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ENQUADRAMENTO

Em Portugal, crescem espontaneamente espécies de Lavandula da sec¢ao Stoechas Ging,
das quais se destaca a presenca de Lavandula pedunculata, Lavandula stoechas subsp.
luisieri e L. stoechas subsp. stoechas. Estas espécies sédo consideradas Plantas Aromaticas
e Medicinais (PAM) devido a producdo de metabolitos secundarios com propriedades
terapéuticas e aromaticas. Devido ao seu elevado polimorfismo e capacidade de hibridagéo
na natureza, torna-se importante o conhecimento e distingdo entre as espécies e
subespécies. Apesar de alguns dos constituintes quimicos serem compartilhados entre
estas espécies, a presenca de outros e respetivas concentracdes sao exclusivas de cada
uma e, por conseguinte, a sua aplicacdo e uso também deve ser diferenciado. De forma a
contribuir para a diferenciacéo entre espécies e subespécies de Lavandula que crescem na
regido da Beira Baixa recorreu-se aos referenciais morfoloégicos de Portugal e Peninsula
Ibérica. Estes referenciais taxondmicos referem alguns parametros morfolégicos que
poderdo ser diferenciadores entre espécies e subespécies, no entanto, a maioria dos
parametros sdo redundantes e comuns, pelo que a analise morfologica externa da planta
pode ndo ser suficiente para distinguir as subespécies. Considerando a evolugdo natural
das espécies e polimorfismo, a integragdo de outros tipos de andlises, como a andlise dos
constituintes quimicos e estudos genéticos, tornam-se importantes para a diferenciacdo das
subespécies. Com este trabalho pretendeu-se verificar a relacdo genética entre as plantas
recolhidas em diferentes locais da Beira Interior. Com o0 uso de marcadores moleculares
microssatélites (SSR) pretende-se clarificar a taxonomia e relacdes evolucionarias entre
estas espécies.

Objetivo
Caraterizacdo biomolecular de 120 amostras de Lavandula spp. utilizando seis
microssatélites nucleares.

Materiais e Métodos
Recolha das amostras

Foram selecionados oito locais de recolha de plantas silvestres na regido da Beira Interior.
A recolha das plantas foi realizada no periodo de floracéo, de maio a julho de 2021. A Tabela
1 descreve os codigos correspondentes em cada proveniéncia e a espécie recolhida e
identificada morfologicamente no local.
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Tabela 1. Listagem de Lavandula spp. recolhidas nos diferentes locais da Beira Interior.

Cédigo Local Coorggnsadas Espécie/subespécie
CB Cebolais (Castelo Branco) '\\jNA';) (;625(?5 L. stoechas subsp. luisieri
PG Idanha-a-Nova %455091353 L. stoechas subsp. luisieri
VR Vila de Rei ’\\IN42 ;gggg L. stoechas subsp. stoechas
0] Ocreza (Castelo Branco) '\\lN379 ;’g 57??3? L. pedunculata
A%, Vila Velha de Rodéao '\\st79 34;)53?10 L. stoechas subsp. luisieri
PN Proenca-a-Nova '\\JN379 543327; L. stoechas subsp. luisieri
MC Malcata '\\JNA'? 015532 L. stoechas subsp. luisieri
oL Oleiros %334557;:13 L. stoechas subsp. luisieri

A Figura 1 apresenta a distribuicdo geografica dos locais de recolha de plantas na regido da
Beira Interior. As plantas foram recolhidas de acordo com as Boas Praticas Agricolas e de
Recolha de Plantas Medicinais (WHO, 2003), assegurando a preservacao de cada planta.
Por local foram recolhidas entre 10 e 20 plantas, sendo que todas as plantas foram
identificadas e georreferenciadas. Cada exemplar foi herborizado, fazendo parte da colecéo

do herbario do Laboratério de Biologia da Escola Superior Agraria do Instituto Politécnico de
Castelo Branco.
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Figura 1. Mapa ilustrativo dos diferentes locais de recolha de Lavandula spp.
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Extracdo e amplificacdo de DNA

O DNA foi extraido a partir de 100 mg de folhas de cada planta, aplicando o kit Isolate I
Plant DNA (Bioline, London, United Kingdom), e foi isolado uma elevada concentracao de
DNA. O DNA genomico de cada individuo foi amplificado usando seis marcadores
microssatélites (SSR) selecionados com base na bibliografia (Tabela 2). A amplificacédo dos
trés conjuntos de primers selecionados foram realizados em multiplex, tendo cada conjunto
dois primers (LAF5+LAF9; LAF11+LAF18; LAF21+LAL4).

As reagbes PCR foram realizadas num volume total de 10 pL, contendo 50-60 ng de DNA,
0,2 U Supreme NZYTaq 2x Colourless Master Mix® (Nzytech, Lisboa, Portugal), 2,5 mM
MgCI2 e 1,0 uM de cada primer. As amplificagbes foram realizadas num termociclador
UNO96 Gradient (VWR®, Leuven, Belgium). O protocolo de PCR consistiu numa
desnaturacéo inicial (4 min a 94°C), seguido de 24 ciclos de amplificacdo constituidos por
uma desnaturacédo (30 segundos a 95°C), a fase de anelamento (1 min a 60°C) e
polimerizacdo (2 min a 72°C). Depois dos ciclos de amplificagéo, a fase final de extensao
ocorreu durante 10 min a 72°C.

Tabela 2. Identificacéo e caracteristicas dos marcadores moleculares SSR usados em Lavandula spp. (Adal et al.
2015).

Temperatura de

Primer Sequéncia 5’-3’ Tamanho (bp) anelamento (°C)

F: CAAATGACCCCATCAACAA
LAFS R: GTATGATCCCATCCCGTGAG 225-320 59,75

F: GAGCTGCGAGTGTGAGTCAG
LAF9 R: TTTACTTGGGGGACGTTGAG 140-200 59,92

F- GCAATGTTGGAATGTGATGC
LAF11 R: AAGCGGCAATCTTGGTAGTG 180-380 59,94

F- TTCACCCGGAATCTTTACCA
LAF18 R: CAAATTCCCTGCAACCAATC 200-300 60,30

F- GAGGAGGAGGAGGAAGTGCT
LAF21 R: ATACTCGGTGCCCAGATCAC 140-400 59,95

F- AAGTTTCCCTCTGCCTCCTC
LALA R: AGAGGCCGTAGCTGTCTTCA 160-365 59,82

Sequenciacao Sanger - Analise de fragmentos

Todos os produtos de PCR foram diluidos em 20 yL de agua ultrapura e uma aliquota de
2,5 uL da diluicdo foi misturada em 10 pyL de formamida e 0,2 uL de LIZ-600 (tamanho
padrao). A genotipagem foi assegurada por um equipamento ABI 3130 Genetic Analyzer
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), a andlise de fragmentos foi realizada usando o
software GeneMapper 4.0 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), e os dados foram
classificados manualmente.

Resultados e discussao

De acordo com os resultados dos parametros de diversidade genética apresentados na
Tabela 3, pode-se observar que as populaces de CB e PG sdo as mais diversas para todos
0s parametros, embora sO estejam representadas por 10 individuos (L. stoechas subsp.
luisieri). A populacdo O (L. pedunculata) € a menos diversa e que tem excesso de
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homozigéticos (maior Ho que He). O parametro o niumero de alelos privados a populacao
OL considera-se a mais interessante. A populacao VV tem deficiéncia de homozigoéticos, ou
se amostraram plantas demasiado préximas ou € uma populacdo degradada pois é a
populagdo menos diversa da subsp. luisieri. No geral, os parametros genéticos das
populagbes indicam que nao existe desvio no EHW (Equilibrio de Hardy-Weinberg), pois o
coeficiente de endogamia (Fis=0,02, ainda que nao dif. de 0) é baixo e apresentam um valor
elevado de alelos privados (0,98) indicando que todas as populacdes tém alelos privados.

Tabela 3. Parametros de diversidade genética das populagdes de Lavandula.

Populacéo n Na NP Ne Ho He Fis
CB 10 6,33 1,33 5,29 0,80 0,82 -0,02
PG 10 7,00 0,50 5,79 0,73 0,85 0,10
VR 20 5,67 0,67 3,60 0,78 0,66 -0,22
o] 20 4,00 1,00 3,01 0,83 0,65 -0,31
A% 10 4,67 1,33 3,94 0,45 0,74 0,39
PN 20 6,17 0,67 4,59 0,72 0,78 0,01
MC 10 5,17 0,67 3,93 0,63 0,74 0,12
oL 20 7,00 1,67 5,34 0,80 0,82 0,00

Média 5,75 0,98 4,44 0,72 0,76 0,02
Desvio padréo 0,31 0,26 0,02 0,02 0,05

Legenda: n- nimero de individuos; Na-nimero de alelos; NP-nimero de alelos privados; Ne-nimero efetivo
de alelos; Ho-heterozigosidade observada; He- heterozigosidade esperada; Fis- Coeficiente de endogamia.

As Tabelas 4 e 5 apresentam os resultados da aplicacao estatistica AMOVA e F-Statistic.
De acordo com os resultados, existe uma diferenciacdo genética apreciavel, 18% da
variacdo é devida a diferenca entre espécies (Figura 2), o que pode indicar que o fluxo
genético é reduzido entre populacdes.

Tabela 4. AMOVA.

Componentes % da variancia

Fonte de variagdo gl da variancia total Fst P
Populagdes
Entre pops. 7 16,375 0,479 0,18 0,001
Dentro pops. 232 2,240 2,240 0,82
Total 239 2,718

Legenda: gl- graus de liberdade estatistica; Fst-coeficiente de diferenciagéo genética.

Tabela 5. Resultados do F-Statistic.

F-Statistics Value P (rand >= data)
Fst 0,18 0,001

Fis 0,02 0,001

Fit 0,20 0,001

Nm 1,20

Legenda: Fst-coeficiente de diferenciagdo genética; Fis-coeficiente de endogamia; Fit- indice geral de
fixacdo; Nm- nimero de migrantes por geragéo.
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Figura 2. Percentagens de variagdo molecular dentro e entre as popula¢6es de Lavandula spp.

Com os resultados da andlise de fragmentos foi possivel efetuar uma Andlise de
Componentes Principais (PCA). A Figura 3 representa graficamente a PCA das populagfes
de Lavandula spp. As duas componentes explicam 84% da variéncia.
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Figura 3. Anéalise de componentes principais (PCA).

De forma geral todas as populacdes estéo distantes umas das outras, o que reflete a elevada
diferenciacao genética. A populagéo O (L. pedunculata) esta desviada de todas as outras,
isolada no quadrante esquerdo inferior, sendo a populagéo mais proxima a OL. A populagéo
VR recolhida como sendo subsp. stoechas surge no grupo de PN e OL, que em termos
geograficos também se verificar essa proximidade, no entanto poderé indicar que se trata
da subsp. luisieri e a identificacdo morfolégica nédo foi corretamente diferenciadora. Outro
aspeto que nao podemos descurar é a possivel hibridacdo entre as espécies de Lavandula,
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nomeadamente entre subespécies. A hibridacdo entre subespécies simpatricas podera
causar dificuldade em distinguir as subespécies do ponto de vista morfolégico. A populacdo
VV apesar de parecer criar um agrupamento com os locais MC, CB e PG posicionados do
lado direito do grafico, surge isolada no quadrante direito inferior, o que podera indicar que
se trata de um populacdo mais degradada. O agrupamento destas populacbes de L.
stoechas subsp. luisieri pode também estar relacionado com a proximidade geogréfica entre
os locais. E 0 mesmo se podera aplicar para o grupo de PN, VR e OL.

Na Figura 4 estéa representado o dendrograma usando o método de agrupamento UPGMA
partir da matriz de identidade de Nei. Estes resultados corroboram com a PCA, com a
formacgéo de dois grupos. Destacando-se a elevada proximidade genética das populacdes
CB e PG, e a notavel separacao de MC, e VV. No segundo grupo, verifica-se uma maior
relacdo entre as populacdes de VR e PN, e mais distante, mas ainda préxima relacéo entre
a populacdo de O com a OL.

0.14 0.30 045 0.61
Nei's Identity

Figura 4. Dendrograma UPGMA.

Conclusoes

De acordo com a amostragem de Lavandula spp., 0os resultados estatisticos demonstram
gue existe uma elevada diversidade genética dentro das populacdes (He=0,76) e uma
diferenciacao genética apreciavel entre populacdes (Fst=18%), o que podera indicar o tipo
de reproducéo nestas espécies, fecundacao cruzada e dispersdo de sementes pelo vento.
Todas as populacfes tém alelos privados e apreciavel Fst, indicando um reduzido fluxo
genético entre as populacées (Nm=1,2) (n° de migrantes por geracdo). Na Anadlise de
Componentes Principais, pode-se definir dois grupos de populacdes de L. stoechas, sendo
gue a populacdo O encontra-se mais isolada do seu grupo, o mesmo se verificou na
populacéo de VV. A possibilidade de hibridacao entre espécies e subespécies também pode
influenciar as relagBes genéticas encontradas, sendo por isso um trabalho futuro a ser
aplicado nestas populacdes.
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