, citologicos e moleculares
(Amaral Janior et al., 2010).

Neste contexto, no presente estudo objetivou-se avaliar a diversidade genética entre e
dentro de populac6es naturais de Cleome spinosa Jacg. através de marcadores morfolégicos e
moleculares, para obtencao de dados que auxiliem na domesticacdo e uso da espécie para fins

medicinais e ornamentais.
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2 MATERIAL E METODOS

Realizou-se caracterizagdo morfologica e molecular de trés populacbes de Cleome
spinosa Jacq. (Figura 1) nos municipios Paraibanos de Remigio, Esperanca e Alagoinha (Figura
2), contendo cada populagdo, 30, 30 e 27 individuos, respectivamente.

==

Figura2. PopulagGes de Cleome spinosa Jacq. amostradas neste estudo, localizadas em

diferentes municipios da Paraiba, Brasil.1: Remigio 2: Esperanca. 3: Alagoinha. Mapa adaptado
da Wikipédia (2017).
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Caracterizacao morfolégica

Para caracterizagdo morfolégica avaliou-se 0s seguintes caracteres: altura da planta
(AP), diametro do caule (DC), didametro da copa (DDC), comprimento da folha (CF) e largura
dafolha (LF). Todas as mensuracGes foram realizadas com auxilio de régua e paquimetro digital

(Paquimetro digital Leetools®).
Caracterizacdo molecular

Para caracterizacdo molecular coletou-se folhas jovens de todos os individuos
selecionados, as folhas foram acondicionadas em envelopes de papel aluminio identificados e
mantidas em caixas térmicas com gelo. Encaminhou-se o material coletado para o Laborat6rio
de Biotecnologia e Melhoramento Vegetal do Centro de Ciéncias Agrérias da Universidade
Federal da Paraiba (LBMV/CCA/UFPB), mantendo o material vegetal conservado em freezer

até o inicio das analises.

Para extragdo do DNA, utilizou-se aproximadamente 200mg do material vegetal
coletado. O procedimento foi realizado utilizando o protocolo descrito por Ferreira e
Grattapaglia (1995), com modificacbes. A qualidade e quantidade do DNA foi verificada
usando eletroforese em gel de agarose a 0,8%, corado em solucdo de brometo de etidio
(0.2mg/L), e fotografado sob luz UV, em um fotodocumentador tipo Gel logic 112.

As reacdes de amplificacdo do DNA foram feitas utilizando-se um volume final de 25pul,
sendo 23 pul de Master Mix (Tampao 1x + MgCI2 3 mM + dNTP 200 mM + primer 1 mM +
Taq DNA polimerase 1 U) e 2 ul de DNA gendmico (50 ng) da amostra. Na obtengdo das
marcas de RAPD foram utilizados 15 iniciadores (Operon Technologies Inc., Alameda, CA,

EUA) decameros, conforme descrito na Tabela 1.
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Tabela 1. Sequéncia dos 15 iniciadores utilizados nas reacdes de RAPD com suas respectivas
sequéncias de bases.

Iniciador Sequéncia 5’- 3’
OPAT-01 CAGTGGTTCC
OPAT-02 CAGGTCTAGG
OPAT-03 GACTGGGAGG
OPAT-04 TTGCCTCGCC
OPAT-06 CCGTCCCTGA
OPAT-07 ACTGCGACCA
OPAT-08 TCCTCGTGGG
OPAT-09 CCGTTAGCGT
OPAT-10 ACCTCCGGTC
OPAT-11 CCAGATCTCC
OPAT-12 CTGCCTAGCC
OPAT-13 CTGGTGGAAG
OPAT-14 GTGCCGCACT
OPAT-15 TGACGCACGG
OPAT-16 CTCTCCGTAG

As reacdes de amplificacdo foram efetuadas em um termociclador (Modelo: TC-PLUS,
da Techne©) com a seguinte programacéo: desnaturacéo inicial de 94 °C por 3 minutos; 40
ciclos, cada ciclo com a seguinte sequéncia: 15 segundos a 94 °C, 30 segundos a 34 °C e 60
segundos a 72 °C; apo0s os 40 ciclos, foi realizada extensdo final a 72 °C por sete minutos. Os
produtos da amplificacdo foram separados por eletroforese em gel de agarose 1,5% , corado

com brometo de etidio (0.2mg/L).
Anélise de dados

Os valores médios dos caracteres morfologicos foram submetidos a analise dos
componentes principais (PCA). Foi necessario utilizar dois pacotes estatisticos, Factoextra
(Kassambara, 2016) e FactoMineR (Lé€ et al., 2008). E os graficos gerados por meio do pacote
ggplot2 (Wickham, 2016). Todas as analises foram realizadas utilizando o software R Studio

versdo 3.2.0 (R Core Development Team, 2016).

Na analise de cluster obteve-se 0 arquivo com base na leitura das bandas em gel, onde
(0) indicou auséncia e (1) a presenca de bandas. Com base nesses dados, estimou-se as
distancias genéticas entre pares de individuos, gerando uma matriz de dissimilaridade, por meio
da distancia binaria de Sokal (1963). A partir da matriz de distancias genética realizou-se

analise de agrupamento de Ward D2 (Wilks, 2011), resultando no dendrograma. Para o ponto
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de corte adotou-se o critério proposto por Mojema (1977). A matriz de distancias genéticas
também foi usada para calcular o coeficiente de correlacdo cofenética (r) e a consisténcia dos
agrupamentos submetidas ao teste de Mantel (1967) (a < 0,05). Utilizou-se 0 pacote ggplot2
(Wickham, 2016).

3 RESULTADOS
Dados morfol6gicos

A diversidade genética através da analise de componentes principais (ACP), esta
expressa em um conjunto de componentes principais. Os componentes principais 1 e 2 e
explicam 70,15% da variacdo, sendo esta uma porcentagem aceitavel (Tabela 2). Todas as

variaveis foram importantes na discriminagéo dos individuos.

Tabela 2. Componentes principais, autovalores, porcentagem da variancia retida em cada

componente e porcentagem da variancia acumulada pelos componentes principais.

Componentes Autovalor % de variancia % de variancia
Principais (CP) acumulada
CP1 1,85 36,95 36,95
CP2 1,66 33,20 70,15
CP3 0,73 14,70 84,85
CP4 0,44 8,95 93,80
CP5 0,31 6,20 100,00

Para o componente principal 1, as maiores contribui¢cdes foram das variaveis diametro
do caule (40,54%), didametro da copa (38,77%) e altura da planta (20,11%) enquanto para o
componente principal 2, as maiores contribuicdes foram das variaveis largura da folha (48,41%)

e comprimento da folha (43,83%).

Na figura 3, encontra-se a dispersdo grafica dos escores das trés populacdes de
Mussambé nos dois primeiros componentes principais. Ha uma sobreposicao das populacdes

analisadas com base nos dados morfoldgicos. A populacdo de Remigio-PB apresenta maior
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variabilidade, sendo seus individuos mais dispersos no mapa. A populacédo de Esperanca-PB

apresenta individuos similares aos individuos das popula¢Ges de Remigio-PB e Alagoinha-PB.
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Figura 3. Dispersao gréafica das trés populacdes de C. spinosa Jacq. com base nos escores dos
caracteres morfologicos, representado pelos componentes principais 1 e 2. Popula¢do Remigio-
PB do individuo 1 a 30; populacdo Esperanca-PB de 31 a 60 e populacdo de Alagoinha-PB de
61 a87.

A analise de componentes principais (ACP) realizada com base nos dados morfologicos
dentro de cada popula¢do, mostrou que os componentes principais 1 e 2 explicam 75,54%,
67,96% e 71,44% da variacdo contida nas populacbes de Remigio-PB, Esperanca-PB e

Alagoinha-PB, respectivamente (Tabela 3).
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Componente Populacéo 1 Populacéo 2 Populacéo 3
Principal (Remigio) (Esperancga) (Alagoinha)
(CP) Autovalor % deV. Autovalor % de  Autovalor 9%de
A. V.A. V.A.
CP1 2,23 44,63 2,29 45,84 2,45 49,02
CP2 1,54 75,54 1,10 67,96 1,12 71,44
CP3 0,68 89,34 0,82 84,48 0,89 89,30
CP4 0,31 95,71 0,63 97,26 0,32 95,76
CP5 0,21 100,00 0,13 100,00 0,21 100,00

Tabela 3. Componentes principais, autovalores e porcentagem da variancia acumulada (V.A)
pelos componentes principais dentro das populacdes.

Observa-se a dispersao grafica dos escores dentro de cada populacdo de Mussambé nos
dois primeiros componentes principais. A populacdo de Remigio-PB (Figura 4a) possui maior
variabilidade genética dentre as populacGes avaliadas, com as maiores distancias entre 0s
acessos. Os individuos da populacédo de Esperanga-PB (Figura 4b) estdo distribuidos proximos
a regido central do mapa. Parte dos individuos mantem distancia uniforme em relacéo ao acesso
mais proximo. Os individuos de Alagoinha-PB (Figura 4c), destacam-se por apresentar menor
dissimilaridade, estando estes proximos ao eixo central do mapa de fatores. Para esta populacéo
observa-se que a distancia entre 0s acessos 65, 74 e 84 é praticamente nula. E os individuos 69

e 82 sdo os mais dissimilares, apresentando as maiores distancias em rela¢do aos demais.
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Figura 4. Distribuicdo dos individuos dentro das populacdes Cleome spinosa Jacq., coletadas
em (a) Remigio-PB; (b) Esperanca-PB; e (c) Alagoinha-PB, agrupados com base nos
componentes principais a partir dos dados morfologicos.

Dados moleculares

Dos 15 primers utilizados, somente 6 amplificaram bandas, no total de 727 bandas, em
77 locos polimérficos e 11 monomorficos. Os iniciadores OPAT-02, OPAT-03, OPAT-08,
OPAT-09, OPAT-10, OPAT-11, OPAT-14, OPAT-15 e OPAT-16 ndo originaram nenhuma
amplificacdo nos 87 individuos. Para as trés populacdes, o iniciador OPAT-01 foi o mais
eficiente, produzindo bandas visiveis e amplificando 83,3% (25 plantas), 77% (23 plantas) e
70,4% (19 plantas) dos individuos analisados nas plantas das populacdes 1, 2 e 3,
respectivamente (Figuras 5, 6 e 7). Este iniciador também produziu maior nimero de locos
polimadrficos nas trés populagdes, ao detectar fragmento polimorfico. O primer OPAT-12 foi o
menos eficiente, nas trés populacdes. Nao houve amplificagdo de nenhuma banda nos
individuos 55 e 58 a partir dos 15 indiciadores de RAPD testados. A porcentagem média de

locos polimorficos nas populacdes estudadas foi de 87%.
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Figura 5. Perfil eletroforético em gel de agarose (0,8%) com marcador RAPD, gerados a partir
do primer OPAT-01 em 25 individuos da populacdo 1(Remigio-PB) de C. spinosa Jacq. MM-

marcador de peso molecular Ladder 1 Kb.
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Figura 6. Perfil eletroforético dos produtos de amplificacdo de RAPD gerados com o iniciador
OPAT-01 em 23 individuos da populacdo 2 (Esperanca-PB) de Cleome spinosa Jacq. MM-—
marcador de peso molecular Ladder 1 Kb.
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Figura 7. Perfil eletroforético em gel de agarose (0,8%) com marcador RAPD, gerados a partir
do primer OPAT-01 em 19 individuos da populacdo 1(Alagoinha-PB) de C. spinosa Jacq.

MM- marcador de peso molecular Ladder 1 Kb.

A analise de agrupamento pelo método hierarquico de Ward com base nas distancias
genéticas, permitiu alocar os 87 individuos das trés populacdes de Cleome spinosa Jacg. em
nove grupos de similaridade genética (Figura 8), sendo o ponto de corte (1,21**) realizado
segundo os critérios de Mojema (1977). Os 87 individuos ndo foram alocados em funcéo dos
locais de coleta, observa-se que had uma similaridade alta entre as populacGes de Remigio e
Esperanca, sendo os trés primeiros grupos compostos exclusivamente por individuos destas
duas populagdes. Por outro lado, os grupos 7, 8 e 9, sdo formados exclusivamente pelos

individuos de Alagoinha (PB). Entre populacdes os individuos mais divergentes sdo 02 e 75.
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Figura 8. Dendrograma obtido pelo método de agrupamento hierarquico de Ward D2, baseado
nos padrbes de bandas de RAPD, a partir de 3 populacbes de Cleome spinosa Jacq. Ponto de
corte (1,21**) realizado segundo os critérios de Mojema (1977). Populacdo de Remigio-PB do
individuo 1 a 30; populacédo de Esperanca-PB de 31 a 60 e populacéo de Alagoinha-PB de 61 a
87.

Obteve-se coeficiente de correlacdo cofenética satisfatorio (0,84) e significativo a 5%
de probabilidade, confirmando a consisténcia entre a distancia real e a distancia grafica entre
os individuos das trés popula¢es no dendrograma. Além disso, verificou-se que o teste de
Mantel (1967), também revelou alta consisténcia do dendrograma (Figura 9), observa-se a
formacdo de um Unico pico, utilizando-se da estatistica z e a funcdo de densidade, o valor
apresentado foi de 5.992,16**.
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Figura 9. Gréfico de analise da consisténcia dos agrupamentos entre populacfes de C. spinosa
Jacq. baseado na estatistica z em fungéo da densidade, a partir do teste de Mantel (5992,16**).

A analise de diversidade dentro das popula¢des, revelou por meio do agrupamento pelo
método hierarquico de Ward.D2 com base nas distancias genéticas, que na populacdo de
Remigio-PB os 30 individuos foram alocados em cinco grupos de similaridade genética (Figura
9a), sendo o ponto de corte (1,07**) realizado segundo os critérios de Mojema (1977). O quarto

grupo é o maior e agrupa 50% dos individuos dessa populacao.

Os individuos da populagédo de Esperanca-PB foram alocados em quatro grupos, com
ponto de corte de 1,15** (Figura 9b). Observa-se que no primeiro e segundo grupo encontram-
se 13,34% dos individuos. O terceiro e quarto grupos sdo os maiores, com 13 (43,33%),
individuos cada. O primeiro grupo € formado apenas pelos acessos 25 e 28, que sao altamente
similares, indicando que a distancia entre eles é zero, pois 0s iniciadores ndo geraram nenhuma

banda de amplificacéo.

Os 27 individuos da populacdo de Alagoinha-PB foram distribuidos em cinco grupos
com base no ponto de corte (1,16**). O primeiro e quarto grupo alocaram 14,81% individuos
cada, segundo grupo com 22,2%, o terceiro com 18,52%, o quinto grupo concentrou 29,63%

dos individuos (Figura 9c).
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Figura 9. Dendrograma obtido pelo método de agrupamento hierarquico de Ward D2, baseado nos padrdes de bandas de RAPD, a partir de 3
populacoes de Cleome spinosa Jacq. Ponto de corte conforme Mojema (1977). (a) Remigio-PB (1,07**); (b) Esperanca-PB (1,15**); (c) Alagoinha-
PB (1,16**)
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A partir dos agrupamentos pelo método de Ward.D2 baseado nas distancias genéticas

de cada populacdo foram obtidos os coeficientes de correlagdo cofenética (CCC), que
apresentaram as seguintes estimativas: 0,77**, 0,70** e 0,78**, para as populacdes de Remigio

(PB), Esperanca (PB) e Alagoinha (PB), respectivamente.

O teste de Mantel foi aplicado nas trés populagdes para confirmar a consisténcia dos
agrupamentos dentro de cada populagdo estudada de C. spinosa Jacqg. A populacdo de Remigio
(392,42**) embora tenha mostrado dois picos, sua base é estreita e consistente quanto a
formacdo dos grupos (Figura 10a). As populacdes de Esperancga e Alagoinha (Figuras 10b e
10c) apresentam alta consisténcia nos agrupamentos dentro de cada populacdo, para estas, s6
ocorreu um pico de elevacdo. Os valores apresentados no teste de Mantel foram 449,99** e

357,56**, respectivamente.

aaaaaaaaa

Figura 10. Andlise da consisténcia dos agrupamentos dentro das populacfes de C. spinosa
Jacq. com base no teste de Mantel. (a) Remigio (392,42**); (b) Esperanca (449,99**); (c)

Alagoinha (357,56*%*).



31

4 DISCUSSAO

A anélise de componentes principais tem como objetivo resumir o padréo de correlacdo
entre as variaveis analisadas, gerando o agrupamento destas em componentes principais que
sdo combinacdes lineares das variaveis originais (Cruz et al., 1997). Segundo Régo et al. (2003),
utilizando-se os escores dos componentes principais para o calculo da divergéncia genética,
evita-se que varidveis importantes para determinacdo da diversidade entre individuos sejam

descartadas.

Para Regazzi (2000), utiliza-se 0 nimero de componentes que acumulem 70% ou mais
de proporgédo da variancia total. Em estudo similar a este, utilizando acessos de Cleome
gynandra L. caracterizados com base em onze descritores morfolégicos, Wasonga et al. (2015)
verificou que o primeiro componente principal foi responsavel por explicar 70,92% da variagéao.
No presente estudo todas as cinco variaveis analisadas foram importantes na discriminacéo dos
individuos, contudo, recomendamos que em coletas e caracterizacGes futuras de Cleome
spinosa Jacg. 0 numero de caracteres avaliados seja maior, afim de aumentar a preciséo do

grupamento destes individuos com base na divergéncia ou similaridade entre 0os mesmos.

O padréo de distribuicdo dos individuos da populacdo de Remigio-PB com base nos
caracteres morfoldgicos avaliados sugere que alguns dos individuos estdo geneticamente mais
distantes um dos outros. A distribuicdo das populacdes Esperanca-PB e Alagoinha-PB se
assemelha aos resultados obtidos no estudo realizado por Wasonga et al. (2015), com Cleome
gynandra L., no qual a maioria dos individuos caracterizados foram agrupados de acordo com

sua origem geografica.

E importante salientar que todas as populacbes foram caracterizadas em seu ambiente
natural. As caracteristicas quantitativas mensuradas pelos descritores morfoldgicos sofrem
elevada influéncia do ambiente o que reduz a precisdo das variaveis quantitativas avaliadas
(Castellen, 2000; Streck et al., 2018). Segundo Wu et al. (2017), ao avaliar a diversidade
genética entre populacdes de Cleome gynandra L. provenientes de diferentes locais da Asia e
Africa, os fatores ambientais devem ser considerados ja que podem influenciar nos resultados

dos marcadores morfol6gicos.

Com isto, recomenda-se utilizar um maior nimero de descritores morfologicos para
comparar populacdes da mesma espécie caracterizadas em diferente locais, afim de reduzir a
influéncia do ambiente na formacdo de grupos (Pires, et al., 2014). Munene et al. (2018), ao

caracterizar acessos de Cleome gynandra L. provenientes de trés locais diferentes utilizou 17
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marcadores morfolégicos, entre quantitativos e qualitativos, para avaliar a diversidade

existente, aumentando a precisdo dos grupos de similaridade genética.

Devido a influéncia do ambiente sobre as caracteristicas morfoldgicas avaliadas, 0 uso
do marcador molecular RAPD serve para complementar as informagdes deste estudo sobre a
variabilidade genética entre e dentro das populagdes de Mussambé. Este marcador € bastante
eficiente para determinar variabilidade genética entre individuos, analisando diretamente o
material genético. Pode ser utilizado para anélise em qualquer estadio de desenvolvimento da
planta, e os dados obtidos sdo isentos da influéncia ambiental (Faleiro, 2007; Kamada et al.,
2009; Kumar & Gurusubramanian, 2011).

A porcentagem média de locos polimorficos nas populagfes estudadas (87%), sugere
ampla variabilidade genética entre os individuos, sendo esta inferior a variabilidade relatada
por Nkhabindze (2012), que verificou polimorfismo de 100%, ao utilizar a técnica de RAPD
(primer OPC-15) em amostras de Cleome gynandra L. De acordo com Almeida Neto et al.
(2019), populagdes que apresentem alto grau de polimorfismo podem ser indicadoras de areas
geogréficas para conservacao da diversidade das especies. Munene et al. (2018) ao utilizar
marcadores moleculares RAPD e ISSR em estudo, recomenda o uso dos primers OPA-4 e

RAPD-17 do marcador RAPD para identificar polimorfismo em espécies dos géneros Cleome.

Os valores encontrados nos coeficientes de correlacédo cofenética, indicam que o método
de agrupamento utilizado é adequado (Rohlf, 1970). Quanto maior o valor do coeficiente de
correlacdo cofenética menor é o grau de distorcdo, e melhor o agrupamento (Manly, 2008). A
dispersdo grafica observada nos dendrogramas permitiu que os individuos fossem alocados em
grupos, este método pode ser indicado para selecionar genotipos divergentes para utilizacdo em
futuros cruzamentos artificiais da espécie (Neitzke et al., 2010). Contudo, os marcadores RAPD

sdo dominantes, ndo sendo possivel distinguir heterozigotos de homozigotos (Miklas, 2006).

Com base nos dados obtidos com os marcadores moleculares é possivel observar que a
variabilidade entre populacdes (houve formacdo de noves grupos) € maior que dentro das
populacdes (cinco grupos). Este padrdo de distribuicdo esta de acordo com o esperado para

espécies autogamas (Murawski & Hamrick, 1991).

Esses resultados corroboram com o0s obtidos a partir de populacdes de Cleome
gynandra, no qual a variabilidade dentro das populaces estudadas foi menor do que entre

populacdes (K'opondo, 2011; Masuka et al. 2012; Kiebre et al. 2015). Em Cleome gynandra,


http://www.scielo.br/scielo.php?pid=S1983-21252019000100081&script=sci_arttext#B18
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Omondi (2017), atribui a diversidade entre populacdes ao fato de que ndo ha muitos agricultores

selecionando plantas desta espécie, isto permite que ocorra a manutencdo da variabilidade.

A Cleome spinosa Jacg. é uma erva poligamodioica anual que apresenta na mesma
planta flores pistiladas, estaminadas e hermafroditas, esté Ultima em maior frequéncia. Sendo
classificada como autbgama, mas potencial alogama (Machado, et al., 2006). O nivel de
similaridade encontrado dentro das populacdes € explicado pela autopolinizagdo que ocorre, 0
mesmo é relatado em estudos com Cleome gynandra L., que também possui estes mecanismos
reprodutivos (Omondi, 1990; Chweya e Mnzava 1997). De acordo com Bruinsma (1985)

plantas do género Cleome sdo altamente polimérficas.

As informacbes disponiveis sobre espécies da familia Cleomaceae sdo limitadas
(Masuka et al. 2012). Dentre as especies do género Cleome, a Cleome gynandra L. € a mais
estudada, e apresenta grande semelhanca com Mussambé, sendo muitas vezes confundidas.
Contudo, na literatura existe um namero limitado de estudos sobre a variabilidade genética de
Cleome spinosa Jacq., fator este que limita 0 uso adequado da espécie e a conservacdo deste

recurso genético.

No entanto, informacdes sobre a diversidade genética de uma espécie sao fundamentais
para elaboracdo de estratégias e acdes de uso, manejo e conservagdo (Smithson, 2006; Vieira
et al.,2012). A diversidade genética é fundamental também para o0s programas de
melhoramento das espécies (Padua, 2018). A existéncia de variabilidade genética entre e dentro
de populacdes influencia na escolha de possiveis genitores para programas de melhoramento

vegetal.

5 CONCLUSOES

Ao analisar os dados entre as populacdes os individuos 11 e 75 sdo 0s mais divergentes.
Dentro da populacdo de Remigio a maior divergéncia é entre a planta 11 e 25, na populacéo de
Esperanca entre 53 e 55 e na populacdo de Alagoinha entre 71 e 75. Em programa de
melhoramento genético de Cleome spinosa jacq., estes individuos podem ser indicados como

possiveis genitores.
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Diversidade genética entre e dentro de populagdes naturais de Lantana camara L.

Resumo: A Lantana camara L., conhecida popularmente como Cambard, pertence a a familia
Verbenaceae, e € tradicionalmente utilizada na medicina popular e na ornamentagao de jardins,
contudo, existem poucas informacdes sobre a diversidade genética presente nas populacbes
deste recurso genético vegetal. Com isto, este estudo teve como objetivo avaliar a diversidade
genética entre e dentro de populagbes naturais de Lantana camara L., através de marcadores
morfoldgicos e moleculares, para obtencdo de dados que auxiliem na domesticacdo e uso da
espécie para fins medicinais e ornamentais. Com auxilio de marcadores morfologicos e do
marcador molecular RAPD, realizou-se a caracterizacdo de duas populacdes de Cambara na
cidade paraibana de Areia. A populacdo 1 foi coletada ao longo da PB-079 no sentido Areia-
Remigio, a segunda populagéo na PB-087, no sentido Areia- Pildes. Os valores obtidos através
dos caracteres morfologicos foram submetidos a analise de componentes principais, e 0s dados
moleculares a analise de agrupamento de cluster. Todas as analises foram realizadas utilizando
o software R. Observou-se que os caracteres morfologicos e o marcador molecular RAPD foram
eficientes para detectar diversidade genética entre os individuos. A variabilidade entre
populacdes foi menor que dentro das populagdes. Entre as populagdes os individuos 18 e 48
sdo os mais divergentes. Dentro da populacao 1 os mais divergentes séo 14 e 19, e na populagéo
2 0 41 e 48. Estes individuos podem ser indicados como possiveis genitores me programa de

melhoramento genético da espécie.

Palavras-chave: Cambard. RAPD. Marcadores morfoldgicos. Planta Ornamental.



42

Genetic diversity among and within natural populations of Lantana camara L.

Abstract: Lantana camara L., popularly known as Cambard, belongs to the Verbenaceae
family, and is traditionally used in folk medicine and in garden ornamentation, however, there
is little information on the genetic diversity present in the populations of this plant genetic
resource. With this, this study aimed to evaluate the genetic diversity between and within
natural populations of Lantana camara L., through morphological and molecular markers, to
obtain data that assist in the domestication and use of the species for medicinal and ornamental
purposes. With the aid of morphological markers and the molecular marker RAPD, two
Cambard populations were characterized in the Paraiba city of Areia. Population 1 was collected
along PB-079 in the direction Areia-Remigio, the second population in PB-087, in the direction
Areia-PilGes. The values obtained through the morphological characters were submitted to the
analysis of main components, and the molecular data to the analysis of cluster grouping. All
analyzes were performed using the software R. It was observed that the morphological
characters and the molecular marker RAPD were efficient to detect genetic diversity among
individuals. The variability between populations was less than within populations. Among
populations, individuals 18 and 48 are the most divergent. Within population 1 the most
divergent are 14 and 19, and in population 2 the 41 and 48. These individuals can be indicated

as possible parents in the genetic improvement program of the species.

Key words: Cambard. RAPD. Morphological markers. Ornamental plant.
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1 INTRODUCAO

A Lantana camara L., conhecida popularmente como Cambard, Lantana, Salvia
Selvagem ou cip6-de-cheiro, pertencente & familia Verbenaceae e séo plantas nativas do centro
e norte da América do Sul (Howard, 1969; Swarbrick et al., 1995). Na literatura sdo
caracterizadas como arbustos vigorosos de caules ramificados que podem conter espinhos ou
ndo, e possuem folhas ovaladas e opostas com coloracdo verde. Os frutos sdo bagas globosas,
com coloragdo arroxeada e diametro de 3 a 4 mm. As inflorescéncias s&o compactas, com
formato de cupula contendo de 20 a 40 flores sésseis com cores que variam entre branco,
amarelo, laranja e vermelho (Sastri, 1962; Oliveira, 2007; Sandres, 2012; Flora do Brasil,
2018).

Assim como outras espécies da familia Verbenaceae, 0 cambara é um importante
recurso genetico vegetal devido suas diversas aplicacbes na medicina popular (Ayub et al.,
2017; Bairagi et al., 2017; Jagtap et al., 2018; Ved et al., 2018; Bora & Singh, 2019; Shamsee
et al., 2019) e no seu potencial uso como ornamental (Lorenzi & Souza, 2008; Passos et al.,
2009; Andrade Junior et al., 2019).

Diante das possibilidades de uso, surge a necessidade de se obter informacGes sobre
condicdes de manejo adequado, nivel de ocorréncia da espécie em condicBes naturais, indice
de aproveitamento agricola e industrial e identificacdo da maxima variabilidade genética

presente na espécie (Morales & Valois, 2000; Silva et al., 2018).

Segundo Rao & Hodgkin (2002), o entendimento sobre a variabilidade genética e sua
distribuicdo na natureza € essencial para implementacdo de estratégias eficientes de uso e
conservacdo dos recursos genéticos vegetais. Essa variabilidade genética pode ser estimada
através da utilizacdo de diversos marcadores, como 0s bioguimicos, morfolégicos, moleculares,

fisiologicos e citologicos (Amaral Janior et al., 2010).

Neste estudo, 0 objetivou-se avaliar a diversidade genética entre e dentro de populacdes
naturais de Lantana camara L., através de marcadores morfoldgicos e moleculares, para
obtencdo de dados que auxiliem na domesticacdo e uso da espécie para fins medicinais e

ornamentais.
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2 MATERIAL E METODOS

Para o estudo, realizou-se caracterizacdo morfologica e molecular de duas popula¢fes
de Lantana camara L. (Figura 1) no municipio Paraibano de Areia. A populacao 1 foi coletada
ao longo da PB-079 no sentido Areia- Remigio, a segunda populacdo na PB-087, no sentido

Areia- Pildes (Figura 2). As plantas foram coletadas respeitando a distancia minima de 20

metros entre um individuo e outro.
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Figura 2. Populagdes de Lantana camara L. amostradas neste estudo, localizadas em municipio
de Areia, Paraiba, Brasil. Mapa adaptado da Wikipédia (2017).



45

Caracterizacao morfolégica

Com auxilio de régua e paquimetro digital (Paquimetro digital Leetools®), os caracteres
avaliados foram: altura da planta (AP), diametro do caule (DC), didametro da copa (DDC),
comprimento da folha (CF), largura da folha (LF) e didmetro da flor (CFlI).

Caracterizacado molecular

Para caracterizacdo molecular, folhas jovens de todos os individuos selecionados foram
coletadas e acondicionadas em envelopes de papel aluminio identificados, o material foi
mantido em caixas térmicas com gelo. Encaminhou-se o material coletado para o Laborato6rio
de Biotecnologia e Melhoramento Vegetal do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade
Federal da Paraiba (LBMV/CCA/UFPB), mantendo o material vegetal conservado em freezer

até o inicio das analises.

Para o procedimento de extracdo do DNA, utilizou-se aproximadamente 200mg do
material vegetal coletado. Para extracdo utilizou-se o protocolo descrito por Ferreira e
Grattapaglia (1995), com modificacbes. A qualidade e quantidade do DNA foi verificada
usando eletroforese em gel de agarose a 0,8%, corado em solugdo de brometo de etidio
(0.2mg/L), e fotografado sob luz UV, em um fotodocumentador tipo Gel logic 112.

As reacdes de amplificacdo do DNA foram feitas utilizando-se um volume final de 25pul,
sendo 23 ul de Master Mix (Tampao 1x + MgCI2 3 mM + dNTP 200 mM + primer 1 mM +
Taq DNA polimerase 1 U) e 2 ul de DNA gendémico (50 ng) da amostra. Na obtencao das
marcas de RAPD foram utilizados 15 iniciadores (Operon Technologies Inc., Alameda, CA,

EUA) decameros, conforme descrito na Tabela 1.
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Tabela 1. Sequéncia dos 15 iniciadores utilizados nas reacbes de RAPD com suas respectivas

sequéncias de bases.

Iniciador Sequéncia 5’- 3’
OPAT-01 CAGTGGTTCC
OPAT-02 CAGGTCTAGG
OPAT-03 GACTGGGAGG
OPAT-04 TTGCCTCGCC
OPAT-06 CCGTCCCTGA
OPAT-07 ACTGCGACCA
OPAT-08 TCCTCGTGGG
OPAT-09 CCGTTAGCGT
OPAT-10 ACCTCCGGTC
OPAT-11 CCAGATCTCC
OPAT-12 CTGCCTAGCC
OPAT-13 CTGGTGGAAG
OPAT-14 GTGCCGCACT
OPAT-15 TGACGCACGG
OPAT-16 CTCTCCGTAG

As reacdes de amplificacdo foram efetuadas em um termociclador (Modelo: TC-PLUS,
da Techne©) com a seguinte programacdo: desnaturacdo inicial de 94 °C por 3 minutos; 40
ciclos, cada ciclo com a seguinte sequéncia: 15 segundos a 94 °C, 30 segundos a 34 °C e 60
segundos a 72 °C; ap0s os 40 ciclos, foi realizada extensdo final a 72 °C por sete minutos. Os
produtos da amplificacdo foram separados por eletroforese em gel de agarose 1,5%, corado com
brometo de etidio (0.2mg/L). Ao final da corrida, os géis foram fotografados sob luz UV, em

fotodocumentador tipo Gel logic 112.
Anélise de dados

Para os caracteres morfologicos os valores obtidos foram submetidos a analise dos
componentes principais (PCA). A andlise de dados foi realizada com o auxilio de dois pacotes
estatisticos, Factoextra (Kassambara, 2016) e FactoMineR (L€ et al., 2008). E os graficos
gerados por meio do pacote ggplot2 (Wickham, 2016). Todas as analises foram realizadas

utilizando o software R Studio versdo 3.2.0 (R Core Development Team, 2016).
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A anélise de cluster foi realizada com base na leitura das bandas no gel, foi construida
uma matriz binaria, onde (0) indicava auséncia e (1) a presenca de bandas. A partir destes dados
estimou-se as distancias genéticas entre pares de individuos, gerando uma matriz de
dissimilaridade, por meio da distancia bindria de Sokal (1963). Com base na matriz de
distancias genética realizou-se andlise de agrupamento de Ward D2 (Wilks, 2011), resultando
no dendrograma. Para o ponto de corte adotou-se o critério proposto por Mojema (1977). A
matriz de distancias genéticas também foi usada para calcular o coeficiente de correlacao
cofenética (r) e a consisténcia dos agrupamentos submetidas ao teste de Mantel (1967) (o <
0,05). Utilizou-se o pacote ggplot2 (Wickham, 2016).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A andlise de componentes principais atua resumindo o padréo de correlagdo entre as
variaveis morfoldgicas analisadas, resultando em um agrupamento destas em componentes
principais que sdo combinacdes lineares das variaveis originais (Cruz et al., 1997; Cruz et al,
2004). O namero de componentes principais utilizados é influenciado pela proporcéo de
variancia total acumulada por cada componente, sendo recomendado que esta variancia
acumulada seja de no minimo 70% (Regazzi, 2000). Observa-se que 0s componentes principais

1, 2 e 3 explicam 74,11% da variacdo, sendo esta uma porcentagem aceitavel (Tabela 2).

Tabela 2. Componentes principais, autovalores, porcentagem da variancia retida em cada

componente e porcentagem da variancia acumulada pelos componentes principais.

Componentes Autovalor % de variancia % de variancia
Principais (CP) acumulada
CP1 2,05 34,15 34,15
CP2 1,39 23,22 57,37
CP3 1,00 16,74 74,11
CP4 0,73 12,19 83,08
CP5 0,54 8,97 92,05

CP6 0,28 4,73 100,00




48

Para evitar que descritores importantes para determinacdo da diversidade entre 0s
individuos sejam descartados, utiliza-se 0s escores dos componentes principais para o célculo
da divergéncia genética (Régo et al., 2003). Observou-se neste estudo que para 0 componente
principal 1, as maiores contribuicbes foram das variaveis altura da planta (33,52%) e
comprimento da folha (33,17%). No componente principal 2, apresentam maiores contribuicoes
as variaveis largura da folha (38,22%) e diametro da flor (35,84%), enquanto para o
componente principal 3 a didmetro da copa apresentou 89,75% de contribuicdo. A variavel
didmetro da flor apresentou maior contribuicdo no componente principal 4 (58,52%), contudo,
este CP n&o foi levado em consideragéo neste estudo.

Neste trabalho todas as variaveis foram importantes na discriminacdo dos individuos,
contudo, em estudo sobre a capacidade de descritores morfolégicos discriminar com precisao
individuos de diferentes variedades de Lantana, Maschinski et al. (2010) ao utilizarem 18
marcadores morfologicos concluiram que estes ndo séo eficientes na separacdo de grupos de
acordo com as variedades, segundo os autores, isto se deve pela alta ocorréncia de hibridos

entre as variedades de Lantana.

O padrdo de distribuicdo dos individuos das duas populacbes nos dois primeiros
componentes principais pode ser observado na figura 3, onde hd uma sobreposicdo das
populacdes analisadas com base nos dados morfologicos, os individuos de ambas as populacdes
estdo distribuidos proximo ao eixo central do mapa de fatores. Estad sobreposi¢cdo no mapa
indica que baseado nas seis variaveis quantitativas estudadas, esses individuos apresentam alta

similaridade, com excecao dos individuos 5, 7, 8, 9 e 46 sdo 0s que se distanciam dos demais.
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Figura 3. Dispersdo grafica com base nos escores dos caracteres morfologicos, representado
pelos componentes principais 1 e 2 de das duas popula¢des de L. camara L. coletadas em Areia-

PB. Populacéo 1 do individuo 1 a 30 e populacéo 2 do 31 a 60.

A analise de componentes principais também foi realizada dentro de cada populacéo,
onde observou-se que 0s componentes principais 1, 2 e 3 explicam 79,32% e 73,40% da

variacao retida nas populacdes 1 e 2, respectivamente (Tabela 3).

Tabela 3. Componentes principais, autovalores e porcentagem da variancia acumulada (V.A)

pelos componentes principais dentro das populacées.

Componente Populacéo 1 Populacéo 2
Principal (CP) Autovalor % de V.A. Autovalor % de V.A.
CP1 2,22 37,07 2,05 34,15
CP2 1,53 62,63 1,30 55,89
CP3 1,00 79,32 1,05 73,40
CP4 0,67 90,46 0,77 86,30
CP5 0,43 97,73 0,52 94,97

CP6 0,13 100,00 0,30 100,00
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De acordo coma dispersdo gréfica dos escores dentro da populacdo 1 nos dois primeiros
componentes principais, os individuos encontram-se distribuidos proximos ao eixo do
componente principal 2. Os individuos 9 e 14 apresentam as maiores distancias em relagéo aos
demais. Ocorre dentro da populacéo 1 uma alta similaridade entre alguns individuos (Figura 4).

1-

' [ ' "
1 il 1 2 3

Di.m1 (37.1%)

Figura 4. Distribuicdo dos individuos dentro da populacdo 1 de Lantana camara L. coletados
em Areia-PB, ao longo da PB-079 (no sentido Areia- Remigio), agrupados com base nos

componentes principais a partir dos dados morfologicos.

Para a populacédo 2, observa-se que ndo ha individuos altamente similares, ha uma maior
dispersdo dos individuos dentro do mapa de fatores o que indica uma maior variabilidade
genética entre esses individuos com base nos marcadores morfoldgicos utilizados. Os acessos

37, 47 e 52 sdo mais dissimilares (Figura 5).
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Figura 5. Distribuicdo dos individuos dentro da populacdo 2 de Lantana camara L. coletados
em Areia-PB, ao longo da PB-087 (no sentido Areia- Pildes), agrupados com base nos

componentes principais a partir dos dados morfologicos.

O cambara é uma espécie encontrada em todos os estados brasileiros, e em diversas
condicBes ambientais (Vet et al., 2018). E importante salientar que todos os individuos de
ambas as populagdes foram caracterizados ao longo das rodovias estaduais (PB-079 e PB-0,87)
onde fatores como antropizacdo, solo, clima e idade das plantas devem ser levados em
consideracdo por exercerem influéncia nos resultados. Segundo Streck et al., (2018),
caracteristicas quantitativas mensuradas por marcadores morfologicos estdo sujeitas a elevada
influéncia do ambiente, 0 que pode ocasionar uma reducdo na precisao dos resultados. Pereira
et al. (2019), analisou o teor dos 6leos esséncias de 105 plantas de L. camara L. coletadas em
diversos locais do estado de Sergipe, no estudo houve diferenca significativa entre os individuos
de diferentes locais. Essas diferencas podem ocorrer devido a variedade genética entre as

populacdes e/ou por fatores ambientais diversos (Silva et al., 2018).
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Com o objetivo de aumentar a precisdo da deteccdo de variabilidade genética entre e
dentro das populagcBes naturais de Cambard, outras técnicas podem ser usadas para
complementar os resultados, como o uso de marcadores moleculares RAPD. Os marcadores
moleculares sdo eficientes por acessar diretamente o material genético e sdo isentos da

influéncia do ambiente (Kumar & Gurusubramanian, 2011; Silva et al., 2015).

Na analise de RAPD, foram geradas um total de 558 bandas amplificadas a partir de 14
dos 15 iniciadores utilizados, onde 61 locos foram polimérficos e 7 monomorficos. Para
populacdo 1, os iniciadores OPAT-09, OPAT-11, OPAT-12 e OPAT-13 ndo originaram
nenhuma amplificacdo, sendo os iniciadores OPAT-10, OPAT-14, OPAT-15 e OPAT-16 os
mais eficientes, produzindo maiores quantidade de bandas nitidas e intensas. O iniciador
OPAT-10 amplificou 66,7% (20 individuos), sendo eficiente ao detectar fragmentos
polimorficos (Figura 6).

M.M. 0506 07 08 09

MM 10 11 12 13 14 15 16 18 19 20 21 22 25 26 29 30

Figura 6. Perfil eletroforético em gel de agarose (0,8%) com marcador RAPD, gerados a partir

do primer OPAT-10 em 20 individuos da populacdo 1 de L. camara L.


http://www.scielo.br/scielo.php?pid=S1983-21252019000100081&script=sci_arttext#B18
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Na populacdo 2 (Figura 7), os iniciadores OPAT-01, OPAT-07 e OPAT-14 foram
eficientes & medida que produziram maiores quantidades de bandas nitidas e intensas, enquanto
os iniciadores OPAT-02, OPAT-04, OPAT-06, OPAT-09, OPAT-10 e OPAT-15 néo
originaram nenhuma amplificagdo. O iniciador OPAT-14 amplificou 83,3% (25 individuos).

04 0507 08 09 10 11 13

14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30

Figura 7. Perfil eletroforético em gel de agarose (0,8%) com marcador RAPD, gerados a partir

do primer OPAT-10 em 25 individuos da populacdo 2 de L. camara L.

A porcentagem de locos polimorficos nas populacbes 1 e 2 foi 86,05% e 96%,
respectivamente (Tabela 4), estes resultados foram superiores ao reportado por Datta (2013),
em estudo sobre a variabilidade genética em 6 populacbes de L. camara L. com flores de cores
variadas coletadas em Jaipur, na india, que obteve média de 37,03% de polimorfismo nas
populacdes, utilizando a técnica RAPD com 8 primers. Segundo Almeida Neto et al. (2019), o
alto grau de polimorfismo pode ser utilizado como indicador de areas geograficas para

conservacdo da diversidade das espécies.
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Tabela 4. Iniciadores RAPD, sequéncias de nucleotideos, nimero total de bandas amplificadas,

locos polimorficos e monomorficos e de polimorfismo em populacGes de Lantana camara L.

Iniciador  N° total de bandas  N° de locos N° de locos  Polimorfismo (%)

amplificadas polimérficos monomarficos

OPAT-01 o4 6 2 75
OPAT-02 6 2 1 67
OPAT-03 37 7 1 75
OPAT-04 29 3 0 100
OPAT-06 23 2 0 100
OPAT-07 67 6 0 100
OPAT-08 23 4 3 57
OPAT-09 0 0 0 0

OPAT-10 52 5 0 100
OPAT-11 4 1 0 100
OPAT-12 14 1 0 100
OPAT-13 7 2 0 100
OPAT-14 121 8 0 100
OPAT-15 48 5 0 100
OPAT-16 73 9 0 100
TOTAL 558 61 7 -

Os 60 individuos das duas popula¢cdes de Cambara foram alocados em trés grupos de
similaridade genética através da analise de agrupamento pelo método hierarquico de Ward com
base nas distancias genéeticas, sendo o ponto de corte (0,58**) realizado segundo os critérios de
Mojema (1977).

Observa-se que a maioria dos individuos foram alocados nos grupos em funcdo dos
locais de coleta. No primeiro grupo de similaridade estdo presentes somente individuos da
populacdo 1. No segundo grupo, estdo presentes individuos das duas popula¢cdes, contudo, a
alta similaridade apresentada neste grupo entre as plantas 1, 2, 3, 4, 23, 24, 31, 32 e 36 ocorre
em funcdo dos primers utilizados nas analises ndo ter gerado nenhuma banda de amplificacédo
nestes individuos, segundo Silva (2013), isso pode ser indicativo do ndo anelamento do primer
a fita- molde de DNA.O terceiro grupo alocou 29 individuos, sendo que destes somente 2
pertencem a populacdo 1. Entre as popula¢des os individuos 18 e 48 sdo os mais divergentes

geneticamente (Figura 8).
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Figura 8. Dendrograma obtido pelo método de agrupamento hierarquico de Ward D2, baseado
nos padrdes de bandas de RAPD, a partir de 2 populagdes de L. camara L., com ponto de corte
(1,21**) realizado segundo os critérios de Mojema (1977). Populagédo 1 do individuo 1 ao 30,

populacdo 2 do 31 ao 60.

A analise conjunta apresentou coeficiente de correlacdo cofenética de 0,87, indicando
gue o método de agrupamento utilizado é adequado (Rohlf, 1970). Além disso, verificou-se que
0 teste de Mantel (1967), também revelou alta consisténcia do dendrograma (Figura 9), observa-
se a formacdo de um Unico pico, utilizando-se da estatistica z e a funcdo de densidade, o valor
apresentado foi de 669,5914**,
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0.005

0.000
|
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Figura 9. Gréfico de analise da consisténcia dos agrupamentos entre populacdes de L. camara

L. baseado na estatistica z em funcéo da densidade, a partir do teste de Mantel (669,5914**).
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Ao analisar a diversidade genética dentro das populag¢fes por meio do agrupamento pelo
método hierarquico de Ward.D2 com base nas distancias genéticas, observou-se que, 0S
individuos da populagdo 1 foram alocados em dois grupos (Figura 10), com o ponto de corte
(0,64**) realizado segundo os critérios de Mojema (1977). Para a populagdo 2, os individuos
foram alocados em cinco grupos de similaridade, com ponto de corte de 0,30** (Figura 11).

1.0

_____________________________________________________________________________________________________________________

0.5 4

N o—

Figura 10. Dendrograma obtido pelo método de agrupamento hierarquico de Ward D2, baseado

nos padrdes de bandas de RAPD, a partir da populacdo 1 de L. camara L., com ponto de corte

(0,64**) realizado segundo os critérios de Mojema (1977).
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Figura 11. Dendrograma obtido pelo método de agrupamento hierarquico de Ward D2, baseado
nos padrdes de bandas de RAPD, a partir da populacdo 2 de L. camara L., com ponto de corte

(0,64**) realizado segundo os critérios de Mojema (1977).

Os coeficientes de correlacdo cofenética obtidos com base nas distancias genéticas
dentro das populactes 1 e 2, foram 0,94 e 0,92, respectivamente. O teste de Mantel (1967) foi
realizado para confirmar a consisténcia dos agrupamentos dos individuos no dendrograma. As
populacdes 1 (Figura 12) e 2 (Figural3), apresentaram alta consisténcia, € possivel observar
gue em ambas s6 ha um pico de elevacéo, utilizando-se da estatistica z em funcdo da densidade

os valores apresentados foram 207,7123** e 31,24403**, respectivamente.
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Figura 12. Gréfico de anélise da consisténcia dos agrupamentos dentro da populacdo 1
de L. camara L. baseado na estatistica z em funcdo da densidade, a partir do teste de

Mantel (207,7123**).
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Figura 13. Grafico de analise da consisténcia dos agrupamentos dentro da populacdo 2

de L. camara L. baseado na estatistica z em funcdo da densidade, a partir do teste de

Mantel (31,24403*%).
Baseado nos dados obtidos com os marcadores moleculares é possivel observar

que a variabilidade entre populacdes (houve formacao de trés grupos) € menor que dentro
das populagdes (cinco grupos), esses resultados corroboram com os observados através

dos marcadores morfoldgicos.



59

As plantas de L. camara L. apresentam flores perfeitas, e sdo capazes de se
autopolinizar (Mathur & Ram, 1986; Tendani & Steven, 2004). Uma das caracteristicas
predominante na maioria das plantas invasoras é a capacidade de se reproduzir sem a
necessidade de visitas de agentes polinizadores, o que viabiliza a propaga¢cdo mesmo em
ambientes de polinizacéo incertos (Baker, 1974).

Contudo, a alta variabilidade encontrada dentro da populacéo 2 pode ser explicada
pela visita de agente polinizadores, pois a espécie além de apresentar este mecanismo
reprodutivo também apresenta flores com caracteristicas que sdo bastante atrativas aos
polinizadores, como flores coloridas, tubos da corola estreitos e producdo de néctar
(Carrion-Tacuri et al., 2014). A maioria dos agentes polinizadores registrados em L.
camara L. sdo da ordem Lepiddptera (Proctor et al., 1996; Muthoka e Mananze 2005).
Entretanto ha outras espécies associadas como polinizadores regulares do Cambara como

os das ordens Himendpteros e Trochilideos (Carrion-Tacuri et al., 2012)

Entender os mecanismos reprodutivos e detectar a diversidade presente nas
espécies é importante para elaboracao de estratégias e agdes de uso, manejo e conservagao
(Smithson, 2006; Vieira et al.,2012). Além disso, a diversidade genética ¢ fundamental
para o desenvolvimento de programas de melhoramento da espécie, influenciando na
escolha de possiveis genitores (Padua, 2018). Neste estudo, os individuos mais

dissimilares geneticamente sdo 18 e 48.

4 CONCLUSOES

A diversidade genética foi maior dentro das populacdes de Lantana camara L. e

menor entre populacoes.

Os individuos 18 e 48 sdo os mais divergentes entre as duas populacGes analisadas
e podem ser indicados como possiveis genitores em programa de melhoramento genético

da espécie.
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