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LUCIO, Carina de Campos Ferreira. Estudos genéticos em populacdes da
espécie Hypochaeris chillensis (Asteraceae) utilizando marcadores
microssatélites: 2009-2011. 76f. Dissertacao (Mestrado em Genética e Biologia
Molecular) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2011.

RESUMO

Hypochaeris possui caracteristicas que o tornam um interessante modelo para
estudos evolutivos em plantas. O género inclui cerca de 60 espécies que mostram
uma distribui¢do disjunta, incluindo 15 espécies na regidao do mediterraneo e mais de
50 na América do Sul, onde o género, aparentemente, teve origem a partir de uma
unica espécie ancestral, através de eventos de dispersdo a longa distancia.
Hypochaeris chillensis se destaca por ser o unico representante cosmopolita do
grupo. Marcadores microssatélites foram desenvolvidos e caracterizados para H.
chillensis a fim de acessar a diversidade genética e estrutura genética de
populagdes ao longo da area de distribuicdo da espécie. Um total de 12 pares de
primers foram isolados e caracterizados, utilizando 50 individuos amostrados em trés
populacdes de H. chillensis. A amplificacéo via PCR detectou de um a cinco alelos,
com uma média de 2,91 alelos por loco. Os 12 pares de primers foram testados para
a transferéncia em dez espécies da Ameérica do Sul e no ancestral do grupo, H.
angustifolia. A transferéncia teve sucesso na maioria das espécies sul-americanas,
bem como para alguns primers na espécie H. angustifolia. Aplicado a outras
espécies, esses marcadores sao especialmente uteis para compreender o0s
processos de radiagdo adaptativa e especiacdo do género desde sua chegada na
América do Sul. Dez dos 12 primer isolados foram usados para investigar a estrutura
genética de oito populagdes brasileiras de H. chillensis. Foram identificados um total
de 37 alelos, com 80% de polimorfismo e uma média de 3,7 alelos por loco. A
estimativa do numero médio de alelos e alelos efetivos por populacéo foi de 2,3 e
1,72, respectivamente. Os indices de heterozigosidade observada variaram de 0,14
a 0,44 e a esperada de 0,25 a 0,41. O coeficiente de endogamia (F;s) foi significativo
para cinco populagdes. Foi encontrado um alto grau de diferenciagao genética (Fsr
=0,3363), com maior parte da variagédo (66,37%) identificada dentro de populagdes,
0 que evidencia a auséncia de estruturacdo genética nas populagdes estudadas. A
analise de distancia genética entre pares de populag¢des (Fsr), mostrou auséncia de
correlagao entre distancia genética e geografica. O teste de atribuicdo de individuos
as populagdes mostrou uma pequena taxa de migragdo em apenas duas
populagdes, evidenciando que a maioria dos individuos genotipados foram atribuidos
as populagdes das quais foram amostrados. Os baixos indices de variabilidade
encontrados provavelmente sdo decorrentes do modo aparentemente pioneiro em
que a especie coloniza novos ambientes. Os resultados refletem um padrao
caracteristico de dispersdo a longa distancia sugerindo que, apds colonizagao por
poucos individuos, as novas populacdes se estabeleceram sob acdo de efeito
fundador e endogamia.

Palavras-chave: Diversidade genética. Efeito fundador. Marcadores codominantes.
SSR.



LUCIO, Carina de Campos Ferreira. Population genetic studies of Hypochaeris
chillensis (Asteraceae) using microsatellites makers: 2009-2011. 76f.
Dissertacao (Mestrado em Genética e Biologia Molecular) — Universidade Estadual
de Londrina, Londrina, 2011.

ABSTRACT

The Hypochaeris exhibits many characteristics that make the genus an interesting
model for evolutionary studies in plants. It comprises around 60 species with a
disjunct distribution, including 15 species the Mediterranean region and possible
more than 50 in South America, where the genus apparently derived from a single
ancestral species through events of long distance dispersal. Hypochaeris chillensis
stands out as the only cosmopolitan representative of the group. Microsatellite
markers were developed and characterized for H. chillensis to assess the genetic
diversity and the patterns of genetic struture along the distribution areas of the
species. A set of 12 primer pairs were isolated and characterized in a sample of 50
individuals of H. chillensis. PCR amplification detected 1-5 alleles, with an average of
2.91 alleles per locus. All primer pairs were tested for cross-amplification in ten
additional South American species of Hypochaeris and in H. angustifolia, recognized
as the ancestor of the group. All primer pair resulted in successful amplification in
most South American species and some of them in H. angustifolia. The microsatellite
primers herein described are the first set of molecular markers developed for H.
chillensis and they have high potential for use in the investigation of genetic structure
in populations of this species. These markers will be especially helpful to understand
the processes of adaptive radiation and speciation of the genus since it arrived in
South America. Ten of the isolated microsatellite loci were used in the investigation
of genetic structure of eight Brazilian populations of H. chillensis. A total of 37 alleles
were detected across all loci, with 80% of polymorphism and an average of 3.7
alleles per locus. The estimate average number of alleles and effective alleles per
population were 2.3 and 1.72, respectively. In terms of overall genetic diversity the
observed (Ho) and expected heterozigosities ranged from 0.14 to 0.44 and 0.25 to
0.41, respectively. The inbreeding coefficient (F;s) was significative in five
populations, showing an excess of heterozygotes. The levels of genetic diferentiation
was high (Fsr=0.3363), with most of the genetic variation (66.37%) detected within
population. These results are consistent with the lack of genetic structure of the
populations. The assignment test revealed that most of the individuals genotyped
were atributed to the population in which they were sampled, with migrants detected
only between two pairs of populations. There was no positive correlation between
pairwise genetic distance (Fst) and geographic distance. The overal results reflect a
pattern of long-distance dispersion, suggesting that after colonization by few
individuals, the stablisment of new populations occurred under influence of founder
effects and endogamy.

Key words: Codominant markers. Genetic diversity. Founder effect. SSR.
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1 INTRODUCAO

O género Hypochaeris, pertencente a familia Asteraceae, e é
representado por plantas herbaceas distribuidas em duas areas distintas, a regido
Mediterranea, que possui cerca de 15 espécies, e a América do Sul com cerca de 50
espécies descritas (LACK, 1979). Entre as espécies sul-americanas podemos
destacar Hypochaeris chillensis (Kunth) Britton, que se diferencia do grupo por
apresentar ampla distribuicdo geografica, se diferenciando das outras espécies do
grupo (CABRERA, 1976). Evidéncias obtidas através de estudos cromossémicos e
moleculares permitem sugerir que a regido mediterranea é o centro de origem de
Hypochaeris, enquanto a América do Sul € o centro de diversificagdo do género
(STEBBINS, 1971; RUAS et al., 1995; CERBAH et al., 1998a, 1998b). Tem sido
proposto que a chegada do género no continente sul-americano ocorreu através de
uma ou poucas introdugdes, provavelmente por mecanismos de dispersédo a longa
distancia (TREMETSBERGER et al., 2005). Apos a chegada do género na América
do Sul, a grande disponibilidade de ambientes possibilitou a ocorréncia de eventos
rapidos de radiacdo adaptativa e especiagdo, que permitiram as espécies de
Hypochaeris a ocupagédo de uma grande variedade de habitats, exceto em regides
aridas, florestas tropicais e costas de desertos, refletindo um padrdo tipico de
radiacdo adaptativa (CABRERA e WILLINK 1980, STUESSY et al., 2003;
TREMETSBERGER et al., 2005).

Em plantas, exemplos de fenbmenos evolutivos, como radiagédo
adaptativa, sdo comumente encontrados em grupos distribuidos em ilhas ou em
cenarios semelhantes as ilhas (SANG et al., 1994; CARLQUIST, 2001; MOORE et
al.,, 2002), sendo raramente encontrados em continentes. Os mecanismos de
radiacdo adaptativa propostos para o género Hypochaeris na América do Sul
produziram um grande numero de espécies, em consequéncia, provavelmente, da
grande diversidade de habitats disponiveis para ocupagado do género nesta regiao
(STUESSY et al., 2003; SAMUEL et al., 2003). Assim, esse género mostra um
exemplo de radiagcdo adaptativa no continente sul-americano onde, a partir de uma
unica espécie ancestral, episddios repetidos de especiagao foram capazes de gerar
numerosos tipos de descendentes com diferentes tolerancias ecolégicas (STUESSY
et al., 2003).
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Outro aspecto das espécies sul-americanas de Hypochaeris é que
elas sdo um excelente modelo para estudos de evolugio cariotipica em plantas, pois
possuem caracteristicas interessantes como pequeno numero de cromossomos, de
tamanhos relativamente grandes e cariétipo bimodal (CERBAH et al., 1995, 1998a;
RUAS et al., 1995; 2005; WEISS et al., 2003, WEISS-SCHNEEWEISS et al., 2003,
2008).

A posicao filogenética das espécies do grupo sul-americano de
Hypochaeris, sua chegada até a América do Sul, assim como 0s mecanismos
responsaveis pela diversificacdo rapida e recente no continente, ainda nao sao
completamente explicados. Portanto, o género é considerado também um
importante modelo para estudos de biogeografia. Assim, espera-se o
desenvolvimento de hipoteses biogeograficas especificas com analises de mais taxa
das diferentes regides da América do Sul (STUESSY et al, 2003;
TREMETSBERGER et al., 2005). Para auxiliar na compreensao dos fenédmenos
evolutivos e biogeograficos das espécies de Hypochaeris, estudos cromossémicos e
de organizacgéo cariotipica (STEBINS, 1971; CERBAH et al., 1995, 1998a; RUAS et
al., 1995; 2005; 2008; WEISS-SCHNEEWEISS et al., 2003; 2007; 2008),
filogenéticos (CERBAH et al., 1998b; SAMUEL et al., 2003; STUESSY et al., 2003;
TREMETSBERGER et al., 2005, 2006) e de estruturas populacionais
(TREMETSBERGER et al., 2003a; 2003b; MUELLNER et al., 2005; MIX et al., 2006;
TERRAB et al., 2009) tém sido realizados no género.

Dados moleculares, especialmente os de DNA, tém proporcionado
uma estimativa mais precisa das relacbes entre grupos de plantas vasculares.
Varios tipos de dados moleculares tém sido usados com eficacia em diferentes
niveis taxondmicos, desde classificagcdo em ordens e familias até variagdo genética
dentro e entre populagdes. O mesmo impacto que os dados moleculares tem tido
para a sistematica de plantas, tem sido também verificados em estudos de
biogeografia (STUESSY; TAYLOR, 1995).

Poucos exemplos de estudos sobre os modos de especiagao e os
padrées biogeograficos sao encontrados na literatura sobre a flora sul-americana.
Entretanto, com o advento dos métodos moleculares, novas ferramentas foram
adicionadas para um entendimento mais sofisticado sobre os modos de especiagao
em plantas (CRAWFORD, 1990, 2000).
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Dados obtidos a partir de marcadores genéticos codominantes como
os marcadores microssatélites, fornecem informacgdes que, aliadas as caracteristicas
morfologicas e ecoldgicas das espécies, podem ser uteis para melhor compreensao
da biologia da espécie e de suas interacées (TELLES et al., 2001). Neste contexto,
estudos com a espécie H. chillensis, que possui a maior distribuicdo entre as
espécies do grupo sul-americano, podem contribuir significativamente para o

entendimento sobre a expansao do género Hypochaeris na América do Sul.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 O GENERO HYPOCHAERIS

A familia Asteraceae é a maior entre as Angiospermas,
apresentando cerca de 23.000 espécies, distribuidas em 1.535 géneros, dentre os
quais encontra-se o género Hypochaeris. Este género € agrupado dentro da
subfamilia Cichorioideae K. Tam., tribo Lactuceae Cass. da subtribo
Hypochaerinidinae Less. As espécies de Hypochaeris sdo representadas por plantas
herbaceas que apresentam como principal caracteristica a presenca de latex, que é
exclusiva das Asteraceae pertencentes a tribo Lactuceae (BREMER, 1994).

As espécies de Hypochaeris apresentam uma distribuicdo disjunta,
com mais de 15 espécies distribuidas na regido do Mediterraneo, llhas Canarias e
Asia, e cerca de 50 espécies na América do Sul (WEISS- SCHNEEWEISS et al.,
2003, 2007, 2008; TREMETSBERGER et al., 2005; RUAS et al., 2005). O género é
considerado um importante modelo para estudos sobre modos de especiagao e de
biogeografia no continente  sul-americano (STUESSY et al., 2003;
TREMETSBERGER et al., 2005). A delimitagdo das espécies na América do Sul,
suas relagdes morfoldgicas e ecologicamente diferenciadas assim como os
mecanismos de radiagao neste continente ainda ndo sao completamente explicados
(STUESSY et al.,, 2003). Com base em dados sobre numero e morfologia dos
cromossomos, STEBBINS (1971) sugeriu de que o género Hypochaeris teve origem
na regiao Mediterranea e que a América do Sul, onde se concentra um maior
namero de espécies, € o0 centro secundario de diversificacdo (RUAS et al., 1995;
2005, SAMUEL et al., 2003, TREMETSBERGER et al., 2005).

Varios tratamentos foram considerados no passado para determinar
os limites taxondmicos do género Hypochaeris (= Hypochoeris L.; HARRIMAN,
1980), sendo o mais significante, aquele proposto por HOFFMANN, 1890) que, com
base em dados morfologicos, especialmente na estrutura do pappus e morfologia
dos aquénios observados nas espécies européias, classificou Hypochaeris como um
grande género, dividido em cinco secgdes: Seriola; Euhypochaeris; Metabasis;

Robertia e Achyrophorus. Os caracteres considerados para a separacgao das segdes
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incluiram o numero de linhas de pappus, forma das cabegas, arranjo das filarias e
tamanho dos aquénios. Neste grupo de espécies sdo encontrados diferentes
numeros basicos de cromossomos, com x = 3, 4, 5 e eventualmente 6, associados a
caridtipos simétricos, com cromossomos grandes (2 a 9 um) e morfologicamente
variaveis (STEBBINS, 1971; CERBAH et al., 1995, 1998a). Além disso, essas
especies coexistem com outras do género Leontodon, considerado muito proximo de
Hypochaeris (SAMUEL et al., 2003). Hipoteses sugerem que 0s mecanismos de
evolugdo cariotipica no género envolvem tanto aumento quanto redugdo no numero
de cromossomos, a partir de um numero basico ancestral com x = 5. A partir desses
dados, considerou-se que o ancestral do género Hypochaeris € de origem europeéia
(STEBBINS, 1971; RUAS et al., 1995; CERBAH et al., 1998a).

Enquanto nas espécies européias os diferentes numeros basicos
tém certo grau de correlagdo com as diferengas seccionais (MUGNIER, SILJAK-
YAKOVLEV, 1987; CERBAH et al., 1995), as espécies nativas conhecidas (cerca de
50 espécies) na Ameérica do Sul tém um unico numero basico (x = 4) e, por
apresentar como principal caracteristica um unico tipo de aquénios, sdo, todas elas,
classificadas na secédo Achyrophorus (CABRERA, 1963, 1976; BORTIRI, 1999;
STUESSY et al., 2003). Além disso, nessas espécies 0 numero basico de x = 4
encontra-se associado a cariotipos bimodais e altamente assimétricos (CERBAH et
al.,, 1995, 1998a; RUAS et al., 1995, 2005; WEISS-SCHNEEWEISS et al., 2007).
Neste grupo, ocasionalmente, tem sido verificada a presenga de individuos
polipldides dentro de populacdes dipléides (WEISS-SCHNEEWEISS et al., 2003,
2008) e, mais raramente, populagdes inteiramente polipldides (FIORIN, 2008).

O modo de distribuicdo das espécies de Hypochaeris no continente
sul-americano reflete um padrao caracteristico de radiacido adaptativa. Supde-se
que o género surgiu na América do Sul entre 0,25 e 3,5 milhdes de anos durante o
Plioceno ou Pleiostoceno tendo evoluido rapidamente (TREMETSBERGER et al.,
2005, 2006). Neste processo, foi favorecido o cariétipo padrdo com cromossomos
grandes e em pequeno numero (RUAS et al., 1995, 2005; WEISS- SCHNEEWEISS
et al., 2003, 2007).

Outra caracteristica interessante nos cariotipos do grupo sul-
americano de Hypochaeris € a variagdo observada no numero e na distribuicdo de
sitios de rDNA, que ocorre entre as espécies. Neste grupo, o padréo de variagéao

dos sitios de rDNA sugere que a evolugao cromossdmica tem ocorrido por meio de
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mecanismos de inversao e/ou transposicao, que levaram a alteragbes na posicao da
constricdo secundaria no brago curto do cromossomo 3, e por eventos de inativagao
e perda de genes ribossomais no cromossomo 2 (CERBAH et al., 1998a; WEISS-
SCHNEEWEISS et al., 2003; RUAS et al., 1995, 2005 ). Deste modo, considerando
o0 numero e distribuicdo de sitios de rDNA, foram propostos sete grupos cariotipicos
para as espécies sul-americanas de Hypochaeris: Acaulis, Apargioides, Caespitosa,
Chondrilloides, Patagbnica, Sessiliflora e o grupo Tenuifolia (WEISS-
SCHNEEWEISS et al., 2003, 2007, 2008).

Os mecanismos de radiagdo adaptativa propostos para o género
Hypochaeris na América do Sul produziram um grande numero de espécies, em
consequéncia, provavelmente, da grande diversidade de habitats disponiveis para
ocupacao do género nesta regido (STUESSY et al., 2003; SAMUEL et al., 2003).
Estudos realizados em sequéncias de DNA no género mostram a ocorréncia de
baixos niveis de divergéncia ao longo dos taxa sul-americanos, sendo consistente
com um padrao rapido de especiagdo, em contraste com a maior divergéncia nos
representantes mediterraneos (CERBAH et al., 1998b; SAMUEL et al., 2003;
TREMETSBERGER et al., 2005, 2006). As espécies de Hypochaeris do
mediterraneo sdo basais em relagdo aos taxa sul-americanos, sugerindo que este
grupo evoluiu a partir de uma unica introdugcédo de progenitores europeus. Estudos
recentes identificaram caracteristicas semelhantes as das espécies sul-americanas
em H. angustifolia, (Litard. e Maire) Maire, endémica do Marrocos. Esta espécie
possui numero cromossdémico basico de x = 4, asociado a um cariétipo bimodal e
altamente assimétrico (TREMETSBERGER et al., 2005). Além disso, analises de
sequéncias de DNA nuclear e de cloroplastos sugerem que H. angustifolia é co-irma
do grupo de Hypochaeris da América do Sul (TREMETSBERGER et al., 2005).
Estes dados encontram suporte também em dados de AFLP que mostram H.
angustifolia ocupando uma posicao filogenética intermediaria entre as espécies do
mediterraneo e as da América do Sul (TREMETSBERGER et al., 2006; WEISS-
SCHNEEWEISS et al., 2008). Essas descobertas permitem que inferéncias sejam
feitas sobre a possivel origem das espécies de Hypochaeris na América do Sul, a
partir de um ancestral do noroeste da Africa, além de sugerir uma possivel ligacdo
entre os numeros basicos de x =5 e x =4 (TREMETSBERGER et al., 2005, 2006).

No Brasil o género Hypochaeris é representado por cerca de dez

espécies, dentre as quais encontramos H. albiflora , H. chillensis Hieron, H.
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catharinensis, H. lutea, H. megapotamica, H. microcephala, H. neopinnatifida, H.
pampasica e H. variegata. Algumas dessas espécies possuem caracteristicas
ecologicas especificas, como H. catharinensis, uma espécie endémica do Sul do
Brasil, que ocorre predominantemente em regides altas (800-1400m) e frias nos
estados de Santa Catarina e Rio Grande do Sul, como nas colinas da regiao
fisiografica dos Campos de Cima da Serra (FORTES, 1959). Nestas colinas
constata-se com frequéncia a coexisténcia entre exemplares de H. chillensis, H.
catharinensis, H. megapotamica e H. neopinnatifida. Hypochaeris lutea é outra
espécie com distribuigdo altamente restrita, ocorrendo no sul do Brasil e em algumas
regides da Argentina e do Paraguai (AZEVEDO-GONCALVEZ e MATZENBACHER,
2007). Essa espécie € ecologicamente distinta, ocorrendo em ambientes de solos
muito umidos e em solos alagados, com presencga significativa de agua superficial
(FORTES, 1959). As caracteristicas ecolégicas do ambiente ocupado por H. lutea
sao semelhantes aquelas das colinas do Marrocos onde € encontrada a espécie H.
angustifolia (TERAB et al., 2009), ancestral do grupo sul-americano de Hypochaeris
(TREMETSBERGER et al., 2005, 2006; WEISS-SCHNEEWEISS et al., 2008).
Contrastando com o endemismo observado em H. catharinensis e H. lutea, a
espécie H. chillensis se destaca por apresentar ampla distribuicdo geografica, sendo
uma das espécies mais comuns, que se caracteriza também por sua grande
variabilidade morfoldgica (AZEVEDO-GONCALVEZ, MATZENBACHER, 2007).

2.2 CARACTERISTICAS DE HYPOCHAERIS CHILLENSIS

Hypochaeris chillensis € uma erva perene com flores amarelas
liguladas maiores ou iguais as suas bracteas involucrais (Figura 1). O periodo de
florescimento e frutificacdo desta espécie ocorre nos meses de margo, outubro
novembro e dezembro (AZEVEDO-GONCALVES; MATZENBACHER, 2007).
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Figura 1l - Caracteristicas morfolégicas e ecoldgicas de H. chillensis. (A) folhas basais
polimérficas, (B) folhas do ramo, (C) capitulo, visdo lateral da flor (D), visdo
superior da flor (E), ambiente de ocorréncia (F e G) em Londrina, Parana.

Cabrera (1976) observou que caracteristicas morfolégicas como as
bracteas involucrais, folhas ou capitulos podiam variar dentro de uma populacao e
até mesmo no préprio individuo. Plantas que apresentavam invélucros hirsutos ou
glabros ja foram consideradas espécies diferentes (CABRERA, 1976). Foi
recentemente identificada em uma populagéo de H. chillensis da regiao de Londrina,
PR, a ocorréncia de flores amarelas e flores brancas em ramos diferentes de um
unico individuo (Claudete F. Ruas, comunicagao pessoal).

A co-ocorréncia de H. chillensis com outras espécies facilita a
formagao de hibridos naturais, conforme ja foi relatado entre H. chillensis x H.
megapotamica, H. chillensis x H. albiflora e H. chillensis x H. microcephala
(AZEVEDO-GONCALVEZ; MATZENBACHER, 2005). Em geral os hibridos s&o

identificados pela presenca de frutos atrofiados e caracteristicas morfolégicas
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intermediarias as dos parentais (AZEVEDO-GONCALVES; MATZENBACHER,
2007), ou pela presenca de flores de cores amarelas e brancas, sugerindo
hibridagdo com H. albiflora (TREMETSBERGER et al., 2006). Deste modo, a
hibridizagdo pode ser responsavel por grande parte da variabilidade morfoldgica
identificada em H. chillensis.

Hypochaeris chillensis ocupa regides de clima temperado e
subtropical, sendo econtrada desde campos limpos ou ambientes antropizados,
como em cultivos de lavoura, terrenos baldios, em cidades e em beira de estrada,
podendo também ser encontrada em terrenos pedregosos e ambientes umidos
(AZEVEDO-GONCALVEZ; MATZENBACHER, 2007). Hypochaeris chillensis
apresenta como principal caracteristica sua ampla distribuicdo na América do Sul
(Figura 2), incluindo Brasil, Argentina, Uruguai, Paraguai, Peru, Bolivia, Equador e
Colébmbia, sendo a unica representante sul-americana de distribuicdo cosmopolita
(AZEVEDO-GONCALVEZ; MATZENBACHER, 2007). No Brasil, H. chillensis pode
ser encontrada desde o Rio Grande do Sul, passando por Santa Catarina e Parana,
com relatos de ocorréncias também nos estados de Sao Paulo, Rio de Janeiro e
Minas Gerais (AZEVEDO-GONCALVEZ; MATZENBACHER, 2007).

O epiteto especifico de H. chillensis faz alusao a localidade onde foi
coletado o holétipo, Chillo, no Equador. Esta espécie ndo € encontrada no Chile
(AZEVEDO-GONCALVEZ et al, 2007).
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Yr Invélucro Hirsuto
% Invélucro Glabro

Figura 2 - Distribuicdo de H.chillensis na América do Sul indicando as diferentes formas de
invélucros (adaptado de Cabrera, 1976).

2.3 VARIABILIDADE E ESTRUTURA GENETICA EM POPULACOES

A variabilidade genética € a matéria-prima da evolug&o, sobre a qual
a selecao natural atua gerando novas formas adaptativas (DOBZHANSKY et al.,
1977). Altos niveis de variabilidade sdo importantes para a viabilidade das
populagdes visto que, quanto maior a variabilidade genética, maiores as
possibilidades de atuacdo da selecdao natural na fixacdo de caracteristicas
adaptativas, que influenciam a capacidade de sobrevivéncia das populagdes ao
longo do tempo. Além disso, a variabilidade genética pode ser utilizada como
instrumento para verificar as afinidades filogenéticas e os limites entre as espécies,

detectar modos de reprodugéo, identificar estruturas familiares e definir a estrutura
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populacional, estimando niveis de migracdo e dispersao nas populagbes (AVISE,
1994).

O padrdo de variacdo genética entre e dentro de populagdes
naturais nos da o conceito de estrutura genética de populagdes (DIAS, 2006). Por
varias razdes evolutivas distintas, em uma populagdo podem ocorrer diferentes
estruturas ou subestruturas de variagdo genética (ROBINSON, 2006). Entre os
fatores que influenciam a distribuicdo da variabilidade entre e dentro de populacdes
naturais pode-se ressaltar o modo de reproducdo, o tamanho da populacdo, a
distribuicdo geografica e a intensidade do fluxo génico (HAMRICK, 1994). A
organizacao dos niveis de diversidade é decorrente de fatores que afetam o
comportamento dos alelos na populagdo tais como, selegdo natural, migracao,
deriva genética e mutagao, estando esta organizagdo também fortemente associada
aos aspectos ecologicos e demograficos das populagbes (HAMRICK, 1983;
LOVELESS; HAMRICK, 1984).

Fatores Dbiolégicos e geograficos em populagbes naturais
frequentemente ndo permitem a reproducido aleatéria entre os individuos. Esta
auséncia de panmixia, geralmente impede que a variabilidade genética seja
uniformemente distribuida ao longo de toda a area de ocorréncia da espécie
(WRIGHT, 1978). A endogamia gerada por autofecundagdo ou o cruzamento entre
individuos aparentados também tendera a alterar a frequéncia de certos gendtipos
em relacdo ao total da populacdo. Além disso, o endocruzamento pode aumentar a
freqiéncia de gendtipos homozigotos para alelos deletérios recessivos em
homozigose, gerando impactos no valor adaptativo das espécies ou populagdes,
com possivel vantagem adaptativa dos heterozigotos sobre os homozigotos
(KELLER; WALLER, 2002).

Um dos principais aspectos nos estudos de estruturas populacionais
esta relacionado com a determinagao dos niveis de fluxo génico entre as populagdes
sendo este o maior componente da estrutura populacional, determinando a extensao
na qual cada populagdo local de uma espécie € uma unidade geneticamente
diferenciada (SLATKIN, 1994).

Para Weir (1996), a frequéncia de heterozigotos pode ser
considerada como um importante indicador da diversidade genética, uma vez que
cada heterozigoto carrega alelos diferentes e, portanto, representa melhor a

variacao existente. Contudo, o autor considera que a heterozigosidade esperada, ou
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diversidade génica, como proposto por Nei (1973), € uma medida mais apropriada
por representar a variagao tanto em populagdes de espécies autdbgamas, como em
alégamas. Além destas estatisticas, o indice de fixagdo (F;s) de Wright (1965) tem
sido utilizado como uma medida de desvio do equilibrio de Hardy-Weinberg dentro
de cada populacéo.

Estudos das relagdes de parentesco, estruturas sociais e sistemas
de acasalamento podem ser realizados pela analise de marcadores moleculares, os
quais, frequentemente, geram informagdes preciosas sobre a biologia e histéria
natural das espécies (AVISE, 1994), uma vez que envolvem questdes basicas como
verificar os niveis de variabilidade dentro das populagdes e caracterizar o nivel de
estruturagdo genética entre populagées (HAMRICK, 1983).

Considerando os aspectos discutidos acima, pode-se inferir que
informacdes obtidas a partir de marcadores moleculares possibilitam determinar
como os alelos estdo distribuidos nas populacgdes, contribuindo para o entendimento
de como os processos microevolutivos estdo atuando na diferenciacdo das
populag¢des na natureza (AVISE, 2004).

Diferentes metodologias de analises estatisticas, aplicadas a dados
moleculares, podem ser utilizadas para quantificar a variagcdo genética dentro de
populacdes. Dentre elas destacam-se a estimativa da propor¢gdo de locos
polimdrficos para o conjunto de populagdes (dentro da espécie) e dentro de cada
populagao, além de diversas medidas de diversidade genética que estao disponiveis
na literatura (ALFENAS et al., 2006). O numero de alelos por loco e a percentagem
de locos polimérficos tém sido empregados como indices de diversidade em
populacdes naturais, no sentido de caracterizar e comparar os niveis de variagcao
genética nas populagdes (ROBINSON, 1998).

A caracterizagao da estrutura genética entre populacdes, a partir de
dados de marcadores genéticos codominantes, tem sido realizada por trés
metodologias basicas: (a) estatisticas F de Wright (WRIGHT, 1965; NEI, 1977); (b)
analise da variancia de frequéncias génicas (COCKERHAM, 1969; VENCOVSKY,
1992; WEIR, 1996); e (c) andlise da diversidade genética em populagdes
subdivididas (NEI, 1973, 1977, 1987). As estatisticas F fornecem os indices de
fixacado de alelos para o total das popula¢des, média dentro e entre populagdes, com
base em medidas de probabilidade de identidade por descendéncia (WRIGHT, 1965;

NEI, 1977). A analise da variancia de freqtiéncias génicas fornece a distribuicdo da
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variabilidade genética em diversos niveis hierarquicos, considerando o processo
amostral nas estimativas (COCKERHAM, 1969). Ja, a diversidade genética de Nei
fornece, a partir de uma metodologia estatistica simples, a propor¢cdo da
variabilidade genética contida entre e dentro das populagbes e o0s niveis de
heterozigosidade esperados para o total e média das populagdes (NEI, 1973).
Conforme Reis (1996), mesmo com bases estatisticas diferentes, as trés
abordagens s&o complementares em relagdo ao significado biolégico das

estimativas.

2.4 MARCADORES MOLECULARES

Denomina-se um marcador molecular qualquer molécula
(metabdlitos, proteinas, sequéncias de DNA e RNA, etc) que apresente variagdes
em quantidade ou em estrutura entre individuos. Pelas variacbes que apresentam, o
fendtipo molecular oriundo destas moléculas sera especifico para um unico individuo
ou grupo de individuos (ROBINSON, 2006). Através da genética molecular,
numerosas técnicas tem possibilitado o acesso a variabilidade dentro e entre
populagdes, tanto através de polimorfismos de proteinas quanto de DNA (AVISE,
1994).

Os marcadores moleculares bioquimicos foram os primeiros a serem
utilizados em estudos genéticos. Esses marcadores possibilitam a identificacdo de
variagcbes em proteinas e enzimas, permitindo uma grande revolugéo nos estudos
genético-populacionais (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998). Dados moleculares,
especialmente os de DNA, tém proporcionado uma estimativa mais precisa das
relacbes entre grupos de plantas vasculares. Varios tipos de marcadores
moleculares tem sido usados com eficacia em diferentes niveis taxondmicos, desde
classificagdo em ordens e familias até variagado genética dentro e entre populagdes
(Crawford, 2000). Informacgbdes contidas em fragmentos sequenciados de DNA,
assim como diferentes tipos de fingerprinting de DNA, tém sido empregados para
acessar os padroes de isolamento e especiacdo, o tempo e as mudancas na
distribuicdo dos eventos de especiacdo, as rotas de migragdo e/ou dispersao, a

divergéncia ao nivel de populagdes e hibridacdo (STUESSY et al., 2003), bem como
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para inferir sobre as relagdes filogenéticas interespecificas e definir a estrutura
genética de populagdes em plantas (PAGE; HOLMES, 1998). Bons exemplos destas
aplicagées podem ser vistos nos trabalhos realizados nos géneros /Iris (ARNOLD,
1997), Helianthus (RIESEBERG et al., 1995, 2001) e Hypochaeris (SAMUEL et al.,
2003; STUESSY et al., 2003; TREMETSBERGER et al., 2005, 2006, ORTIZ et al.,
2007, 2008).

Entre as técnicas moleculares, a denominada de RFLP (Restriction
Fragment Length Polymorphism) explora o polimorfismo através dos tamanhos de
fragmentos obtidos em fungdo da variagao na distribuicdo dos sitios de restricdo ao
longo da molécula de DNA (GRODZICKER et al.,1974). Um grande avango nos
estudos com marcadores moleculares de DNA foi o surgimento da reagdo em cadeia
da polimerase (PCR - Polymerase Chain Reaction), que envolve a sintese
enzimatica in vitro de milhdes de copias de um segmento especifico de DNA na
presenca da enzima DNA polimerase (MULLIS; FALOONA, 1987). Esta reagao
acontece através do anelamento e extensdo enzimatica, iniciada por um par de
oligonucleotideos (primers) utilizados que delimita a sequéncia de DNA de fita dupla,
alvo da amplificagdo. A partir da implantagédo da técnica de PCR, surgiram inUmeros
marcadores moleculares, que podem diferir tanto quanto ao tipo de heranca, como a
abundancia dentro do genoma, ao nivel de polimorfismo e informacdo genética
detectados, a especificidade dos locos, a reprodutibilidade, aos requerimentos
técnicos e investimento financeiro (BUSO et al., 2003).

Uma técnica simples e eficiente, que surgiu depois do advento da
PCR foi o RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), que se destaca pela
simplicidade e tem como base a amplificacdo de um segmento de DNA, delimitado
por dois primers curtos, em geral com 10 pares de bases, complementares no DNA
alvo (WELSH; MCCLELLAND, 1990; WILLIAMS et al., 1990). O RAPD possui
algumas limitagbes como a baixa reprodutibilidade dos resultados e sua natureza
dominante (GARCIA et al., 2004).

O AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) é outra técnica
que tem como base a PCR, na qual marcadores moleculares polimérficos sao
identificados por diferengas no comprimento de fragmentos de DNA, gerados pelo
uso combinado de enzimas de restricdo e da amplificacdo seletiva via PCR
(ZABEAU, 1993; VOS et al., 1995). A técnica de AFLP tem como vantagem o grande

numero de marcadores analisados em um unico gel, com alto poder de deteccéo de
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variabilidade genética. A técnica nao requer informagao prévia da sequéncia de
DNA, possibilitando diferentes combinagdes entre primers e enzimas de restrigao,
além de proporcionar maior robustez dos resultados. Entretanto, a principal limitagao
dos marcadores AFLP é o baixo conteudo de informagdo genética por loco, pois,
assim como os marcadores RAPD, sdo de natureza dominante. Além disso, a
técnica de AFLP envolve um maior numero de etapas, necessitando de maior
quantidade de reagentes e equipamentos, incrementando o custo inicial das analises
(ZABEAU; VOS, 1993; FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998; ZHIVOTOVSKY, 1999;
COSTA et al., 2000).

Marcadores AFLP tem sido usados com sucesso nas inferéncias
sobre as relagdes intraespecificas do complexo processo evolutivo que ocorre em
Hypochaeris (STUESSY et al., 2003, TREMETSBERGER et al., 2005, 2006).

Estudos de diversidade genética e padrées biogeograficos em
Hypochaeris foram realizados para trés espécies andinas (H. acaulis, H. tenuifolia, e
H. palustris) na América do Sul (TREMETSBERGER et al. 2003a; 2003b;
MUELLNER et al., 2005), para as espécies da Peninsula Ibérica tais como, H.
salzmanniana, H. radicata e H. glabra (TREMETSBERGER et al., 2004; ORTIZ et
al., 2007) e para espécie marroquina H. angustifolia (TERRAB et al., 2009).

Utilizando dados obtidos de marcadores AFLP, Tremetsberger
(2006) classificou 32 espécies sul-americanas de Hypochaeris em seis grupos
moleculares, sendo que a maioria destas espécies se mostrou monofilética. Os
grupos formados foram: Apargioides, Chondrilloides, Pampasica, Sessiliflora,
Tenuifolia e o grupo Microcephala, onde se encontra inserida H. chillensis, além das
espécies H. alba, H. albiflora, H. argentina, H. microcephala e H. parodii.

Entre os marcadores de DNA com natureza codominante, se
destacam os polimorfismo de nucleotideos unicos (SNPs ou Single Nucleotide
Polymorphisms) (BROOKES, 1999) e os microssatélites (SSR ou Simple Sequence
Repeats), ou conhecidos também como STR (Short Tandem Repeat). Este ultimo
pertencente a classe do DNA repetitivo, encontrado em maior ou menor abundancia
nos genomas de todos os organismos. O nome microssatélites foi apresentado por
Litt e Luty (1989), remetendo ao termo minissatélite, e neste mesmo ano estes
pesquisadores, além de Tautz (1989) e Weber e May (1989), propuseram a
utilizacdo destas seqliéncias como marcadores moleculares. Os microssatélites sao

representados por sequéncias simples de 2 a 5 nucleotideos repetidas in tandem.
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Suas caracteristicas encontram aplicagdes para o0 mapeamento genético e fisico de
genomas, para a identificacdo e discriminagcdo de gendtipos e para estudos de
genética de populagdes (FERREIRA; GRATTAPLAGLIA, 1998).

Os marcadores SNPs sao variagdes pontuais no DNA primeiramente
observadas com o sequenciamento do genoma humano (BROOKES, 1999). A
genotipagem nao se baseia no comprimento dos alelos, como em outros
marcadores moleculares utilizados, e a distincdo dos alelos é feita através de
sequenciamento direto do DNA, de informacdes disponiveis em bancos de dados,
ou através de métodos bioquimicos que investigam a presenga de variantes (KWOK,
1999). Esses marcadores ocorrem em regides codificantes e nao codificantes nos
genomas. A grande vantagem dos SNPs reside na abundéancia de polimorfismos
entre alelos de um determinado gene, entretanto métodos menos custosos e mais

rapidos ainda estdo em desenvolvimento (GIORDANO et al., 1999).

2.5 MARCADORES MICROSSATELITES

Um aspecto geral a ser considerado sobre aplicacdo de marcadores
moleculares em estudos genéticos € a pouca informagéo que pode ser obtida sobre
a estrutura de populagbes, caso o0s marcadores empregados nao sejam
suficientemente polimérficos (CHASE et al.,, 1996). Neste aspecto, estimativas de
parametros genéticos populacionais criticos, tais como a diferenciacdo genética e
endogamia, as medidas diretas de fluxo génico e tamanho efetivo populacional,
foram beneficiadas com o advento dos marcadores moleculares altamente
polimdrficos (CHASE et al., 1996), como os microssatélites.

A técnica de obtencdo de marcadores microssatélites se resume na
amplificagdo das sequéncias repetidas, utilizando primers, ancorados nas regides
que flanqueiam as repeticdes. Desta forma, cada sequéncia, independente de seu
elemento repetitivo (ex: CA, GC, TG, ATC), constitui-se de um Jlocus génico
altamente variavel, multialélico e de grande conteudo informativo em relagdo a uma
espécie. Apesar da variagdo no numero de motivos, a sequéncia de bases adjacente

a regiao de repeticdo pode ser unica no genoma e conservada entre os individuos
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de uma mesma espécie, possibilitando o desenvolvimento de primers, usados das
reacdes de PCR. As diferengas no numero de repeticdes resultam em variagdes no
comprimento dos produtos de amplificacdo os quais, podem ser visualizados apés
separacao dos fragmentos por eletroforese em gel de agarose ou poliacrilamida,
corados com nitrato de prata, agentes intercalantes ou através de fluorescéncia
(SCHLOTTERER; TAUTZ, 1992).

As diferentes repeticbes encontradas nos microssatélites sé&o
divididas em repeticbes perfeitas, quando ndo apresentam nenhuma interrupcéo;
repeticoes imperfeitas, quando sao interrompidas por bases nao repetidas; e
repeticbes compostas, quando duas ou mais repeticoes (classes) de
microssatélites estdo dispostas em posigdes adjacentes (Caixeta et al., 2006).
Como outras classes de DNA repetitivo, os microssatélites possuem altas taxas de
mutacdo, numa faixa entre 102 e 10™ por loco por gameta por geragao, portanto,
uma taxa de mutagdo superior em relacdo a outras regides do genoma. Esta
instabilidade surge através de um mecanismo especifico de mutagdo chamado
deslizamento (slippage) da DNA polimerase (TAUTZ; SCHLOTTERER, 1994). Além
disso, o crossing-over desigual, que pode ser causado pelo pareamento erréneo das
regides que contém as repeticdes, também € um dos responsaveis pela maior taxa
de mutagdo em locos com microssatélites (SCHLOTTERER et al., 1998).

O modelo mais simples e popular proposto para explicar a evolugao
dos microssatélites € o modelo classico Stepwise Mutation Model (SMM) de Ota e
Kimura (1973), no qual, uma mutacgao consiste em uma unidade de repeticdo ganha,
resultando em uma expansao, ou perdida, resultando em uma contragdo. Entretanto,
mutacdes que alteram o tamanho das repeticbes em mais de uma unidade vém
sendo observadas (HUANG et al., 2002).

A importancia dos microssatélites para estudos genéticos tem sido
demonstrada desde o inicio de 1994 (SAGHAI MAROOF et al., 1994; BECKER,;
HEUN 1995; LIU et al., 1996; STRUSS; PLIESKE, 1998). Posteriomente, mapas
enriquecidos em microssatélites passaram a ser contruidos para muitas espécies
(RAMSAY et al., 2000; LI et al., 2003). Na maioria dos estudos, os marcadores SSRs
foram desenvolvidos apos o screening de pequenos insertos contidos em bibliotecas
enriquecidas com motivos de microssatélites. Em espécies de interesse econdémico,
o uso de SSRs é facilitado devido a disponibilidade de grande volume de dados

(large expressed sequence tag ou EST) e ao desenvolvimento de varias ferramentas
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de bioinformatica, que tornam possivel identificar e desenvolver SSRs a partir dos
ESTs (PILLEN et al., 2000; THIEL et al., 2003; RAMSAY et al., 2004; VARSHNEY et
al., 2006).

Entre as vantagens do uso dos microssatélites na analise genética
estdo incluidas a alta reprodutibilidade, o alto nivel de informacao por loco, devido
sua natureza codominante, e a praticidade em sistemas automatizados, como
sequenciadores (ou semi-automatizados) que possibilitam o estudo de grande
numero de amostras (DUTECH et al., 2007). O maior problema na aplicagédo dos
microssatélites € que eles necessitam ser isolados para cada espécie a ser
estudada, e isto representa maior custo. Isso ocorre porque, a transferéncia de
primers para espécies diferentes daquelas para as quais foram desenhados, é
geralmente possivel somente entre espécies proximas e, em alguns casos, a
percentagem de amplificagao é baixa, gerando alelos nulos e que podem influenciar
na analise genética (DUTECH et al., 2007).

Recentemente, marcadores microssatélites tém sido construidos e
amplamente aplicados para diferentes estudos em plantas, sendo muitos deles na
familia Asteraceae (MAO et al., 2009; NAKAGAWA E ITO, 2009; NOMURA et al.,
2009). Em Hypochaeris, bibliotecas enriquecidas em microssatélites foram
construidas para espécies do mediterraneo H. radicata (Mix et al., 2004; 2006) e H.
salzmanniana (Ruas et al., 2009), uma espécie da regido mediterranea em risco de

extincao.
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3 JUSTIFICATIVA

O género Hypochaeris possui caracteristicas que o tornam um
interessante modelo para estudos sobre processos evolutivos e mecanismos de
especiacao em plantas. As espécies de Hypochaeris encontram-se distribuidas em
duas regides distintas, a regido mediterranea e a sul-americana. Estudos sugerem
que a regidao mediterranea € o centro de origem, enquando a América do Sul, com
mais de 50 espécies conhecidas, € o centro diversificagdo do género. Acredita-se
que a chegada do género no continente sul-americano ocorreu através de uma ou
poucas introdugdes, a partir de um ancestral hipotético (possivelmente H.
angustifolia) do Noroeste da Africa. Na América do Sul seguiu-se um processo
rapido de radiagdo adaptativa, que representa um fenbmeno raro em continentes.
Neste contexto, o género € um importante modelo para estudos evolutivos e
biogeograficos.

Pouco se sabe sobre os processos de radiacdo adaptativa que
levaram a diversificagcdo do género na América do Sul. No Brasil as espécies de
Hypochaeris estao concentradas principalmente na regido Sul, sendo H. chillensis a
que apresenta maior distribuicdo geografica entre as espécies do género. Deste
modo, estudos realizados em amostras originadas de populagbes das diferentes
areas de ocorréncia de H. chillensis podem auxiliar no esclarecimento dos processos

de radiagao adaptativa e modos de especiagcao do género na América do Sul.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVOS GERAIS

Tendo em vista a caracteristica cosmopolita de H. chillensis no Brasil
pretentede-se investigar a estrutura e variabilidade genética dentro e entre as

populacdes desta espécie utilizando marcadores microssatélites.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Desenvolver bibliotecas enriquecidas com sequéncias contendo
microssatélites para a espécie H. chillensis e selecionar pelo
menos 10 pares primers para locos polimorficos;

2. aplicar os primers selecionados em um estudo piloto incluindo
cerca de 50 individuos provenientes de trés populacdes de H.
chillensis com a finalidade de validar estes marcadores;

3. utilizar os mesmos pares de primers para estudos de
populagcdes de H. chillensil, representando os locais de
distribuicdo da espécie no Brasil, a fim de investigar a

distribuicdo da variabilidade genética populacional.
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5 ARTIGOS

ARTIGO 11!

CHARACTERIZATION OF 12 MICROSATELLITE LOCI FOR THE
COSMOPOLITAN SPECIES HYPOCHAERIS CHILLENSIS (ASTERACEAE)*
AND THEIR CROSS-AMPLIFICATION IN 11 RELATED SPECIES.

Carina C. F. Lucio?, Eduardo A. Ruas?, Luana A. Rodrigues?, Paulo M. Ruas?,

Thiago Vidotto?, Nelson |. Matzenbacher®, Claudete F. Ruas®*

Abstract

Premise of the study: The genus Hypochaeris is considered a biological model to
understand the patterns and processes of speciation and biogeography of the
vascular flora of South America, particularly from the temperate portion of the
continent. Here we report the development and characterization of a set of 12
microsatellite markers for the species H. chillensis to assess the genetic variability
and the patterns of population structure among the distribution areas of the species
in Brazil. Methods and Results: Twelve microsatellite loci were isolated and
characterized for the herbaceous species H. chillensis. PCR amplification detected 1-
5 alleles, with an average of 2.91 alleles per locus. All primers pairs were tested for
cross-amplification in ten additional species from South America and in the putative
ancestor of the group, H. angustifolia. Conclusions: The microsatellites can be used
to assess the genetic diversity and population structures of H. chillensis. The
application in other species will focus on the elucidation of the evolutionary
processes of adaptive radiation of the genus in South America.

Keywords: Codominant markers. Genetic diversity. Herbaceous species. SSR.

Introduction

The genus Hypochaeris has features that make it an interesting

model for evolutionary and biogeographic studies in plants. The genus exhibits a
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2 Departamento de Biologia Geral, Universidade Estadual de Londrina, Londrina, Parané, Brasil

® Departamento de Botanica, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, Brazil

* Present address: Center of Biological Sciences, State University of Londrina - 86051-990 Londrina,
Parana, Brazil - Telephone: 55- 43- 3371-4191



32

disjunct distribution, with more than 15 representatives in the Mediterranean region
and around 50 in South America (Tremetsberger et al., 2005, 2006). Previous studies
have suggested that the genus originated in the Mediterranean region and radiated
into the South American continent after a long-distance dispersion event of an
ancestral species from Northwestern Africa (Tremetsberger et al., 2005). Recent
molecular and cytogenetic investigations identified characteristics that are similar to
those found in the South American group of species in the Moroccan H. angustifolia,
considered the closest relative of the South American Hypochaeris (Tremetsberger et
al., 2005, 2006, Weiss-Schenneweiss, 2007).

Hypochaeris chillensis (Kunth) Britton, a perennial herb native to
South America, exhibits extensive ecological and morphological diversity throughout
its distribution range. Contrasting with the other South American species, H.
chillensis is widespread, occurring from southeastern to south in Brazil as well as in
Argentina, Uruguay, Paraguay, Peru, Bolivia, Ecuador and Colombia (Azevédo-
Gongalvez and Matzenbacher, 2007). The great morphological variability recognized
in the specimens of H. chillensis, and its co-occurrence with other species facilitates
interspecific hybridization (Cabrera, 1976; Azevédo-Gongalvez and Matzenbacher,
2007). Hence, population studies on this species may help to understand the
connection between long-distance dispersal and explosive radiation of the genus

Hypochaeris into the South American continent.

Methods and Results

Genomic DNA was extracted from fresh leaves of a single individual
using the cetyltrimethyl-ammonium bromide (CTAB) method (Doyle & Doyle 1987).
An enriched microsatellite library was constructed using a hybridization-based
capture method, following the protocol described by Billotte et al. (1999), with biotin-
labeled (CT)s and (GT)s in the enrichment step. Approximately 5 ug of genomic DNA
was digested with Rsal and blunt-ended fragments were linked to adaptors (Rsa-21
and Rsa-25). Fragments containing repeats were selected by hybridization with the
biotinylated oligonucleotides and recovered by streptavidin-coated magnetic beads
(Invitrogen). Microsatellite-rich fragments were amplified by PCR with the Rsa-21

adapter as a primer, cloned into the pGEM®-T Easy (Promega) and then transformed
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into Escherichia coli XL1 Blue MRF’ supercompetent cells (Stratagene). After colony
screening, the white-positive clones were checked for insert size by PCR (MJ
Research PTC-200) using the M13 forward and reverse universal primers. Plasmids
from 280 positive clones were sequenced using the BigDye Terminator version 3.1
Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems) with 5pM of the M13 forward and/or
reverse primers, in a volume of 10uL reactions. Sequences were submitted to
electrophoresis on the ABI 3130XL Automated Sequencer (Applied Biosystems). Of
the 280 sequenced inserts, 40 (14.29%) clones contained perfect, compound and
interrupted microsatellites, however, only 25 (8.93%) proved suitable for primer
design. Primers were designed using the program PRIMERS3 version 0.4.0 (Rozen
and Skaletsky, 2000). PCR amplification and consistency of each primer pair were
tested in a sample of five individuals from the same population, using the
amplification in a touch down cycling according to Ruas et al. (2009). PCR was
performed in a 10uL reaction mixture containing 3.5 yL of GoTaq Green Master Mix
(Promega), 0.25uL (5 pmol) of each forward and the reverse locus-specific primer
(Table1) and 2.0 uL (10ng) of genomic DNA, adjusting the volume with sterile water.
The amplification products were resolved on a 7.0% polyacrylamide gel, sized by
comparison with a 50-bp DNA ladder standard (Ludwig) and visualized after silver
staining. Twelve primer pairs were selected for further analysis.

For characterization of the 12 microsatellite loci, genomic DNA was
extracted from 50 individuals, representing three native populations of H. chillensis
from Brazil, consisting of: 32 samples from Lages (LAG, 27° 31’ S, 50° 53’ W), road
side between Sao José do Cerrito and Campos Novos, in Santa Catarina state; five
samples from Sapopema (SAP, 23°53’ S, 50°36° W), in Parana state; and 13
samples from Itapetininga (ITA, 23°36’ S 48°07’ W), countryside of Raposo Tavares
road, Km 189, in Sao Paulo state. Vouchers were deposited at the FUEL Herbarium
on the State University of Londrina, under numbers: LAG: FUEL 48681, SAP: FUEL
48680, and ITA: FUEL 48810. For cross-amplification tests, DNA was extracted from
22 individuals representing 10 additional South American species (two samples
each) and H. angustifolia (Table 2). Of the 12 selected primer pairs, 11 successfully
amplified the target regions with 10 loci showing polymorphism, while one (Hchi211)
was monomorphic and another (Hchi160) amplified unscorable product and was

therefore, excluded from the analysis of H. chillensis. The characterizations of the 11
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loci are summarized in Table 1. Standard population genetic statistics were
calculated using Genepop version 1.2 (Raymond and Rousset, 1995).

The genotyping of 50 individuals of H. chillensis revealed moderate
level of polymorphism, with a total number of 32 alleles. The number of alleles
ranged from 1 (Hchi211) to 5 (Hchi274), with an average of 2.91 alleles per locus
(Table 1). Polymorphic information content (PIC) was 0.323, in average, and
observed (Hp) and expected (Hg) heterozygosity for each locus ranged from 0.023 to
1.000 and from 0.063 to 0.640, respectively, with mean values of 0.390 and 0.384
(Table 1). Five loci showed allelic frequencies that significantly deviated from
expected Hardy— Weinberg proportions (P < 0.001), including two loci (Hchi36,
Hchi159) with heterozygote deficit and three (Hchi105, Hchi108, Hchi233) with
excess. Pairwise comparisons for multiple tests among the 11 loci showed significant
linkage disequilibrium only between loci Hchi36/Hchi75, Hchi36/Hchi274 and
Hchi75/Hchi274 (P < 0.05). The 12 selected SSR loci were also tested for cross-
amplification in ten other South American species of Hypochaeris and in H.
angustifolia, the presumed ancestor of this group. Seven loci amplified in all South
American species tested, producing alleles of similar sizes to those observed in H.
chillensis. Three loci (Hchi75, Hchi105, Hchi159) failed to amplify in one species
each, one (Hchi15) failed in four species, and another (Hchi274) failed in two species
(Table 2). The success of cross-amplification was predicted given the close genetic
relationship among the South American species of Hypochaeris as a result of the
recent divergence into the continent (Tremetsberger et al. 2006). Cross-amplification
was also successful for five loci in H. angustifolia, indicating higher genetic

distance compared to South American species of the genus (Table 2).

Conclusions

The 12 microsatellite primers herein described are the first set of
molecular markers developed for H. chillensis and they have high potential for further
investigation of genetic diversity and population genetic structure in this species.
Applied to other related species, these markers are especially helpful in
understanding the species relationships and the processes of adaptive radiation and

speciation of the genus since it arrived in the South American continent.
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Table 1 - Characteristics of 11 microsatellite loci isolated for H. chillensis.
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Locus name Allele size
(GenBank)? Primer sequence 5- 3 Repeat motif A (bp) PIC Ho He
Hchi15 F:GGGGGTTAATTTGTAAATAGGG (TG)/ATA(TG)2(GAAA)..6 3 154-160 0.147 0.023 0.155
JF715914 R:TTGTCTCTCGAAGGGTCTCG (GAAA);...12(GT)A(TG)s
Hchi36 * F:GCTACCAGCTCCACCTTCTG (TC)s 3 175-200 0.529 0.041 0.607
JF715915 R:GTTGCCTCCTTCTGGTTCAG
Hchi75 F:GCATTGTGCTTCATAATGTGAG (CT)s(AT)7(CT)2 3 179-200 0.323 0.488 0.384
JF715916 R:GGAAAAAGGAGCACATTCCA
Hchil105 * F: TGTCCGGAAACCTACTCTGG (CT)sT(TC),ATGTT(TC);C 3 188-210 0.445 0.958 0.554
JF715917 R:TTGAATACCACGGCACACTC (CT),...6(CT)3
Hchi108 * F:CCTGACGATTGCACAAGAAA (TC)4 2 249-270 0.375 1.000 0.505
JF715918 R:GCGCAGTGTTTCAGATTTTG
Hchi159 * F:TGCAAATATCCCAAAGTGTG (GT)e...s5(AG)15 4 224-240 0.582 0.152 0.640
JF715919 R:TTCTCGATCGCAACCTCTC
Hchi211 F: CCCACAATACGCATAACACAA (TG)4...82(CCA),G(CCA);3 1 231 0.000 0.000 0.000
JF715920 R: TGTCGCAAATCGCTAGAAGA
Hchi233 * F: GTTTGCGGGTGTTGAAGTTT (GT)s 2 152-160 0.375 1.000 0.505
JF715921 R: CTAGAAGCACCCACCAAACA
Hchi254 F: CCCTTGTTCTCTCCCTGAAA (GT)s...(TC) 4 3 158-180 0.061 0.064 0.063
JF715922 R: ACCACACCACCGAGAGACA
Hchi274 F: CCCCCAAGACCCTACACTA (GTT),GTC(GTT)13 5 120-152 0.310 0.133 0.342
JF715923 R: TGACAAATCTGTCTAAGAATT

TTATGG
Hchi279 F: GGAACAGAGTGGCTGCTTTT GA(GAA);(GAAAA),GAAGA 3 140-160 0.079 0.042 0.082
JF715924 R: TTCGCATCCTTCTCTGACACT
Avarage 2.91 0.323 0.390 0.384

@GenBanK accession number; * significant deviation from Hardy-Weinberg Equilibrium (P < 0.001); F, forward and R, reverse primer sequence;
A, number of alleles; PIC, polymorphic information content; Ho and Hg observed and expected heterozygosity. The PCR profile consisted of 16 touch down

cycles with annealing temperature of 65-50°C (-1°C/cycle) followed by 20 additional cycles with annealing temperature of 50°C.
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Table 2 - Twelve microsatellite loci developed for H. chillensis and tested for cross amplification in 22 samples, representing 10 species of
the South American group of Hypochaeris and the Moroccan species H. angustifolia.

Useful
Hchil5 Hchi36 Hchi75 Hchil05 Hchil08 Hchil59 Hchil60 Hchi2ll Hchi233 Hchi254 Hchi274 Hchi279 loci

H. pampasica + + + + + + + + + + + + 12
H. petiolaris + + + + + - + + + + + + 11
H. megapotamica - + + + + + + + + + - + 10
H. variegata + + + + + + + + + + + + 12
H. argentina + + + + + + + + + + + + 12
H. neopinnatifida + + + + + + + + + + + + 12
H. lutea - + + - + + + + + + + + 10
H. apargioides + + + + + + + + + + + + 10
H. albiflora - + - + + + + + + + + + 10
H. catharinensis - + + + + + + + + + - + 10
H. angustifolia + - - + + + - - - + . 5
(+) Successful amplification with expected allele size, () absence of amplification.
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ARTIGO 22

ESTRUTURA GENETICA DE OITO POPULACOES DE HYPOCHAERIS
CHILLENSIS (ASTERACEAE) DO BRASIL.?

GENETIC STRUCTURE IN EIGHT POPULATIONS OF HYPOCHAERIS
CHILLENSIS (ASTERACEAE) FROM BRAZIL.

Carina de Campos Ferreira Lucio', Eduardo Augusto Ruas', Claudete de Fatima

Ruas", Luana Alves Rodrigues’, Paulo Mauricio Ruas'

Resumo

Dez locos de microssatélites foram usados para investigar a estrutura genética de
oito populagdes brasileiras de H. chillensis. Um total de 37 alelos foram detectados
na totalidade dos locos, com 80% de polimorfismo e uma média de 3,7 alelos por
loco. A estimativa do numero médio de alelos e alelos efetivos por populagao foi de
2,3 and 1,72, respectivamente. Os indices de heterozigosidade observada variaram
de 0,14 to 0,44 e de 0,25 a 0,41, respectivamente. O coeficiente de endogamia (Fis)
foi significativo para cinco populacbes, evidenciando nestas, um excesso de
heterozigotos. Foi encontrado um alto grau de diferenciagdo genética (Fsr=0,3363),
com maior parte da variagdo (66,37%) identificada dentro de populagdes, o que
evidencia a auséncia de estruturacdo genética das populagdes estudadas. Analise
de distdncia genética entre pares de populagcbdes (Fsr), mostrou a auséncia de
correlagdo entre distancia genética e geografica. O teste de atribuicdo de individuos
as populagdes mostrou uma pequena taxa de migracdo em apenas duas
populagdes, evidenciando que a maiora dos individuos genotipados foram atribuidos
as populagdes das quais foram amostrados. Os baixos indices de variabilidade
encontrados provavelmente sdo decorrentes do modo aparentemente pioneiro que a
espécie coloniza novos ambientes. Os resultados refletem um padrao caracteristico
de dispersdo a longa distancia sugerindo que, apds colonizagdo por poucos
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individuos, as novas populagées se estabeleceram sob agao de efeito fundador e
endogamia.

Palavras-chave: Diversidade genética. Genética de populagdes. SSR.

Abstract

Ten microsatellite loci were used in the investigation of genetic structure of eight
populations of H. chillensis from Brazil. A total of 37 alleles were detected across all
loci, with 80% of polymorphism and average of 3.7 alleles per locus. The estimate
number of alleles and effective alleles per population were 2.3 and 1.72, respectively.
In terms of overall genetic diversity the observed (Ho) and expected heterozigosities
ranged from 0.14 to 0.44 and 0.25 to 0.41, respectively. The rate of inbreeding
coefficient (F;s) was significative in five populations, showing an excess of
heterozygotes. The level of genetic diferentiation was high (Fsr=0.3363), with most
of the genetic variation (66.37%) detected within population. These results are
consistent with the lack of genetic structure of the populations studied. The
assignment test revealed that most of the genotyped individuals were atributed to the
population in which they were sampled, with migrants been detected only between
two pairs of populations. There was no positive correlation between pairwise genetic
distance (Fsr) and geographic distance. The overal results reflect a pattern of long-
distance dispersion, suggesting that after colonization by few individuals, the
stablisment of new populations occurred under influence of founder effects and
endogamy.

Key words: Genetic diversity. Genetic of population. SSR.

Introducao

O género Hypochaeris pertence a familia Asteraceae e é
representado por plantas herbaceas distribuidas em duas areas distintas, a regido
Mediterranea que possui cerca de 15 espécies, e a América do Sul com cerca de 50
espécies descritas (Lack, 1979). Estudos sugerem que a regido mediterranea é o
centro primario de diversificagdo e que o género chegou a América do Sul atraves
de uma ou poucas introducdes de um ancestral do Noroeste da Africa
(Tremetsberger et al., 2005). A espécie Hypochaeris angustifolia, endémica do
Marrocos, possui caracteristicas cariotipicas semelhantes aquelas encontradas nas
espécies sul-americanas (Tremetsberger et al., 2005). Hypochaeris angustifolia

ocupa também uma posicédo intermediaria entre as espécies do Mediterraneo e as



40

da América do Sul (Tremetsberger et al., 2006; Weiss-Schneeweiss et al., 2008).
Tem sido proposto que a chegada do género no continente sul-americano ocorreu
através de uma ou poucas introdugdes, provavelmente por mecanismos de
dispersdo a longa distancia (Cerbah et al. 1998b; Stuessy et al. 2003 e
Tremetsberger et al., 2005).

Apos a chegada do género na América do Sul, a grande
disponibilidade de ambientes possibilitou a ocorréncia de eventos rapidos de
radiacdo adaptativa e especiagdo, que permitiram as espécies de Hypochaeris a
ocupacado de uma grande variedade de habitats, refletindo um padréo tipico de
radiacdo adaptativa (Cabrera e WIllink 1980, Stuessy et al., 2003; Tremetsberger et
al., 2005).

As espécies sul-americanas de Hypochaeris sdo um excelente
modelo para estudos de evolugdo -cariotipica em plantas, pois possuem
caracteristicas interessantes como cariétipo bimodal com numero pequeno de
cromossomos de tamanhos relativamente grandes (Cerbah et al., 1995, 1998a,
1998b; Ruas et al., 1995, 2005; Weiss et al., 2003, Weiss-Schneeweiss et al., 2003,
2008).

No Brasil as espécies de Hypochaeris encontram-se em sua maioria
na regido Sul, neste contexto, a espécie H. chillensis (Kunth) Britton se diferencia
das espécies do grupo por apresentar a maior distribuicdo geografica (Cabrera,
1976). Esta € uma das espécies mais comumente encontrada e além de apresentar
uma grande variabilidade morfolégica, apresenta individuos intermediarios em seus
especimes e hibridiza facilmente com espécies proximas (Cabrera, 1976).

A posicao filogenética das espécies do grupo sul-americano, sua
chegada até a América do Sul, assim como 0s mecanismos responsaveis pela
diversificacdo rapida e recente no continente sul-americano, ainda ndo séao
completamente explicados. Portanto, o género é considerado também um
importante modelo para estudos de biogeografia. Assim, espera-se o
desenvolvimento de hipoteses biogeograficas especificas com analises de mais taxa
das regides da América do Sul (Stuessy et al., 2003; Tremetsberger et al., 2005).
Deste modo, estudos realizados em populacdes de H. chillensis podem auxiliar no
esclarecimento dos processos de radiagdo adaptativa e especiagdo do género na

América do Sul.
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A caracterizagao da estrutura genética de populagdes, a partir de
dados de marcadores genéticos co-dominantes como o0s marcadores
microssatélites, fornecem informagdes que aliadas as caracteristicas morfolégicas e
ecologicas podem ser uteis para uma melhor compreensao da biologia da espécie e
de suas interagoes (Telles et al., 2001).

Estudos de diversidade genética e padroes biogeograficos em
Hypochaeris foram realizados para trés espécies andinas (H. acaulis, H. tenuifolia, e
H. palustris) na Ameérica do Sul (Tremetsberger et al,. 2003a; 2003b; Muellner et al.,
2005), para as espécies da Peninsula Ibérica, H. salzmanniana, H. radicata e H.
glabra (Tremetsberger et al., 2004; Ortiz et al., 2007) e para espécie marroquina H.
angustifolia (Terrab et al., 2009) através de marcadores AFLP. Poucos trabalhos
foram realizados através de marcadores microssatélites. Bibliotecas enriquecidas em
microssatélites foram construidas para espécies do mediterraneo H. radicata (Mix et
al., 2004; 2006) e H. salzmanniana (Ruas et al., 2009), uma espécie em risco de
extingéo.

No Brasil sdo conhecidas cerca de dez espécies de Hypochaeris,
sendo a maioria endémica da regido Sul. Dentre as espécies brasileiras, H. chillensis
(Kunth) Britton se destaca por apresentar ampla distribuicdo geografica, ocorrendo
desde o Rio Grande do Sul até o Estado de Sdo Paulo (Cabrera, 1976). Aléem do
padrao de distribuicdo caracteristico, H. chillensis também se destaca por sua
grande variabilidade morfolégica e pela capacidade de formar hibridos naturais
(Azevedo-Gongalvez e Matzenbacher, 2007). Neste estudo, foram utilizados dez
locos de microssatélites a fim de investigar a variabilidade genética de oito

populacdes brasileiras de H. chillensis.

Material e Métodos

Estratégia Amostral

Foram amostrados 184 individuos de H. chillensis em oito
localidades ao longo de quatro Estados de ocorréncia da espécie: S&o Paulo,
Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul (Tabela 1). Para diminuirem as
chances de amostragem de individuos aparentados, foi tomada uma distancia de

pelo menos 5 metros entre plantas. A area de distribuicdo das populagcdes



42

amostradas é apresentada na Figura 1. Folhas jovens foram coletadas em silica gel
para extracdo de DNA. Um representante de cada populacdo foi depositado no
herbario da Universidade Estadual de Londrina (FUEL).

Tabela 1 - Locais de coleta de H. chillensis no Sudeste e Sul do Brasil.

L , Coordenadas
Municipio/ Estado Sigla (S.0) N
Sao Paulo
Universidade Estadual de Campinas, CAM-SP  22°49'47°04° 31

Campinas® (FUEL 48675)

Zona Rural, Rodovia Raposo Tavares Km
189, Itapetininga® (FUEL 48810)

Parana

Universidade Estadual de Londrina, UEL-PR  26°26'51°14" 19
Londrina® (FUEL 48674)

Zona Rural, Rodovia PR-090, Sao Jerdnimo
da Serra® (FUEL 48682)

Santa Catarina

Rodovia entre Sao José do Cevito e Campos
Novos, Lages'? (FUEL 48681)

Area urbana, Balneario Cambuiriu®? (FUEL

ITA-SP 23°36'48°07" 29

SJ-PR 24° 09'50°52" 21

LAG-SC  27°31°50°53" 31

48684) BCA-SC  24°12'50°56' 29
Rio Grande do Sul

Rodovia de Sao Francisco de Paula'? SFP-RS  29°26'50°34" 7
Fazenda Sao Maximiniano, Guaiba'?

(FUEL48683) SM-RS  30°09'51°22" 17

Coletores: ' Ruas, CF; ? Ruas, PM; ® Lucio, CCF. N, Numero de individuos
amostrados. FUEL — Herbario da Universidade Estadual de Londrina.
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Figura 1 - Distribuicao geral de H. chillensis na América no Sul (adaptado de Cabrera,
1976) e areas de coleta de oito populagbes amostradas nos Estados de Sao
Paulo, Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul. CAM - Universidade
Estadual de Campinas, Campinas, SP; ITA — Zona Rural, Rodovia Raposo
Tavares Km 189, Itapetininga, SP; UEL — Campus da Universidade Estadual de
Londrina, Londrina — PR; SJ - Zona Rural, Rodovia PR-090, Sdo Jerébnimo da
Serra — PR; BCA - Area urbana, Balneario Camburit, SC; LAG - Rodovia entre
Sao José do Cerrito e Campos Novos, Lages — SC; SFP - Rodovia entre Sao
Francisco de Paula e Rio Bonito, RS; SM - Fazenda Sao Maximiniano, Guaiba —
RS

Extracdo de DNA e PCR

Foi extraido DNA genémico de cada individuo amostrado de acordo
com o protocolo CTAB (cetyltrimethyl-ammonium bromide) conforme Doyle e Doyle
(1987) com modificagcbes (Tremetsmerger et al,. 2003b). Para testar a integridade do
DNA, as amostras extraidas foram submetidas a uma eletroforese (100 V) por 45
minutos, coradas com brometo de etideo (10 ug/mL) em gel de agarose a 1%. A
concentracao final de cada amostra foi determinada por quantificagao em fluorimetro
(DyNA Quant 200, Hoéfer-Pharmacia).

Para as reacdes de PCR foram utilizados 10 primers desenvolvidos
para H. chillensis conforme descrito na Tabela 2. As reagbes de amplificagdo foram
realizadas em um volume de 10 yL contendo, 3,5 yL de GoTaq Green Master Mix
(tampéo 2x, pH 8,5, 1600uM dNTP e MgCIl 3mM; Promega), 0,25uL de cada primer
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(2,5pM), 1,5 uL (0,5 ng/uL) de DNA, ajustando o volume final com agua estéril. As
reacdes de PCR foram realizadas em termociclador PTC200 (MJ Research),
utilizando um programa touch down segundo Ruas (2009). Os produtos amplificados
foram submetidos a eletroforese em gel de acrilamida:bis-acrilamidada (29:1) a 7%,
durante 2 horas e 30 minutos a 200V e corados com nitrato de prata. O tamanho dos
alelos foi determinado por comparacdo com o auxilio de um marcador de peso

molecular padrdo de 50 pb (Ludwig Biotecnologia).

Analise dos Dados

A porcentagem de locos polimorficos (Pp), numero de alelos por loco
(A), numero de alelos efetivos por loco (Ae), heterozigosidade observada (Hop) e
esperada (Hg) conforme Nei (1978), foram calculados através do programa
POPGENE v. 1.31 (Yeh et al., 1999). A variabilidade genética total entre e dentro de
populagdes, bem como o indice de fixagao alélica (Fsr) foram estimados utilizando a
analise de variancia molecular (AMOVA) pelo programa ARLEQUIN v. 3.11
(Excoffier et al., 2005). Os coeficientes de endogamia (F;s) para cada populagao
foram testados para o desvio do equilibrio de Hardy-Weinberg utilizando testes de
probabilidade que foram calculados com o programa FSTAT (Goudet, 2002).

A ocorréncia de migragcao entre as populagdes foi estimada por
métodos de analises bayesianas utilizando o programa BAYESASS (Wilson e
Rannala, 2003). Para verificar uma possivel correlagado entre distancia geografica e
genética, foi realizado o teste correlagédo de Pearson, com base nos valores de Fsr
entre pares de populagdes e as distancias geograficas, Pearson com a aplicagao do
software BIOESTAT 5.0 (Ayres et al., 2007). Para verificar se as populagoes
estudadas passaram por um efeito de gargalo recente foi feito um teste de sinal
utilizando o programa BOTTLENECK (Cornuet e Luikart, 1996; Piry et al., 1999), a
partir de trés modelos: Infinite Mutation Model (IMM), Two phase model (TPM) e o
Stepwise Mutation Model (SMM).
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Os 10 locos polimérficos usados para investigar a diversidade e

estrutura genética em oito populagdes de H. chillensis identificaram um total de 37

alelos com uma frequéncia de 3-5 alelos por loco, com uma média de 3,7 alelos por

loco (Tabela 2). Foram identificados alelos populagao-especificos no loco Hchi105,

presente em trés dos 31 individuos da populagao de Lages (SC), no loco Hchi233,

em dois individuos da populagéo de Balneario Camboriu (SC) e no loco Hchi108, em

23 individuos da populagao de Campinas (SP).

Tabela 2 - Caracteristicas de 10 pares de primers desenvolvidos por Lucio ef al. (em

analise para publicagdo, Am. J. Bot.) para H. chillensis.

Loco Sequéncia do motif A Amplitude alélica
?(GenBank) (pb)

Hchil5 (TG)JATA(TG)2(GAAA)...s(GAAA);...12(GT),A(TG)s 4 150-170
JF715914

Hchi36 (TC)s 3 175-200
JF715915

Hchi75 (CT)s(AT)A(CT): 5 160-190
JF715916

Hchil105 (CT);sT(TC)ATGTT(TC)3C(CT)s...6(CT)3 3 180-210
JF715917

Hchil08 (TC)a 3 250-270
JF715918

Hchil59 (GT)e...85(AG)15 4 210-240
JF715919

Hchi211 (TG)4...82(CCA),G(CCA)3 3 220-250
JF715920

Hchi233 (GT)s 4 140-170
JF715921

Hchi274 (GTT)sGTC(GTT)13 5 120-150
JF715923

Hchi279 GA(GAA);(GAAAA),GAAGA 3 140-160
JF715924

(A), nimero de alelos por loco. °Numero de acesso ao GenBank. As reagbes de PCR
consistem em 16 ciclos touch down com uma temperature de anelamento de 65-48°C (-

1°C/ciclo), seguidos de 20 ciclos adicionais com uma temperatura de anelamento de 50°C.
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A média de locos polimorficos para as oito populagdes analisadas foi
de 80%, sendo a menor observada nas populagbes Londrina (PR) e de Balneario
Camboriu (70%) e o maior valor observado na populagao de Sao Jerébnimo da Serra
(PR) (100%). O numero de alelos por loco variou de 2,00, para as populagdes de
Itapetininga (SP) e Sao Jerénimo da Serra (PR), a 2,70 para a populagédo de Lages
(SC), com uma média de 2,30 entre as populagbes. O numero de alelos efetivos
(Ae) variou de 1,49 (Balneario Camboriu) a 1,82 (Sao Francisco de Paula-RS) com
um valor médio entre as populagdes de 1,72. A heterozigosidade média para as oito
populacdes estudadas foi de 0,35 com o menor valor observado na populagao de
Balneario Camboriu (0,14) e o maior valor para a populacdo de Sao Jerbnimo da
Serra (0,44). A heterozigosidade esperada variou de 0,25, para a populagéo de
Balneario Camboriu, a 0,42 para a populagdo de Sao Francisco de Paula, com um
valor médio de 0,36 (Tabela 3). O coeficiente de endocruzamento (F;s) foi
significatvo para as populagdes de Itapetininga, Lages, Balneario Camboriu, Sao
Francisco de Paula e Guaiba. As outras trés populagdes, Campinas, Londrina e Sao
Jerdnimo da Serra tiveram um valor de F;s ndo significativo ao nivel de 5% (Tabela
3).

Tabela 3 - Estimativas de variacdo genética conforme Nei (1978) para 10 locos
microssateélites em oito populagdes de H. chillensis.

Populacdes N Pp A Ae Ho He Fis
CAM-SP 31 80 2.40 1.53 0.29 0.27 -0.043
ITA-SP 29 80 2.00 1.72 0.28 0.36 0.234*
UEL-PR 19 70 2.10 1.53 0.28 0.27 0.007
SJ-PR 21 100 2.00 1.77 0.44 0.41 -0.033
LAG-SC 31 80 2.70 1.79 0.29 0.33 0.149*
BCA-SC 29 70 2.30 1.49 0.14 0.25 0.478*
SFP-RS 07 90 2.20 1.82 0.31 0.42 0.344*
SM-RS 17 80 2.30 1.67 0.28 0.33 0.194*
Médias 80 2.30 1.72 0.35 0.36

N, numero de individuos por populagao; Pp, porcentagem de locos polimérficos; A, nUmero
de alelos por loco; Ag, numero de alelos efetivos por populacdo; Ho, heterozigosidade
observada; Hg, heterozigosidade esperada; Fs, coeficiente de endogamia; * F;s significativo
a 5% de probabilidade.
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As estimativas de Bottleneck, obtidas pelo teste de sinal (Cornuet e
Luikart, 1996; Piry et al., 1999) mostraram que as populag¢des de ltapeninga, Sao
Jerbnimo da Serra e Sdo Francisco de Paula apresentam significancia para excesso
de heterozigosidade segundo os trés modelos de mutagao, Infinite allele Model,
Two-Phase Model e Stepwise Mutation Model (Tabela 4).

Tabela4 — Teste de sinal para excesso de heterozigosidade para 10 locos
microssatélites em oito populag¢des de H. chillensis.
Populacdes Numero IAM 2 TPM P SMM °©
de Hq/He P Ha/He P Ha/He P
individuos
CAM 31 4/4 0,626 4/4 0.550 5/3 0.226
ITA 29 117 0.020°  1/7 0.030° 1/7 0.034*
UEL 19 3/4 0.478 3/4 0.591 3/4 0.619
SJ 21 2/8 0.0200 2/8 0.041° 2/8 0.051*
LAG 31 4/4 0.622 4/4 0.525 4/4 0.482
BCA 29 3/4 0.434 3/4 0.520 5/2 0.186
SFP 7 1/8 0.026° 1/8 0.028°  1/8 0.037*
SM 17 2/6 0.078 2/6 0.202 3/5 0.423

2 Infinite allele model; ® Two-phase model; ° Stepwise mutation model;
Hq4/He representa a razdo entre o niumero de locos com excesso de heterozigosidade e o
numero de locos com deficiéncia de heterozigosidade. A razdo Hy/H. é esperada em
aproximadamente 1:1 para populag¢des que nao sofreram efeito gargalo de garrafa. He é
esperado ser maior do que Hy para populagdes que recentemente sofreram um gargalo de
garrafa (Luikart e Cornuet, 1998). P < 0,05 significancia para excesso de heterozigosidade.

A partir de métodos de analises bayesianas (Wilson e Rannala,
2003) verificou-se que somente as populagdes de Itapetinga e Balneario Camboriu
tiveram a sua variabilidade genética alterada pela migracdo. Entretanto, a taxa de
migracao foi pequena, variando entre 0,3% a 6,61%, na populacao de Balneario
Camboriu, enquanto na populagao de Itapetininga a porcentagem de migrantes ficou
entre 6,5% e 18,6% (Tabela 5).
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Tabela 5 - Médias e intervalo de confianga a 95% (IC) das distribuigcbes a posteriori
das proporgdes de individuos ndo-migrantes e migrantes para as oito
populacdes de H. chillensis, com base no método de atribuigcao
bayesiana de Wilson e Rannala (2003) em BAYESASS.

Populacdes Nao-migrantes (95% IC) *Migrantes (95% IC)

CAM-SP 0.988 (0.956, 1.000) N/M
ITA-SP 0.852 (0.789, 0.911) LAG 0.124 (0.065, 0.186)
UEL-PR 0.982 (0.940, 1.000) N/M

SJ-PR 0.979 (0.917, 0.999) N/M

LAG-SC 0.986 (0.957, 1.000) N/M

BCA-SC 0.957 (0.914, 0.988) ITA 0.023 (0.003, 0.061)
SFP-RS 0.900 (0.766, 0.995) N/M

SM-RS 0.981 (0.932, 0.999) N/M

*Migrantes sao indicados pela populagcao de origem e pelas taxas de migracdo. N/M:
auséncia de migrantes.

Estrutura Genética das Populagdes de Hypochaeris chillensis

A anadlise de varidancia molecular (AMOVA) mostrou uma alta
diferenciagao (Fsr = 0,336, P < 0,05) entre oito populagdes estudadas. Nosso estudo
mostrou que 66,37% da variabilidade genética foi observada dentro de populagdes e

33.63% entre populagdes (Tabela 6).

Tabela6 - Analise de varidancia molecular (AMOVA) de oito populagdes de H.
chillensis utilizando 10 locos microssatélites.

Fonte de variacao GL SQ Componentes % de Variacao
de Variancia

Entre Populagdes 7 113.390 0.3433 33.63**

Dentro Populacdes 360 243.931 0.6776 66.37

Total 367 357.321 1.0209

indice de Fixac&o (Fst) = 0.3363

** P < 0.01 (significAncia dada pelo teste com 10.100 permutagdes).

Os valores de Fsr par a par entre as populagdes variou de 0.029,
entre as populagdes de Sao Jerbnimo da Serra e de Guaiba, a 0.62, entre as
populagdes de Londrina e Balneario Camboriu. Valores das distancias genéticas

entre as populagdes (Fsr par a par) assim como as distédncias geograficas entre as
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populagdes sdo apresentados na Tabela 7. O teste de Pearson, ndao mostrou
correlagao significativa (r = 0,0791, P = 0,6892) entre distancias genética e

geografica (Figura 2).

Tabela 7 — Matriz de distancias geograficas e genéticas. Acima da diagonal estao
as distancias geograficas, em km, entre as populag¢des de H. chillensis.
Abaixo da diagonal, valores de Fsrentre pares de populagdes.

Populagdes CAM ITA UEL SJ LAG BCA SFP SM
Estado SP SP PR PR SC SC RS RS
CAM-SP - 132 453 416 650 482 818 923
ITA-SP 0.131 - 344 206 528 380 702 804
UEL-PR 0.076 0.079  -—--- 65 504 491 679 750
SJ-PR 0.206 0.120 0125  ---—-- 453 427 630 706
LAG-SC 0.310 0.104 0.298 0.185 ----- 207 182 276
BCA-SC 0.623 0.570 0.629 0.421 0517  --—-- 346 454
SFP-RS 0.349 0.238 0.320 0.092 0.212 0291 = -—-- 110
SM-RS 0.323 0.212 0.253 0.029 0.246 0474 0.158 = -

P < 0.01, significancia dada pelo teste com 10.100 permutacgdes.
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Figura 2 - Correlacao de Pearson entre o Fgsr par a par e as distancias geograficas
para 10 locos microssatélites em oito populagdes de H. chillensis. (P <
0.05)
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Discussao

Diversidade Genética

No presente estudo, a variabiliadade genética de oito populagdes de
H. chillensis, distribuidas desde o estado do Rio Grande do Sul até o estado de Séo
Paulo, foi investigada usando marcadores de microssatélites.

Foram observados baixos niveis de variabilidade genética em todas
as populagdes, quando comparadas com populacbes da espécie européia H.
radicata (Mix et al., 2006). Os valores médios das estimativas de alelos e alelos
efetivos por populagao foram de 2,30 e 1,72, respectivamente, enquanto que Mix et
al. (2006) encontraram 12,0 e 3,36 em H. radicata. As médias de heterozigosidade
observada e esperada entre as populagdes foram de 0,35 e 0,36, respectivamente,
enquanto Mix et al. (2006) encontraram 0,82 e 0,88 para H. radicata. Possivelmente,
os valores dos parametros que medem a variabilidade genética de H. chillensis
foram tao baixos, pelo fato de que em algumas populag¢des foi observado um forte
efeito de endocruzamento (F;s), tendo como consequéncia a redugéo na quantidade
de heterozigotos, enquanto outras populagdes sofreram um efeito de deriva genética
recente. Na populacdo de Balneario Camboriid observou-se, valores de
heterozigosidade observada e esperada de 0,14, e 0,25, respectivamente. Estes
valores estdo associados a um valor de F;s superior aqueles observados nas outras
populagdes, indicando uma grande deficiéncia de heterozigostos em relagdo as
demais populagdes em que o F;s foi significativo. Assim, nas populagbes de
Itapetininga, Sao Jerébnimo da Serra e Sdo Francisco de Paula, em que se observa
um menor valor de F;s, embora ainda significativo, vé-se que a variabilidade genética
foi também comprometida pela agdo do endocruzamento, embora em menor grau.
De acordo com Piry el al. (1999), populagdes que tenham experimentado uma
reducdo recente em seu tamanho efetivo mostram uma correlagao entre reducéo no
numero de alelos e a heterozigosidade em locos polimérficos. Porém, neste caso, o
numero de alelos é reduzido mais rapidamente que a heterozigosidade. Este efeito
de deriva genética foi observado nas populagdes de Itapetininga, Sdo Jerénimo da
Serra e Sao Francisco de Paula. Observa-se que a variabilidade genética das

populagdes de Itapetininga e Sao Francisco de Paula foi afetada tanto pelo efeito de
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deriva genética como pelo efeito de endocruzamento (F;s). Além disso, a analise
Bayesiana (Wilson e Ranala, 2003), mostrou auséncia de migrantes em seis das oito
populagdes investigadas. As duas populagdes restantes apresentaram uma pequena
taxa de migracao, entre 0,3% a 6,61%, da populagao de Itapetininga para Balneario
Camboriu, e entre 6,5 e 18,6% da populagédo de Lages para Itapetininga. Em fungao
de seus baixos valores, as taxas de migracao observadas nao anularam os efeitos
de endocruzamentos, evidenciados pelos valores de F;snestas duas populagdes.

Hypochaeris chillensis tem como centro de origem a regido de Chillo,
no Equador (Cabrera, 1976), de onde, supde-se, se deu a dispersdao por grande
parte da América do Sul. Esta espécie apresenta caracteristicas comuns na familia
Asteraceae, tais como a alta capacidade de colonizar novos ambientes,
principalmente devido ao desenvolvimento de estruturas especializadas na
dispersao (Pysek,1997). Por exemplo, a presenca de pappus nas sementes facilita a
dispersao e o estabelecimento em ambientes propicios as suas caracteristicas
aparentemente pioneiras, tal como observado por Maraschin-Silva et al. (2009).
Estes autores observaram nos primeiros cinco anos de regeneracdo florestal a
presenca de H. chillensis que, entretanto, passados 15 anos nao foi mais
encontrada, evidenciando a caracteristica heliéfita e de planta pioneira em
ambientes abertos diversos (Azevédo-Gongalvez e Matzenbacher, 2007).

As populagdes de H. chillensis coletadas nas regides de Londrina,
Sao Jerbnimo da Serra, Itapetininga e Balneario Camboriu, se estabeleceram em
areas que, em um passado recente, tinham uma cobertura florestal caracteristica de
mata atlantica e que hoje deram lugar as areas abertas, proprias para o
estabelecimento da espécie. Entretanto, apesar da grande capacidade de
colonizagao, possivelmente por mecanismos de dispersao a longa distancia, a baixa
variabilidade genética identificada em H. chillensis evidencia que as sucessivas
colonizagbes ocorreram através de poucas sementes, que nao representavam todo
0 pool genético da espécie. Assim, conclui-se que essas populagdes passaram por
um efeito fundador, onde eventos de dispersdao e nova colonizagdo a partir de
poucos individuos levaram a perda da variabilidade genética, o que explica em parte

os baixos indices de diversidade genética encontrados nas populag¢des estudadas.
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Estrutura Genética das Populagdes de Hypochaeris chillensis

A analise de varidncia molecular (AMOVA) mostra uma maior
diversidade genética dentro (66,63%) do que entre (33,37%) as populagbes. O
indice de fixacao (Fsr) foi de 0,336, um valor considerado alto, segundo parametros
estabelecidos por Hartl e Clark (2007), onde valores de Fst superiores a 25%
representam niveis elevados de diversidade genética entre populagdes. Altos
valores de diversidade génica foram identificados dentro de populagdes, em
espécies alégamas de Hypochaeris (Tremetsberger et al. 2003b), enquanto os
menores niveis de variancia interpopulacional foram encontrados em espécies
autdbgamas restritas ou com sistema de cruzamento misto (Tremetsberger et al.,
2003a; Muellner et al., 2005).

Embora ndo existam estudos especificos sobre o sistema de
cruzamento em H. chillensis, os valores de diversidade génica descritos acima
sugerem esta € uma espécie de fecundagao cruzada. Entretanto, Torres e Galetto
(2008) constataram a ocorréncia de auto-fecundacao espontédnea em H. chillensis, o
que é consistente com o nivel de diversidade genética identificado entre populagdes.
Assim, apesar de aparentemente H. chillensis apresentar um sistema de reprodugao
preferencial por fertilizacdo cruzada, a capacidade de auto-fecundacédo oferece a
espécie uma grande vantagem como planta pioneira, pois possibilita a colonizagao a
partir de poucos individuos, com a populagdo sendo estabelecida por auto-
fecundagao.

A analise de Fsr entre pares de populagbes mostrou distancias
genéticas variadas e auséncia de correlacao entre distédncia genética e geografica.
Embora os mecanismos de dispersao nao sejam conhecidos, os resultados refletem
um padrdo caracteristico de dispersdo a longa distancia sugerindo que, apos
colonizacéo por poucos individuos, as novas populagdes se estabeleceram sob agao
de efeito fundador e endogamia. Estudos posteriores, incluindo representantes do

centro de origem seréo feitos para confirmar os resultados do presente trabalho.
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Conclusdes

1. As populagbes de H. chillensis estudadas neste trabalho
mostraram baixos indices de variabilidade genética devido ao
efeito de endocruzamento e efeito fundador.

2. O efeito fundador é decorrente do modo o qual as regides
estudadas foram colonizadas.

3. Devido ao efeito fundador, essas populagdes ndao obedecem a

uma correlagao entre distancias genéticas e geograficas.
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CONCLUSAO

Todos os 12 pares de primers confeccionados para Hypochaeris
chillensis tiveram transferibilidade para a maioria das espécies sul-americanas e
alguns deles para H. angustifolia, esses marcadores, portanto, podem ser uteis para
auxiliar na elucidagcado dos processos evolutivos acontecidos entre as espécies sul-
americanas. Dentre esses primers, 10 foram aplicados para investigar a estrutura
genética de populagbes em H. chillensis. Os resultados obtidos mostram que a
especie possui um padrao caracteristico de dispersao a longa distancia sugerindo
que, apos colonizacdo por poucos individuos, as novas populagcbes se

estabeleceram sob acao de efeito fundador e endogamia.
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ANEXO A
Construgao de bibliotecas enriquecidas com microssatélites para Hypochaeris
chillensis

A - EXTRACAO DO DNA GENOMICO

O DNA gendémico de um individuo de H. chillensis foi extraido de acordo com
o protocolo CTAB (DOYLE e DOYLE, 1987) com algumas modificagbes. O teste de
integridade foi feito através de eletroforese (100 V) por 45 minutos, corado com
brometo de etideo (10 yg/mL) em gel de agarose a 1%. A concentragéo final da
amostra foi determinada por quantificagdo em fluorimetro (DyNA Quant 200, Hofer-
Pharmacia).

B - RESTRICAO DO DNA

Foram digeridos 5 ug de DNA gendmico total através de hidrélise enzimatica
para a geragao de fragmentos de tamanhos adequados, em uma reagao de 10 uL de
tampéo de reagcdo 10X, 5 yL da enzima de restrigdo Rsal (10 u/mL), 10 pyL de
espermidina 40 mM e agua Mili-Q para completar um total de 100 pL. O material foi

incubado a 37 °C overnight.

C - LIGACAO DOS ADAPTADORES

Os fragmentos obtidos foram ligados a adaptadores especificos através da
enzima T4 DNA ligase. Os adaptadores Rsa21 (5 CTCTTGCTTACGCGTGGACTA
3’) e Rsa25 (5 TAGTCCACGCGTAAGCAAGAGCACA
3’) se ligaram aos fragmentos digeridos de extremidade abrupta, para garantir que
todos os fragmentos digeridos tivessem uma terminagdo comum e conhecida, o que
possibilitou a pré-sele¢cao de sequéncias. Foram utilizados 2 yL do adaptador Rsa-

21 (10 uyM), 2 pL do adaptador Rsa-25 (10 uM), 6 pyL do DNA gendmico digerido no
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passo anterior, 5 uL do tampao 10X, 4 uL de T4 DNA ligase (1 u/pL) e agua Mili-Q

para completar o volume final de 50 pL. A reacéo foi incubada a 20 °C por 2 horas.
D - PRE-AMPLIFICACAO VIA PCR

Para gerar uma maior quantidade de DNA e garantir que a ligagao tenha
ocorrido, os fragmentos foram submetidos a uma reagdo de PCR utilizando como
primer o adaptador Rsa-21. A reagao, contendo 5 uL do produto da ligagao, 2 uL do
primer Rsa21 (10 mM), 25 pL de Go Tag® gPCR Master Mix (Promega) e agua Mili-
Q para completar 50 L, foi submetida a uma etapa inicial de desnaturagao a 95 °C
por 4 minutos, seguida de 20 ciclos de 94 °C por 30 segundos, 60 °C por 1 minuto e
72 °C por 1 minuto, e entdo um passo de extensdo a 72 °C por 8 minutos. Em
seguida, utilizou-se o kit PureLink PCR Purification Kit (Invitrogen) para purificagéo
dos produtos de pré-amplificagao para selegao de fragmentos com tamanhos de 300

a 600 pb.
E - SELECAO DE FRAGMENTOS CONTENDO MICROSSATELITES

O processo de enriquecimento foi realizado através da hibridizagcdo de
oligonucleotideos conjugados a biotinas, biotinalllli(CT)s e biotinalllll(GT)s,
complementares as sequéncias repetitivas GA e CA. O kit Dynabeads® M-280
Streptavidin (Invitrogen), composto por uma coluna imantada e por um tubo
contendo esferas magnéticas ligadas a estreptavidina, foi utilizado para recuperar os

fragmentos biotinilados contendo tais repeti¢oes.

Como as esferas magnéticas marcadas com estreptavidina precisam de uma
preparagao prévia, o produto do tubo foi homogeneizado usando o vértex e em

seguida foi feita a magnetizagcdo do mesmo na coluna imantada durante 30
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segundos. O sobrenadante foi descartado e foram adicionados 300 pL de SSC 0,5X
para lavar as microesferas, sendo este procedimento repetido trés vezes. Ao final da

lavagem, adicionou-se 100 yL de SSC 0,5X.

Para o preparo do DNA, adicionou-se 400 pyL de agua Mili-Q aos 100 uL de
DNA purificado. Esta solugdo foi incubada a 95 °C por 15 minutos para a
desnaturacao da fita dupla. Ao DNA desnaturado foram adicionados 13 uL de SSC
20X e 3L de cada oligonucleotideo marcado com as biotinas (50 uM). Esta solugéo
de hibridizagao foi incubada a temperatura ambiente sob constante agitacéo e apos
20 minutos foi adicionada as esferas magnetizadas previamente lavadas. A
suspensao contendo as esferas magnetizadas e o complexo DNA-sonda foi
incubada por 10 minutos em temperatura ambiente sob suave agitagdo. Apds a
incubacdo, a solugdo foi magnetizada por 30 segundos, descartando-se o
sobrenadante e, em seguida, ressuspendendo a solugdo em 300 puL de SSC 0,1X.

Esta ultima etapa foi repetida trés vezes.

Em seguida, a solugdo foi ressuspendida em 100 uyL de agua Mili-Q e
magnetizada por 30 segundos, sendo o sobrenadante transferido para um microtubo
e reservado. A solugao foi novamente ressuspendida e magnetizada com 150 pL de
agua, o sobrenadante foi retirado e misturado a solugao reservada anteriormente. O

volume final (250 pL) foi conservado a -20 °C.
F - AMPLIFICAGAO DOS FRAGMENTOS SELECIONADOS VIA PCR

ApoOs a selecado dos fragmentos enriquecidos, estes foram submetidos a uma
PCR utilizando como primer o adaptador Rsa21, para geragao de uma grande
quantidade de fragmentos. A reagao de amplificagdo consistiu de 20 yL do produto

selecionado, 4 uL do primer Rsa21 (10 yM), 50 pyL de Go Taq® qPCR Master Mix
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(Promega) e agua Mili-Q para completar 100 yL. Esta reagao foi submetida a uma
etapa inicial de desnaturagédo a 95 °C por 1 minuto, seguida de 25 ciclos de 94 °C
por 40 segundos, 60 °C por 1 minuto e 72 °C por 2 minutos, e entdo um ultimo passo

de 72 °C por 5 minutos para extensao.
G - CLONAGEM

Apds a amplificagao, 1,5 yL do produto da PCR foram adicionados a 1 yL do
vetor plasmidial pGEM®-T Easy (Promega), 5 pyL de tampéao 2X, 1uL de T4 DNA
ligase e 1,5 yL de agua Mili-Q. A reacgdo foi incubada overnight a 4 °C em banho-
maria. Assim, os fragmentos amplificados via PCR foram ligados a um vetor de
clonagem para a transformacédo de células XL7-Blue competentes via choque

térmico.
H - TRANSFORMACAO EM CELULAS COMPETENTES

O protocolo de transformacao foi realizado de acordo com Avi Levy
(1991), com algumas modificagbes. As células transformadas foram plaqueadas em
meio LB sélido contendo ampicilina (100 mg/mL), 60 uL de IPTG (24 mg/mL) e 60 pL
de X-Gal (20 mg/mL). As placas foram incubadas invertidas em estufa a 37 °C

overnight para o crescimento das colonias.
| - MANUTENGAO E SELEGAO DOS CLONES

As colbnias brancas, que contém os insertos de DNA de H. chillensis foram
replicadas com a ajuda de palitos estéreis, e as placas, ja seladas com adesivo
perfurado para aeragao, foram incubadas em estufa a 37 °C overnight para o
crescimento das coldnias. Apds esse periodo, as placas foram armazenadas em

freezer -20 °C por 30 minutos e, em seguida, armazenadas em freezer -80 °C.
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Para garantir que cada construgao (vetor + fragmento) fosse mantida
em condi¢des apropriadas para analise posterior, foram utilizadas placas ELISA com

fundo em U com 200 uL de meio 2YT-HMFM contendo ampicilina (100 pg/mL) por

POGO.
J - INOCULAGAO E EXTRAGCAO PLASMIDIAL

Com o objetivo de isolar o DNA plasmidial das col6nias recombinantes para
posterior sequenciamento, foram repassados 5 yL do material de cada pocinho para
microtubos de 2 mL contendo 1,5 mL de meio Circle Grow com 100 pg/ml de
ampicilina e depois incubados a 37 °C (shaker) a 300 rpm durante cerca de 18
kTM

horas. Apds esse tempo, a extracdo plasmidial foi realizada com o kit Purelin

Quick Plasmid Miniprep Kit (Invitrogen).
K - AMPLIFICAGAO DOS INSERTOS CLONADOS

Para identificar os clones contendo os insertos e verificar a eficiéncia do
procedimento de enriquecimento e clonagem, foi realizada uma amplificagdo dos
insertos diretamente das col6nias obtidas na etapa anterior. Para isso, 2 uL do DNA
clone foram transferidos para o tubo de PCR contendo 18,5 uL de agua Mili-Q, 25 uL
de Go Taq® gPCR Master Mix e 2,5 L do primer Rsa21 (10 mM). Esta reacgao foi
submetida a um passo inicial de desnaturagéo a 95 °C por 4 minutos, seguido de 30
ciclos (94 °C por 30 segundos, 52 °C por 45 segundos, 72 °C por 1 minuto e 30

segundos) e um passo final de extensao a 72 °C por 8 minutos.
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L - SELECAO DOS INSERTOS E SEQUENCIAMENTO

Para a verificagao da presenca do inserto foi feita a amplificacdo dos insertos
nos plasmideos utilizando-se um par de primers M13. As reagdes de
sequenciamento foram realizadas em um volume final de 10 pyL contendo 1,5 pL de
tampao Save Money (2,5 uL de MgCl, 2 M, 200 uL de Tris-HCI 1 M pH 9,0), 0,3 uL

do primer M13 (10 pMol/uL), 0,5 uL de Big Dye (vs. 3.1) e 7 yL de DNA plasmidial.

Esta reacao foi submetida a uma etapa inicial de desnaturagao a 95 °C por 3
minutos, seguida de 40 ciclos (95 °C por 30 segundos, 55 °C por 15 segundos, 60 °C

por 4 minutos) e um passo final a 4 °C até a reacgéao ser retirada do termociclador.

Para eliminar possiveis interferentes ou excessos de reagentes da reagao de
sequenciamento e deixar as amostras prontas para a eletroforese, as amostras
foram purificadas, sendo adicionados as mesmas 80 pL de isopropanol a 80 % e
agitadas no vértex por 10 segundos. Apds 15 minutos a temperatura ambiente e ao
abrigo da luz, a placa foi centrifugada a 4000 rpm por 40 minutos, descartando o
sobrenadante e, em seguida, mantendo-a invertida por 1 minuto em papel
absorvente para secar. Foram adicionados 100 pL de etanol a 70%, centrifugando a
placa a 4000 rpm por 40 minutos, novamente descartando o sobrenadante e
mantendo-a invertida por 1 minuto em papel absorvente. A placa invertida foi levada
a centrifuga sobre o papel toalha para um spin e, em seguida ao termociclador, onde
permaneceu por 30 segundos a 95 °C para secar. Os insertos clonados foram
sequenciados utilizando o sistema do sequenciador automatico, modelo ABI 3130XL

(Life Technologies Brasil, Com. Ind Prod. Bio Ltda).

M - ANALISES DAS SEQUENCIAS E DESENHOS DOS PRIMERS
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Os arquivos contendo os cromatogramas, provenientes do sequenciamento,
foram primeiramente convertidos em extensdo FASTA através do programa BioEdit
Sequence Alignment Editor v. 5.0.9. Apds a conversao, cada arquivo contendo as

sequéncias foi submetido ao programa Gramene (http://www.gramene.org) (WARE

et al., 2002) para a identificacdo dos microssatélites. Os parametros para numero de
repeticoes por motivo foram de no minimo quatro repeticbes de dinucleotideos, e
trés repeticdes para trinucleotideos, sendo selecionados motivos de no maximo seis
nucleotideos. Apds a identificagdo dos microssatélites, as sequéncias foram

submetidas ao programa Primer3 Input (http:/frodo.wi.mit.edu) (ROZEN e

SKALETSKY, 2000) para o desenho dos primers. A verificagdo da viabilidade dos
primers foi feita in silico pelo programa Gene Runner V 3.05 (SPRUYT e

BUQUICCHIO 1994).

N - OTIMIZAGAO DOS PRIMERS OBTIDOS

A reacdo para a amplificagdo com primers obtidos foi otimizada com o uso
de 3,5 yL (tampao 2x, pH 8,5, 1600uM dNTP e MgCl 3mM) GoTaq Green Master
Mix (Promega), 0,25uL de cada primer, 1,5 yL de DNA diluido a uma concentracéo
de 0,5 ng/uL e agua pura, ajustando o volume para 10 pyL de reacéo. As reacgdes
de PCR foram feitas em termociclador PTC200 (MJ Research), usando o programa
touch down, sendo iniciado com um ciclo de 94°C por 4 minutos para a
desnaturacgao inicial, seguido por 16 ciclos de 94°C por 30 segundos, 65°C por 30
segundos, com um decréscimo de 1° C por ciclo de anelamento até a temperatura
de 50°C, depois 72°C por 30 segundos, seguido de 20 ciclos adicionais de 94° C

por 30 segundos, 50° C por 30 segundos, 72° C por 30 segundos, e uma extensao



76

final de 7 minutos a 72°C, conforme protocolo estabelecido por Ruas et al. (2009).
Os produtos amplificados foram submetidos a eletroforese em gel de
acrilamida:bis-acrilamidada (29:1) a 7%, durante 3 horas a 200V e corados com
nitrato de prata 20%. O tamanho dos alelos foi determinado por comparagao com
marcador de peso molecular padrao de 50 pb (Ludwig Biotecnologia). Fragmentos

amplificados de diferentes tamanhos foram considerados alelos diferentes.



