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RESUMO

O género Hypochaeris L. (Asteraceae) é considerado um modelo evolutivo, no qual
teriam ocorrido eventos de especiagao decorrentes principalmente da diversificagao
dos sistemas reprodutivos. Demonstrou-se em estudo recente, que as espécies sul-
americanas de Hypochaeris sdo irmas de uma ancestral de H. angustifolia (Litard. e
Maire) Maire. Ocorre naturalmente no Marrocos, Norte da Africa. Na América do Sul
o grupo Hypochaeris, possivelmente foi introduzido por dispersdes a longas distancias
com subsequente radiacdo e diversificacdo. Os marcadores microssatélites podem
ser utilizados como uma ferramenta, na genética de populagdes, para o
entendimento dos processos evolutivos que levaram ao padrdo de estruturagao
genética das populagdes de H. catharinensis. Para tal propdsito, desenvolveram-se
nove pares de primers de microssatélites, empregando-os no estudo de 13
populacdes da espécie. A amplificacdo por PCR detectou 80 alelos diferentes nas 13
populagdes com um total de 441 individuos, com média de 12 (Hcat24b) a 35
(Hcat24a) alelos por locus e 4,78 (Cambara/RS) a 9,56 (Painel/SC) alelos por
populagdo. A média de heterozigosidade observada e esperada foi de 0,337 a 0,484
respectivamente, a heterozigosidade observada variou de 0,275 (Sao Francisco de
Paula-Cambara/RS) a 0,472 (Sdo José dos Ausentes-Sera da Rocinha/RS) e a
heterozigosidade esperada variou de 0,371 (Coxilha Rica 1l1/SC) a 0,562 (Painel/SC).
Os valores de endogamia foram significativos para oito populagdes. A analise de
variancia aponta para uma taxa moderada de diferenciagdo genética entre
populagdes (Fst=0,13436) e uma variagdo dentro das populacbes de 86,56%. A
estimativa de gargalo genético foi significativa para todas as populagbes no modelo
Stepwise mutation. Verificou-se migragdo para todas as populagdes, Rancho
Queimado/SC contribuiu com 84,6% de migrantes em 11 populagdes, Cambara/RS
contribuiu com 69,23% de migrantes para nove populagbes e Cagador-153/SC
contribuiu com 23,1% de migrantes para trés populagdes. Os valores de Fst par a
par entre as populagdes variou de 0,0324 a 0,3645, o teste de correlacdo de
Pearson nao foi significativo (r = -0,6205; P = 0,1887) para distancia genética e
geografica. O numero de possiveis agrupamentos populacionais foi k=3. Os
resultados mostram reducao do tamanho populacional e sugerem a ocorréncia de
efeito fundador. Subdivisbes populacionais podem ter ocorrido por expansdo das
florestas sobre os campos, e a redugdo do fluxo génico teria aumentando a
diferenciacdo entre populagdes. E provavel que a primeira populacéo tenha surgido
na regido de Rancho Queimado, Santa Catarina.

Palavras-chave: Diversidade genética. Marcadores codominantes. Modelo
evolutivo. SSR.



CHAVES, Camila Lucas. Genetic estruture of Hypochaeris catharinensis
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ABSTRACT

The genus Hypochaeris L. (Asteraceae) is considered an evolutionary model, in
which would have ocurred speciation events mainly due to the diversification of
reproductive systems. It was demonstrated in a recent study that the South American
species of Hypochaeris are sisters an ancestor of H. angustifolia (Litard. and Maire)
Maire, that naturally occur in Morocco, North African. The South American group of
Hypochaeris was, possibly introduced by dispersion over long distances with
subsequent radiation and diversification of the genus. Microsatellite markers can be
used as a tool, in population genetics, to understand the evolutionary processes that
led to the patterns of genetic structure of population of Hypochaeris catharinensis.
For such purpose, nine microsatellite primers were developed and employed in the
study of thirteen natural ocurring populations of this species. PCR amplification
detected 80 different alleles in 13 populations with a total of 441 individuals with a
mean of 12 (Hcat24b) to 35 (Hcat24a) alleles per locus and 4,78 (Cambara/RS) to
9,56 (Painel/SC) alleles per population. The average observed and expected
heterozygosity was 0,337 to 0,484 respectively. The observed heterozygosity ranged
from 0,275 (S&o Franciso de Paula-Cambara/RS) to 0,472 (S&o José dos Ausentes-
Serra da Rocinha/RS) and expected heterozygosity ranged from 0,371 (Coxilha Rica
[I/SC) to 0,562 (Painel/SC). Inbreending values were significant for eight populations.
The analysis of variance indicates a moderate rate of genetic differentiation between
populations (Fst = 0,13436) and the variation within populations was 86,56%. The
estimated Bottleneck were significant for all population on stepwise mutation model.
There was migration to all populations, Rancho Queimado/SC with 84,6%
contribution of migrants in 11 populations, Cambara/RS contributed 69,23% of
migrants to Cagador-153/SC nine populations and contributed to 23,1% of migrant on
three populations. Values of pairwise Fst between populations ranged from 0,0324 to
0,3645 and the Pearson correlation test was not significant (r = -0,6205; P = 0,1887)
for genetic and geographic distance. The K number of grouping populations k = 3.
These results show a reduction in population size and suggest the occurance of
founder effect. Population subdivisions may have occurred by expansion of forests
over the fields, and reduced gene flow would increase the differentiation between
populations. It is likely that the first population has apperead in the region of Rancho
Queimado, Santa Catarina.

Keywords: Genetic diversity. Codominant markers. Evolutionary model. SSR.
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1 INTRODUCAO

O género Hypochaeris L. é considerado um modelo para estudos
evolutivos. Esta distribuido na regido Mediterranea, llhas Canarias, Europa e Asia
com cerca de 15 espécies, e na América do Sul onde ocorrem mais de 50 espécies
(TREMETSBERGER et al., 2005).

O centro de origem mais provavel do género € no Mediterraneo e na
América do Sul, o centro de diversificagdao (STEBBINS, 1971). O surgimento de
Hypochaeris ocorreu a aproximadamente 3,5 a 0,25 milhdes de anos, durante o
Plioceno ou Pleistoceno com rapida evolugado entre 0,25 a 1 milhdo de anos no
Pleistoceno (SAMUEL et al., 2003; TREMETSBERGER et al., 2005).

Na América do Sul o provavel surgimento do género teria ocorrido
por mecanismos de dispersdo a longas distancias (CERBAH et al., 1998;
TREMETSBERGER et al., 2005, 2006; WEISS-SCHNEEWEISS et al., 2008). Dados
citogenéticos e moleculares mostram uniformidade cariotipica e pouca variagado nas
sequéncias de DNA dentro do taxa na América do Sul, sugerindo um tempo de
divergéncia curto com rapida diversificagcdo geografica, ecoldgica e morfolégica
(CERBAH et al.,, 1998; TREMETSBERGER et al., 2005, 2006; WEISS-
SCHNEEWEISS et al., 2008).

As espécies de Hypochaeris da América do Sul se distinguem das
Européias por serem dipldides (2n = 8), com ocorréncia também de tetrapldides
(WEISS-SCHNEEWEISS et al., 2003, 2008), e por apresentarem cariotipos
assimétricos do tipo bimodal (SILJAK-YAKOVLEYV et al., 1994; RUAS et al., 1995,
2005; WEISS-SCHNEEWEISS et al., 2003, 2007). As espécies do Mediterraneo
apresentam numero basico de cromossomos, x = 3, 4, 5 e 6 e caridtipos simétricos,
caracteristicos deste grupo (STEBBINS, 1971; ARISTA; TALAVERA; ORTIZ, 1995;
WEISS et al.,, 2003). Em geral a morfologia uniforme dos cromossomos n&o €
acompanhada pela uniformidade de numero cromossémico e posicao de constricoes
secundarias (WEISS-SCHNEEWEISS et al., 2003).

Apos a dispersao de Hypochaeris na América do Sul, o género
conseguiu colonizar grande variedade de habitats, exceto areas extremamente
aridas como costas de desertos e as florestas tropicais (CABRERA; WILLINK, 1980).

No Brasil sdo encontradas entre oito a dez espécies com maior distribuicdo nas
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regides Sul do pais, diminuindo em direcao ao Norte (CERBAH; COULAUD; SILJAK-
YAKOVLEV 1998).

Substancias e mecanismos de adaptacdo encontrados em
Hypochaeris evidenciam a plasticidade adaptativa do género e seu potencial
evolutivo, principalmente devido a sua diversificagdo reprodutiva, apresentando
autoincompatibilidade que favorece a alogamia (NETTANCOURT, 1977; LANE,
1996). Algumas substancias de reserva, principalmente os frutanos, nos 6rgaos
subterraneos e simbioses micorrizicas garantem maior adaptagcdo ao solo pobre e
raso (FIGUEIREDO-RIBEIRO et al., 1986, NEWMAN; REDDELL, 1987;
TERTULIANO; FIGUEIREDO-RIBEIRO, 1993; SMITH; READ, 1997).

Metabdlitos secundarios como flavondides e oOleos volateis atraem
agentes polinizadores e lactonas sesquiterpénicas e compostos poliacetilénicos
(POSER; MENTZ, 2001; ZIDORN, 2006) tornam as plantas impalataveis aos
predadores e patégenos (LEVIN, 1976; CRONQUIST, 1977), ja os compostos
fendlicos e carotendides protegem as plantas contra a exposi¢cédo aos picos de UV-B
(280-320 nm) que aumentam com a altitude (KORNER, 1999; ZIDORN;
SCHUBERT; STUPPNER, 2005; ZIDORN, 2006).

A espécie Hypochaeris catharinensis Cabrera € uma erva perene
que se adaptou aos solos pobres, com alto teor de aluminio, das regides de
topografia acentuada e baixa capacidade de retengdo de agua, onde estdo expostas
a temperaturas extremas, frequente nebulosidade e ventos constantes.

E considerada endémica da regido Sul do Brasil (CABRERA, 1963),
principalmente nos estados de Santa Catarina e Rio Grande do Sul, ocupando as
areas mais frias e de altitudes na Encosta Nordeste e Campos de Cima da Serra
(AZEVEDO-GONCALVES; MATZENBACHER, 2007), nos dominios da Floresta
Ombrdfila Mista e Campos de Altitude.

Estudos com H. catharinensis s&o recentes e somente dados
referentes a estudos citogenéticos e filogenéticos estdo disponiveis, nos quais nao
se conseguiu delimitar uma estrutura genética clara que evidencie a evolugao e o
modo de distribuicdo da espécie. Devido a sua origem recente, as populagdes de H.
catharinensis tendem a apresentar uma baixa diferenciacdo, com maior variabilidade
dentro das populagdes que entre elas.

Informagdes com marcadores genéticos codominantes como os

microssatélites aliados as caracteristicas ecolégicas podem contribuir para um
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melhor entendimento da estrutura genética e distribuicdo das populagdes de H.
catharinensis e no entendimento da evolugdo do género, tendo como objetivo a
analise da variabilidade genética proveniente de diferentes populagbes para

entender como estas estdo estruturadas.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 EVOLUCAO E FILOGENIA DE ASTERACEAE E DO GENERO HYPOCHAERIS

A ordem Asterales abrange cerca de 13,6% da diversidade das
Eudicotiledéneas (MAGALLON; CRANE; HERENDEEN, 1999), contando com 11
familias boténicas (APG IIl, 2009). Asterales é de origem monofilética, evidenciada
pela presenca de pétalas valvadas, armazenamento de carboidratos como inulina e
oligossacarideos, presenga de acido elagico e polinizagdo por mecanismo de
émbolo (PERSON, 1995; JUDD et al., 2009).

A ordem apresenta origem geografica relacionada a Gondwana
Ocidental, cujo registro fossil mais antigo data do Cretaceo. Fésseis datados do
Oligoceno sugerem uma origem a 104+12,1 milhdes de anos atras (JANSSENS et
al., 2009), entretanto outros autores acreditam que a ordem tenha surgido entre 90-
82 milhdes (BREMER, 1994) e 96-93 milhdes de anos atras (WILKSTRON,;
SAVOLAINEN; CHASE, 2003). O isolamento da America do Sul, ocorrido a partir do
Eoceno, confinou parte das Asterales a este continente (BREMER; GUSTAFSSON,
1997).

Asteraceae é considerada a maior familia entre as Asterales
(BREMER; FRIIS; BREMER, 2004). As relagdes filogenética entre as familias desta
ordem nao sao muito claras (JUDD et al., 2009). SMALL (1919) e TURNER (1977)
através da analise de macrofésseis e impressoes de cipselas, quase todos datados
do Oligoceno Inferior, afirmam que o local de origem das Asteraceae deve ter sido a
América do Sul, ao norte da regido andina. Entretanto, cipselas, pappus e podlen
encontrados em depdsitos terciarios do Mioceno Superior, na Europa Central
mostram que a familia ja estava estabelecida no Oligoceno, constituindo um grupo
de plantas muito antigo (BARROSO, 1991).

Analises mais apuradas de distribuicao de taxas terminais e padrdes
de emergéncia biogeografica mostram que as linhas evolutivas da classe basal tem
origem ao sul da América do Sul, seguindo subsequentemente, por radiagdo na
Africa que deu origem a outras tribos. Essa sequéncia de eventos pode sugerir uma
origem de Asteraceae na Gondwana, mas os poucos dados que existem a partir de
registros de pdlen e geologia parecem indicar uma origem mais recente da familia

(APG 1ll, 2009). Métodos de estimativa do ancestral comum e de anadlises de
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registros fosseis e estudos de biogeografia apontam como centro de origem da
familia o sudeste da América do Sul, sendo o Brasil o centro de origem dos géneros
mais primitivos (BREMER, 1994).

Asteraceae apresenta distribuicdo cosmopolita, exceto na Antartida
(FUNK et al. 2005, JEFFREY 2007). No Brasil esta representada por,
aproximadamente, 250 géneros e cerca de 2000 espécies (SOUZA; LORENZI,
2005). Sao encontradas em maior abundéncia em regides de campos, savanas e
regides de altitude e, com menor frequéncia, em florestas tropicais umidas de terras
baixas (JEFFREY, 2007). O habito das espécies dessa familia vai desde, herbaceas
perenes a escandentes, epifiticas, arbustivas, subarbustivas e arbéreas (MONDIN,
2006). Entretanto, a grande maioria dos géneros, cerca de 98%, é constituida por
plantas de pequeno porte (JOLY, 1983).

A ampla distribuicdo das Asteraceae é atribuida a adaptacdo a
condigdes ambientais variadas e a sua capacidade de dispersao, favorecida pela
presengca de estruturas como pappus, apéndices e estruturas de aderéncia
(VENABLE; LEVIN 1983). Estimativas da distancia de disperséo, calculadas com
base nas propriedades aerodindmicas dos diasporos, tém mostrado que a maioria
nao se dispersa mais que 100m, no entanto alguns alcangam distancias maiores que
400m (SOONS et al.,, 2004). Segundo SOONS; HEIL (2002) e TACKENBERG
(2003) as sementes mais plumosas dispersas pelo vento conseguem alcancgar
maiores distancias que as menos plumosas.

A dispersdo de material genético por meio de sementes permite a
fundacao de novas populagdes, enquanto a dispersédo através de poélen pode formar
pontes entre as populagdes, alcancando distancias de dispersdo maiores que as
sementes (MIX et al.,, 2006). A presenca de metabdlitos secundarios como
flavondides e O6leos volateis atraem os agentes polinizados, tais como insetos,
principalmente abelhas e borboletas, havendo casos também de polinizacdo por
beija-flores e por agdo do vento (LANE, 1996).

A alogamia é predominante em Asteraceae e mecanismos de auto-
incompatibilidade contribuem para que haja fluxo génico (NETTANCOURT, 1977;
LANE, 1996), ha também a presenca de apomixia (NOGLER, 1984; RICHARDS,
1997), considerada dominante em relacdo a sexualidade (SHERWOOD, 2001). No
entanto segundo KAGEYAMA et al. (2003) espécies pioneiras de modo geral

tendem a apresentar maiores taxas de cruzamentos parentais, devido a sua
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distribuicdo geralmente agregada, grande tamanho populacional, ciclo de vida curto
e rapida colonizagao, crescimento e extincdo que pode aumentar o parentesco
intrapopulacional, por haver sobreposi¢cao de geragdes.

Asteraceae vem sendo intensamente estudada, principalmente
quanto a sua estrutura macromolecular (HOLMES, 1996), com intuito de aumentar o
conhecimento sobre sua classificagcdo (BREMER, 1994). Ainda que seja aceita como
um grupo taxonomicamente bem definido, a uniformidade dos capitulos dificulta a
delimitacéo das tribos e dos géneros (JEFFREY, 1978).

Entre as Asteraceae o0 género Hypochaeris L., subfamilia
Cichorioideae Chevallier tribo Lactuceae Cass., subtribo Hypochaerinidinae Less.
(APG 1ll, 2009) é constituido por espécies herbaceas eretas, com ciclos anuais ou
perenes (CABRERA, 1976). O género é reconhecido principalmente pela presenca
de latex, além da presenga de rizoma, flores liguladas, mondclinas, cipselas
rostradas filiforme, com pappus plumoso (CABRERA, 1976; CANCELLI; EVALDT,;
BAUERMANN, 2007; APG III, 2009).

Em analises filogenéticas baseadas em marcadores moleculares de
DNA nuclear e cloroplastidial da subtribo Hypochaerinidinae, Hypochaeris € irma do
clado que compreende Leontodon L., Picris L. e Helminthotheca Vaill. (SAMUEL et
al., 2006). As espécies de Hypochaeris da Ameérica do Sul formam um grupo
monofilético tendo como irma deste grupo H. angustifolia (Lit. & Maire) Maire do
Marrocos (SAMUEL et al., 2003; TREMETSBERGER et al., 2005).

As espécies de Hypochaeris foram agrupadas em cinco diferentes
secOes baseadas em dados morfolégicos e moleculares (CERBAH et al.,, 1999;
SAMUEL et al., 2003, 2006; TREMETSBERGER et al., 2005) sendo
elas, sect. Hypochaeris com numero cromossémico basico x=4 e 5, incluindo as
espécies H. arachnoidea Poir., H. glabra L., H. radicata L. e H. salzmanniana DC.
(ORTIZ et al.,, 2009); sect. Seriolacom numero cromossémico basico Xx=6,
incluem H. achyrophorus L., H. laevigata Ces., H. leontodontoides Ball e H. rutea
Talavera (TREMETSBERGER et al., 2005); sect. Robertia, x=4, inclue somente H.
robertia Fiori (SAMUEL et al., 2003, 2006) e sect. Metabasis, com numero
cromossOmico basico x=3, incluem H. cretensis Bory & Chaub. e H. oligocephala
(Svent. & Bramwell); sect. Achyrophorus, x=5, H. grandiflora Ledeb., H. maculata L.

e H. uniflora Vill.
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Todas as espécies da América do Sul estdo alocadas na sect.
Achyrophorus (WEISS-SCHNEEWEISS et al., 2003). As espécies Sul Americanas
foram separadas segundo o numero cromossémico e a presenga ou auséncia de
regides de constricdo secundaria no brago longo do cromossomo dois e trés
(WEISS-SCHNEEWEISS et al., 2007).

Estudos moleculares, de numero cromossOmico e citogenéticos
apontam a América do Sul como o possivel centro de diversificagdo do género, e a
regidao Mediterranea como centro de origem (STEBBINS, 1971). O surgimento na
América do Sul ocorreu através de mecanismos de dispersdo a longa distancia,
advindas de um ancestral do noroeste da Africa (CERBAH et al., 1998;
TREMETSBERGER et al., 2005, 2006; WEISS-SCHNEEWEISS et al., 2008).

STUESSY et al. (2003) em estudo utilizando ITS (internal transcribed
spacer) de rDNA e sequéncias cloroplastidiais trnL e matK concluiram que as
espécies Européias sao basais as espécies da América do Sul, sugerindo que as
ultimas evoluiram de uma unica introducao a partir do Mediterraneo. A hipotese de
radiacdo adaptativa de Hypochaeris, isto é, um processo evolutivo no qual uma
espécie da origem muito rapidamente a um conjunto de espécies, é apoiado por
dados moleculares e a baixa taxa de diferenciagdo dentro do taxa na América do
Sul, que sugere um tempo de divergéncia curto com rapida diversificagao.

Hypochaeris € um grupo muito jovem, dados filogenéticos mostram
uma variacao cariotipica a partir da derivagao independente do cariotipo ancestral e
diferenciagao na posicao e evolugao do locus 45S rDNA no cromossomo 3 (WEISS-
SCHNEEWEISS et al., 2008), juntamente com a baixa divergéncia de sequéncias de
DNA entre espécies do grupo monofilético da América do Sul (SAMUEL et al., 2003).

Mecanismos rapidos de radiagcdes adaptativas intercontinentais,
como observado em Hypochaeris, ndo sao comuns, sendo mais frequentes em
cenarios de ilhas ou areas similares. Deste modo, esta forma de radiagdo adaptativa
juntamente com as caracteristicas cariotipicas de pequeno niumero de cromossomos
de tamanhos relativamente grandes e cariétipos bimodais, podem fornecer
informacdes importantes sobre os processos de especiagdo e biogeografia e a
importancia dos rearranjos cromossOmicos durante a especiagdo do grupo sul-
americano (STEBBINS, 1971; CERBAH et al., 1995; 1998; CERBAH; COULAUD;
SILJAK-YAKOVLEV; RUAS et al.,, 1995, 2005; WEISS et al.,, 2003; WEISS-
SHNEEWEISS et al., 2003, 2008).
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Analises filogenéticas de Hypochaeris na América do Sul utilizando
AFLP separaram as espécies em dois grandes grupos, um formado pelas espécie
dos Andes, e o segundo formado pelas espécies dos pampas argentinos com H.
megapotamica Cabrera, H. pampasica Cabrera, e H. microcephala (Sch. Bip.)
Cabrera em conjunto com H. chillensis (Kunth) Hieron (STUESSY et al., 2003).

Esta separagao geografica sugere que dois centros de diversidade
ocorreram na evolugado do género, uma centrada na planicie Argentina e o outro na
regidao Andina do Chile e da Argentina, tendo como espécie colonizadora e migrante
da regido Andina H. tenuifolia (Hook. et Arn.) Griseb (STUESSY et al., 2003).

Hypochaeris tenuifolia € relatada como a primeira espécie a
colonizar as regides secas e vulcanicas do Chile e Argentina (1750-2400 m) no Sul
dos Andes (STUESSY et al., 2003), adaptada as regides de altitude e exposta aos
fortes ventos dos picos vulcanicos, sua dispersao é favorecida por pappus de cerdas
longas e pedunculos longos de aproximadamente 30 cm (QUINTANILLA, 1983;
STUESSY et al., 2003). Mudangas no genoma polipldide apds autopoliploidizagao
ou uma origem alopoliploide dos tetrapléides, seguido de hibridizagdo pode ter
ocorrido nas populacbdes de H. tenuifolia, constatado pela presenca de individuos
diploides e tetraploide, e diferengas entre cromossomos homélogos nas populagdes
(WEISS-SCHNEEWEISS et.al., 2007).

Areas como as ocupadas por H. tenuifolia de condi¢des severas de
estresse, principalmente temperatura, proporcionam rapidas mudancas evolutivas
(NEVO, 2001) e variacbes fenotipicas. Substancias e mecanismos de adaptagao
encontrados em Hypochaeris evidenciam a plasticidade adaptativa do género e seu
potencial evolutivo.

A adaptacdo a condigbes severas permitiu a espécie Hypochaeris
catharinensis se adaptar as areas especificas dos campos do Sul do Brasil. O solo
desses lugares sao pobres e superficiais, com alto teor de aluminio, baixa
capacidade de retencao de agua, topografia acentuada, exposigédo a ventos fortes, a
temperaturas extremas e frequentes nebulosidades.

A grande especificidade de ambiente a torna endémica, ocorrendo
nas fitofisionomias de Floresta Ombrdfila Mista e Estepes ou Campos (CABRERA,
1963; VELOSO; GOES-FILHO, 1982). Hypochaeris catharinensis tem habito
herbaceo, é perene, e a Unica espécie do género a apresentar rizoma. Geralmente é

monocéfala, com folhas basais alternas e espatuladas, folhas do escapo floral
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alternas, sésseis, lineares e atenuadas na base (AZEVEDO-GONCALVES;
MATZENBACHER, 2007).

Estudos cariotipicos em 10 populacdes de H. catharinensis mostram
que a espécie apresenta uma constricdo secundaria na regido terminal do brago
curto do cromossomo trés (FIORIN, 2008), possuindo o mesmo cariétipo padrao de
H. lutea. Dados de AFLP revelam uma relacao filogenética mais estreita entre H.
lutea e H. catharinensis, definindo um novo grupo filogenético (grupo Lutea) para
Hypochaeris da América do Sul (RECK, 2010). Estudos com H. catharinensis sé&o
recentes, e somente dados referentes a estudos citogenéticos e filogenéticos estao
disponiveis. Entretanto, ndo se conseguiu até o momento, delimitar uma estrutura

genética clara que evidencie a evolugado e o modo de distribuicdo da espécie.

2.1.1 Estrutura Genética de Populacdes

As espécies estdo conectadas, em diferentes graus, por um
ancestral comum, como resultado do processo genealdgico de ancestralidade e
descendéncia entre individuos, linhagens e espécies (FELSENSTEIN, 1985; DINIZ-
FILHO, 2001). Sendo assim, compartiham semelhancas em muitas de suas
caracteristicas (FELSENSTEIN, 1985).

A variabilidade genética e os tragcos da histéria natural das espécies
sao considerados como bons indicadores para a estimativa de taxas evolutivas e
relacbes filogenéticas nas populagdes (NEI, 1972; NEVO et al.,, 1984; WARD;
SKIBINSKI; WOODWARK, 1992). Deste modo, a variabilidade genética em
populagdes naturais tem sido o foco mais importante dos estudos de genética de
populacdes, especialmente quando se consideram as forcas microevolutivas
(ALTUKHOV; SALMENKOVA, 2002; LEWONTIN, 2002).

Em populag¢des naturais, a distribuicdo da variabilidade genética é
influenciada pelo modo de reproducido, sistema de reprodugdo, tamanho
populacional, distribuicdo geografica e fluxo génico (HAMRICK, 1982). Membros de
uma especie raramente estdo distribuidos homogeneamente no espaco,
apresentando uma estrutura espacial ou um padrao nao aleatério de distribuicdo dos
individuos nas populagdes (HARTL; CLARCK, 1997), levando a fixacdo de certos
alelos, com consequente redugdo de heterozigotos e formacédo de grupos (sub-
populagdes), estruturando as populagdes (FUTUYMA, 1992; ALVES, 2002).
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A distribuicdo nao aleatéria de alelos e gendtipos pode ser
determinada pela dispersao de sementes, polinizagao, tipo e distribuicdo de habitats
e selecdo microambiental (HAMRICK, 1983). Muitas espécies parecem crescer
melhor em ambientes extremos, como também necessitam destes para a
reproducao (MADIGAN, 2000). Condigdes desfavoraveis tém influéncia sobre as
taxas evolutivas das populagdes, gerando e mantendo a variagao genética (DEBAT;
DAVID, 2001; FINNEGAN, 2002), como também determinam a distribuicdo dos
grupos taxonémicos (GRANVILLE, 1984).

Pressdes competitivas podem fazer com que espécies se
estabelecam em ambientes periféricos mais pobres, por dificuldades de adaptagcao a
competicdo e pela pouca resisténcia a invasdo de novas espécies (WHITTAKER,
1965; WISHEU; KEDDY, 1992; BRIGGS, 2000).

As consequéncias da colonizagdao de habitats vazios ou para
populacdes ja estabelecidas sao diferentes (LEVIN, 1981). Primeiramente pode
ocorrer uma alteragao da estrutura espacial da espécie, com a formagao de grupos,
conduzindo, muitas vezes, a um aumento da heterogeneidade da frequéncia génica
entre populagdes. No segundo caso, é o nivel de variagdo dentro da populagdo que
tende a aumentar e a diferenga entre a estrutura genética das diferentes populagdes
tendem a diminuir (MARTINS, 1987).

A distribuicdo da variagdo genética pode fornecer informagdes de
como os mecanismos de polinizagdo, a dispersao de sementes e a fecundidade
estdo atuando nas populagées (SCHWARCZ, 2008).

A distancia e a taxa com que os genes migram dentro e entre
populagdes juntamente com o sistema de reprodugdo determinam muito da
endogamia observada em populagdes naturais (BARREIRA, 2005). Popula¢des com
baixa densidade tem sua diversidade genética alterada pelos processos de deriva
genética e endogamia. A relagdo temporal e espacial entre individuos proximos
aumenta a probabilidade de intercruzamentos, e se 0os mecanismos de dispersao de
sementes e polinizacdo forem restritos, aumentam as chances de cruzamentos
aparentados (COLES; FOWLER, 1976).

O fluxo génico a longas distancias reduz a taxa de endogamia e de
divergéncia genética entre populagdes. Entretanto, sob fluxo génico limitado
ocorrera um aumento nas taxas de endogamia dentro das populag¢des e aumenta a

diferenciagcado entre populagdes (COLES; FOWLER, 1976). Se o movimento de
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genes via podlen é amplo e o movimento via sementes € restrito, espera-se uma
baixa endogamia entre populagbes e moderados niveis de divergéncia genética
entre populagdes, mas alto grau de parentesco dentro destas (BARREIRA, 2005).

Como a distribuicdo das espécies influéncia o fluxo génico e a
variabilidade, as espécies endémicas com distribuicbes restritas podem apresentar
menores niveis de variabilidade em suas populagdes (CAVALLI; WINGE, 2003). A
diversidade genética confere plasticidade para que populagbes se adaptem as
mudangas do ambiente. Essa variabilidade é resultado da interagdo de eventos de
selecdo natural, deriva genética, migragcdo, mutagao e recombinagdo. A selegao e a
deriva diferenciam as populag¢des, enquanto a mutagao e recombinagao podem criar
diversidade e a migracdo ou fluxo génico amplia a diversidade permitindo
recombinacao entre estas (HARTL; CLARK, 1997).

A circulagdo de genes dentro de populagdes de plantas esta
condicionada tanto pela densidade e arranjo espacial dos individuos, como pelas
relacbes de natureza genética existentes entre eles. Padrdes de dispersédo de genes
podem ser sensivelmente diferentes em populacdes que apresentam distribuicao
continua e alta densidade em relagdo aquelas que formam grupos com maior ou
menor grau de isolamento. O fluxo génico deve ser inferido pela circulacdo de genes
dentro de populag¢des de plantas através do grau de compatibilidade genética entre
seus individuos, ndo apenas na distancia de dispersdo de podlen e distribuicao
espacial (LEVIN, 1981).

Se a dispersdo de sementes de uma populagao é restrita, pode-se
imaginar que as plantas de uma vizinhanga tenham alelos de auto-incompatibilidade
comuns, o que pode impedir ou dificultar o cruzamento. Portanto, neste caso, a
probabilidade de plantas de uma mesma vizinhanga serem fertilizadas por plantas
mais distantes é maior (MARTINS, 1987).

A possibilidade de cruzamento esta condicionada pela
compatibilidade genotipica do pdlen e estigma (LEVIN, 1977), pelo vigor e
viabilidade da semente hibrida (CRUMPACKER, 1967) e pela sobrevivéncia da
plantula (COLES; FOWLER, 1976). Fatores ecoldgicos tanto bidticos como abidticos
também influenciam o fluxo de genes. A distédncia de fluxo de polen e semente
variam devido a diregdo do vento, ataque de predadores, heterogeneidade

ambiental, entre outras, condicionando padrdes de variacdo nas espécies que vao
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desde altamente descontinuos formando mosaicos, até a ocorréncia de gradagdes
geograficas na frequéncia de um gene (RAI; KAIN, 1982).

Populagdes estruturadas devem apresentar um equilibrio dinédmico
entre fatores de diferenciacdo (mutagéo, deriva e selegao direcional ou disruptiva
diferente em cada area) e fatores de homogeneizagao (migragao, selegao direcional
igual em cada area), sendo que a importancia relativa de cada fator deve variar de
acordo com o tamanho populacional e as diferengas ambientais ao longo das faixas
de distribuicdo das espécies (SOLE-CAVA, 2001).

Portanto, para entender a dindmica populacional e seus eventos
evolutivos, devem ser levadas em consideragao tanto a variabilidade genética para
assegurar evolugdo continua, como a ocorréncia de certos processos ecologicos
basicos, que permitam reproducao continua e sobrevivéncia. Além disso, ha
necessidade de identificar e compreender as restricdes de natureza genética e
ecoldgica a evolugao de estratégias adaptativas e novas adaptagdes aos ambientes

em constante mudanga (JAIN, 1982).

2.1.1.1 Marcadores moleculares

Qualquer molécula como metabdlitos, proteinas, sequéncias de DNA
e RNA, entre outros, que apresentem variacbes em quantidade ou em estrutura
entre individuos pode ser considerado um marcador molecular. As variagcbes que
estas moléculas apresentam, isto €, o fen6tipo molecular destas moléculas, sera
especifico para um unico individuo ou grupo, sendo portando, marcadores deste
individuo ou grupo (JUNIOR, 2009).

Entre as moléculas que podem ser utilizadas como marcadores
moleculares, o DNA é a que apresenta maior fonte de variagdo entre individuos
(CAIXETA et al.,, 2006). As diversas técnicas para deteccdo das variagdes, tais
como, Single Nucleotide Polymorphism (SNP), Single Strand Conformation
Polymorphism (SSCP), Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP), Random
Amplified Polymorphic DNA (RAPD), Sequence-Characterized Amplified Regions
(SCAR), Restriction Fragment Length Polymorphism DNA (RFLP), DNA Satélite,
Minissatélites ou Variable Number of Tandem Repeats (VNTR), Microssatélites ou
short tandem repeats ou short sequence repeats (STRs ou SSR), facilitam a

disseminagao do uso destes marcadores. O tipo ou a base de variagdo pode ser
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diferente para cada marcador, diferindo também nos sistemas de deteccao
(JUNIOR, 2009).

Os marcadores microssatélites sdo os mais amplamente utilizados,
se destacando principalmente por apresentar alto conteudo de informacdes
(JUNIOR, 2009), expressdo codominante e multialelismo. Sdo encontrados em
muitos genomas, principalmente eucariotos, com segmentos polimoérficos pequenos
suficiente para serem detectados por reacdo de PCR - Polymerase Chain Reaction
(FERREIRA; GATTAPAGLIA, 1998).

Os microssatélites sdo formados por pequenas sequéncias de
nucleotideos de 2 a 6pb, que ocorrem em forma de unidades repetitivas de mono, di,
tri e tetra nucleotideos, sendo que as repeticdes de cinco (penta) ou seis (hexa)
nucleotideos também s&o usualmente classificadas como bons microssatélites. Os
dinucleotideos sao as repeticbes dominantes, seguido por mono e tetra, os
trinucleotideos aparecem com menor frequéncia. Entre os dinucleotideos, as
repeticbes (AT)n sdo mais frequentes, seguido por (CA)n e (GA)n (ELLEGREN,
2004).

Regides de microssatélites estao dispersas pelo genoma da grande
maioria dos organismos, sendo classificados como marcadores neutros, devido as
sequéncias de repeticbes estarem localizadas geralmente em regides né&o
codificadoras e sofrerem mutacdes sem os efeitos da selegdo (ELLEGREN, 2004).
Entretanto, ha evidéncias de microssatélites em regides codificantes, como também
locos posicionados proximos a DNA nao repetitivo codificante (OLIVEIRA et al.,
2006).

Sua densidade esta correlacionada com o tamanho do genoma em
mamiferos. No entanto, em plantas ndo ha esta correlagao, atribuido ao fato de que
0s microssatélites estdo sub-representados, em partes repetitivas que estao
envolvidas na ampliagdo do genoma, tais como repetigbes terminais longas de
retrotransposons, que também sao encontrados préximos a repeticdes intercaladas
com elementos, tais como os SINES (short interspersed repeats) e LINES (long
interspersed elements). O contraste da distribuicdo nos diferentes genomas, indica
que ha uma variagao interespecifica nos mecanismos de mutagdo ou reparo de
motifs especificos (FREIMER; SLATKIN, 1996; ELLEGREN, 2004).

As variagbes no numero de unidades repetidas sdo geradas por

mutacao, que em microssatélites ocorrem em uma taxa maior que a registrada em
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DNA nao repetitivo, e é a causa do polimorfismo entre diferentes alelos (TORRES,
2006). Eventos de mutagdes em um locus geram novos alelos, que tem informacéao
sobre o estado do alelo ancestral. Neste caso, a diferenga no comprimento entre
alelos contém informacéo filogenética (GOLDSTEIN et al.,1995; SLATKIN, 1995).

A estabilidade dos microssatélites € influenciada por alguns
parametros, tais como: i - o tamanho das sequéncias, que podem influenciar nas
taxas de mutacéo, sendo que as repetigdes longas tendem a ser mais polimérficas
que as repeticdes curtas. Entretanto, a perda de repeticbes pode ser mais comum,
ou envolver delegdbes maiores em alelos longos do que em alelos curtos
(ELLEGREN, 2000), como também € mais provavel o desalinhamento em repeticoes
maiores; ii- a pureza do microssatélite, repeticbes interrompidas e compostas
parecem ter uma taxa menor de mutagao do que repeticdes perfeitas, que pode ser
devido a maior dificuldade de formacgéo de slipped na presenca destas (KUNST et
al., 1997; PETES; GREENWELL; DOMINSKA, 1997); iii- 0 sexo parece ter também
alguma influéncia sobre os processos mutacionais. Nas andorinhas de celeiro por
exemplo, foram observadas taxas de mutacdo quase duas vezes maiores nos
machos do que nas fémeas (PRIMMER et al. 1998).

As mudangas no DNA microssatélite surgem durante a
recombinagdo, por ocorréncia de crossing-over desigual e erros na replicagao pelo
deslizamento do DNA polimerase (slippage). O mais aceito para explicar a formagéao
de novos alelos com baixa variagdo de tamanho das sequéncias sdo os slippage
(SCHLOTTERER, 2000; ELLEGREN, 2004; OLIVEIRA et al., 2006). Neste processo
durante a replicacdo, onde o DNA se dissocia para nova sintese, ha uma
reassociagao desalinhada, ou seja, pareamento incorreto, com a formagado de uma
alca que acaba gerando aumento ou diminuigdo no comprimento de uma das fitas
do DNA, por insercdo ou delecdo de bases, que em geral, envolve apenas uma
repeticdo (stepwise mutation). Muitas mutagdes s&o corrigidas pelo sistema de
reparo € somente uma pequena fragdo que nao foi reparada acabam como
mutagdes de microssatélites (ELLEGREN, 2004).

Alelos homoplasicos, ou seja, que possuem 0 mesmo tamanho ou
numero de repetigdes, mas n&o sdo iguais por descendéncia (ESTOUP; JARNE;
CORNUET, 2002), sdo previstos pelo modelo stepwise mutation, uma vez que as
mutagdes podem tanto aumentar como diminuir o tamanho de alelos diferentes,

podendo gerar alelos com o mesmo numero de repeticdes. Segundo KRUGLYAK et
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al. (1998) as mutacgdes de ponto restringem o tamanho dos alelos por gerarem um
balango entre o efeito do slippage, relacionado com o maior niumero de repetigdes e
as mutagdes de ponto, que interrompem as longas repeticdes em série.

O efeito homoplasico parece ser potencializado, pelo fato dos locos
de microssatélite sofrerem restricdes quanto ao numero maximo de repeticoes
(POLLOCK et al., 1998), e estarem sujeitos a mutagdes que alterem mais de uma
repeticdo (SELKOE; TOONEN, 2006), havendo uma maior ocorréncia de
homoplasia em locos nao-perfeitos, do que nos perfeitos. A utilizagdo de um numero
maior de locos € um fator que diminui os efeitos da homoplasia (ESTOUP; JARNE;
CORNUET, 2002; ADAMS; BROWN; HAMILTON, 2004).

Tais variagdes nos locos de microssatélites podem ser detectadas
pelo uso da técnica de Reagdo em Cadeia das Polimerases (PCR), através de uma
série de reagdes que ocorrem em diferentes temperaturas pré-estabelecidas, com
tempos exatos e especificos para cada fragmento de DNA a ser amplificado e seus
resultados podem ser visualizados por diferentes métodos cromatograficos (GUPTA
et al., 1996). Diversos parametros tais como, numero de ciclos, temperatura, tempo
de duragdo de cada etapa, qualidade e quantidade de primers utilizados podem
interferir na reacdo de PCR (JUNIOR, 20009).

Cada ciclo é dividido em trés etapas bem definidas. Na primeira
etapa a temperatura é elevada para que haja a separagédo da dupla cadeia de DNA
(desnaturacao). Na segunda etapa, a temperatura é reduzida para que os primers se
pareiem com a fita molde de DNA (pareamento). Na etapa final (extenséo) a
temperatura € elevada e a polimerase atua na extensdo do primer dando origem a
uma nova molécula (JUNIOR, 2009).

Na leitura do produto amplificado um conjunto de fragmentos (ou
alelos) é detectado para um locus, o numero de alelos detectado varia de acordo
com a ploidia do individuo. O conjunto de fragmentos formados é chamado de
haplétipo (colegdo de genes, em dois ou mais locos). Um ou mais haplétipos
produzem um perfil molecular, podendo ser interpretados como codigos de barra
biolégicos que podem gerar perfis exclusivos para cada individuo (JUNIOR, 2009).

A diversidade alélica e alto conteudo informativo dos marcadores
microssatélites, permitem comparagdes dentro e entre populagdes, verificando como
estas se estruturam no espaco. Analises como essas permitem fazer inferéncias

sobre a historia evolutiva da espécie e avaliar atributos genéticos importantes para a
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sua conservagao, por isso 0os microssatélites sdo apontados como ideais para
estudos evolutivos, de genética de populagdes, mapeamento genético e de
identificacdo e discriminagédo de gendtipos (HUGHES; QUELLER, 1993; FERREIRA;
GATTAPAGLIA, 1998).

2.1.1.1.1Formacéo e caracterizacdo da Serra Geral

A Serra Geral é uma formagao rochosa, relacionada a derrames
vulcanicos que ocorreram durante a era Mesozodica, entre os periodos Jurassico e
Cretaceo (65 e 190 milhées de anos) marcando o término dos derrames
magmaticos. Essa formacdo corta diagonalmente o estado do Parana, em Santa
Catarina divide o litoral do interior, e corta também em sentido diagonal, o estado do
Rio Grande do Sul (figura 1) (CPRM, 2004).

A Serra Geral esta situada na Bacia do Parana, que é composta por
rochas sedimentares e vulcanicas com idades que variam do Ordoviciano ao
Cretaceo. Possui mais de 1.500.000 km?, e engloba todo o Sul do Brasil, parte do
Sudeste e Centro-Oeste, abrangendo ainda parte do Uruguai, Argentina e Paraguai,
(CPRM, 2004).

No final do ciclo sedimentar da Bacia do Parana, ocorreu a
implantacdo da Formacado Botucatu, com vasta superficie de deflacdo edlica, que
marcou o climax da aridez desértica, caracterizando prolongados episodios de

interrupgoes da sedimentacao associado ao rearranjo morfolégico (CPRM, 2004).
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Figura 1 — Mapa mostrando a Serra Geral das regides do Parana, Santa Catarina e
Rio Grande do Sul.
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Esses eventos acompanham o desenvolvimento de fases
distensionais e de soerguimento do grande ciclo geotectbnico que levaria a
desagregacao do supercontinente Pangea e fragmentagao dos continentes Africano
e Sul-Americano (MILANI et al.1998, SCHERER, 2000). Acompanhada do amplo
soerguimento de toda a borda leste da América do Sul e da borda oeste da Africa,
fazendo com que os derrames vulcanicos e as rochas colocadas abaixo, fossem
elevadas topograficamente, formando o que posteriormente denominou-se de Serra
Geral e Serra do Mar, no continente sul americano (CPRM, 2004).

A Serra Geral no Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul tem
suas formagdes modeladas pelos processos da desnudacao periférica, que deram
origem a relevos de caracteristicas diferenciados. No Rio Grande do Sul a
depressao periférica na area correspondente a Depressao Central € escavada nos
terrenos Permocarboniferos; no Parana, as rochas paleozdicas soerguidas deram
origem a um Patamar Intermediario, mantido pela resisténcia das formacgdes

Devonianas que se erguem sobre os terrenos cristalinos circundantes como a
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escarpa e sucessivos planaltos cuestiformes que se estendem até a base da
escarpa da Serra Geral; em Santa Catarina as formacdes Paleozéicas dao relevos
diferenciados: planalticos tabulares, cuestiformes e a planicie disposta ao pé da
escarpa da Serra Geral, que no sul do Estado se avizinha do oceano como um
paredao abrupto (IBGE, 1977).

Os solos da Serra sdao compostos por rochas basalticas nas
sequéncias inferiores e rochas acidas na sequéncia mais superiores, onde se
destacam os riolitos e riodacitos, observados sob a forma de afloramentos
(JUNGBLUT; PINTO, 1997), com elevado teor de silica e baixos teores de ferro e
magnésio. Segundo IBGE (2011), a classificagado dos solos predominantes na Serra
Geral sao, Cambissolo Humico, Nitossolos Haplicos Distrofico e Latossolos Brunos
Distroficos.

O relevo tabuliforme cede lugar a formas mais arredondadas, ja nos
patamares ha solos com maiores espessuras de argila, e nas escarpas 0s solos séo
mais rasos com ocorréncia de afloramentos rochosos. As rochas de composi¢cao
mais acida correspondem principalmente aos ultimos derrames de lava, ocorrendo
nas regides de altitudes mais elevadas (POTTER et al., 2004).

As condig¢des do relevo influenciam na circulacdo das massas de ar,
que no Sul do Brasil € controlado pelo anticiclone do Atlantico Sul que transporta
massas de ar tropicais umidas do oceano para o continente, em dire¢ao leste e
nordeste durante todo o ano. A variagdo anual da Zona de Convergéncia
Intertropical causa chuvas nos meses de verado e chuvas escassas gerando periodos
secos de abril a setembro. Na regidao Sul do Pais o encontro das massas tropicais
com as frentes frias polares, causam fortes chuvas. (NIMER, 1989, HASTENRATH,
1991).

Nos Planaltos do Rio Grande do Sul, Santa Catarina e Parana o
clima esta classificado de acordo com Koéppen como Cfb (clima subtropical com
verdes brandos), com verdes brandos, invernos com geadas frequentes e nevadas
esporadicas, e temperaturas negativas, sem estagdo seca definida. No més mais
qguente ocorre temperatura média inferior a 22°C, com temperaturas médias no més
mais frio inferiores a 10°C (KUINCHTNER; BURIOL, 2001).

O clima participa da formacdo do solo, na medida que controla a
intensidade dos processos formadores, através da radiagcao solar, precipitacdo e
umidade (GUERRA; BOTELHO, 1996). As depressdes e elevagdes dos planaltos
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conduzem a ambientes distintos, nas depressdes a agua e nutrientes acumulam-se,
ja nas elevagdes, a temperatura € mais baixa e a radiagao solar mais intensa, o que
influencia a cobertura vegetal, bem como o solo tende a erodir-se, sendo
comumente raso e sem horizonte bem definido. O clima juntamente com topografia e
propriedades pedoldgicas, vao determinar os tipos vegetacionais, especialmente
quanto a sua distribuicao e estrutura. (RIZZINI, 1992).

Entre os ecossistemas que compdem a paisagem da regido Sul do
Brasil, estdo os campos naturais, que incluem os campos subtropicais e os campos
de altitude. Os campos subtropicais sao encontrados na Depressao Central, Serra
do Sudeste e Campanha do Rio Grande do Sul e os campos de altitude ou campos
de Cima da Serra sdo encontrados nas regides de Planaltos, onde muitas vezes
formam mosaicos com a Floresta Ombréfila Mista (PILLAR et al. 2009) e
compreendem 2,07% (176.496km?) do territério Nacional (IBGE, 2005).

Os solos rasos e compactados dos campos exibem plantas com
raizes pouco profundas e que muitas vezes se estendem horizontalmente, com
formagao de érgéos tubero-lenhosos e gemiferos, tais como, xilopédios, tubérculos,
bulbos e rizomas, geralmente espessados para armazenamento de agua e nutriente
(LINDMAN, 1906; RIZZINI, 1965).

As plantas de regides campestres geralmente apresentam uma série
de adaptacgdes, como folhas coriaceas, com superficie reduzida, revestimento piloso
para diminuir o aquecimento e evapotranspiracdo. Folhas verticais e pregueadas
como forma de expor menor area ao calor, comuns em Poaceae, Ciperaceae,
Iridaceae, Liliaceae, Amaryllidaceae e Fabaceae (IBGE, 1977). Ha também plantas
constituidas de bainhas longamente persistentes, que compdéem uma espécie de
tunica ou manto capaz de proteger a planta ao calor, esses mantos tendem a
desaparecer no que se forma um crasso suber, caracteristica essa comum em
Poaceae, Ciperaceae, Asteraceae e Eriocaulaceae (RIZZINI, 1992).

A radiagdo solar e disponibilidade de agua tém fortes influéncias
sobre o crescimento e diferenciacdo celular. O crescimento das células,
espessamento das paredes celulares, produgdo de pigmentos, divisdo celular e
producdo de agucares, juntamente com os efeitos morfogenéticos, promoverdo um
maior desenvolvimento do sistema radicial, dos tecidos mecanicos, producado de
pigmentos e matéria, ou seja, ha uma diferenciagdo mais intensa, levando ao

espessamento de folhas e caule, com aumento também da produgcédo de compostos
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quimicos, tais como resinas, latex ou 6leos essenciais. Tais plantas mostram raizes
bem mais copiosas e longas e serao mais resistentes ao calor e a seca (LOOMIS,
1953).
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3 ARTIGO

ESTRUTURA GENETICA DE POPULACOES DE Hypochaeris catharinensis
CABRERA (ASTERACEAE) UTILIZANDO MARCADORES MICROSSATELITES

3.1rResumo: O género Hypochaeris L. (Asteraceae) € considerado um modelo
evolutivo, no qual teriam ocorrido eventos de especiacao decorrentes principalmente
da diversificacao dos sistemas reprodutivos. Demonstrou-se em estudo recente, que
as especies sul-americanas de Hypochaeris sdo irmas de uma ancestral de H.
angustifolia (Litard. e Maire) Maire. Ocorre naturalmente no Marrocos, Norte da
Africa. Na Ameérica do Sul o grupo Hypochaeris, possivelmente foi introduzido por
dispersbes a longas distancias com subsequente radiacdo e diversificacdo. Os
marcadores microssatélites podem ser utilizados como uma ferramenta, na genética
de populagdes, para o entendimento dos processos evolutivos que levaram ao
padrdo de estruturagdo genética das populagbes de H. catharinensis. Para tal
propoésito, desenvolveram-se nove pares de primers de microssatélites,
empregando-os no estudo de 13 populacdes da espécie. A amplificacdo por PCR
detectou 80 alelos diferentes nas 13 populacbées com um total de 441 individuos,
com média de 12 (Hcat24b) a 35 (Hcat24a) alelos por locus e 4,78 (Cambara/RS) a
9,56 (Painel/SC) alelos por populagdo. A média de heterozigosidade observada e
esperada foi de 0,337 a 0,484 respectivamente, a heterozigosidade observada
variou de 0,275 (Sao Francisco de Paula-Cambara/RS) a 0,472 (Sao José dos
Ausentes-Sera da Rocinha/RS) e a heterozigosidade esperada variou de 0,371
(Coxilha Rica 1lI/SC) a 0,562 (Painel/SC). Os valores de endogamia foram
significativos para oito populagbes. A analise de varidncia aponta para uma taxa
moderada de diferenciagao genética entre populacdes (Fst=0,13436) e uma variagao
dentro das populagbes de 86,56%. A estimativa de gargalo genético foi significativa
para todas as populagdes no modelo Stepwise mutation. Verificou-se migragao para
todas as populagdes, Rancho Queimado/SC contribuiu com 84,6% de migrantes em
11 populagdes, Cambara/RS contribuiu com 69,23% de migrantes para nove
populagdes e Cagador-153/SC contribuiu com 23,1% de migrantes para trés
populagdes. Os valores de Fst par a par entre as populagdes variou de 0,0324 a
0,3645, o teste de correlagdo de Pearson n&o foi significativo (r = -0,6205; P =
0,1887) para distancia genética e geografica. O numero de possiveis agrupamentos
populacionais foi k=3. Os resultados mostram reducdo do tamanho populacional e
sugerem a ocorréncia de efeito fundador. Subdivisbes populacionais podem ter
ocorrido por expansao das florestas sobre os campos, e a reduc¢do do fluxo génico
teria aumentando a diferenciagdo entre populacbes. E provavel que a primeira
populagao tenha surgido na regido de Rancho Queimado, Santa Catarina.

Palavras-chave: Diversidade genética. Marcadores codominantes. Modelo
evolutivo. SSR.
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ABSTRATC: Genetic estruture of Hypochaeris catharinensis Cabrera (Asteraceae)
using markers of microsatellites. The genus Hypochaeris L. (Asteraceae) is
considered an evolutionary model, in which would have ocurred speciation events
mainly due to the diversification of reproductive systems. It was demonstrated in a
recent study that the South American species of Hypochaeris are sisters an ancestor
of H. angustifolia (Litard. and Maire) Maire, that naturally occur in Morocco, North
African. The South American group of Hypochaeris was, possibly introduced by
dispersion over long distances with subsequent radiation and diversification of the
genus. Microsatellite markers can be used as a tool, in population genetics, to
understand the evolutionary processes that led to the patterns os genetic structure
of population of Hypochaeris catharinensis. For such purpose, nine microsatellite
primers were developed and employed in the study of thirteen natural ocurring
populations of this species. PCR amplification detected 80 different alleles in 13
populations with a total of 441 individuals with a mean of 12 (Hcat24b) to 35
(Hcat24a) alleles per locus and 4,78 (Cambara/RS) to 9,56 (Painel/SC) alleles per
population. The average observed and expected heterozygosity was 0,337 to 0,484
respectively. The observed heterozygosity ranged from 0,275 (Sao Franciso de
Paula-Cambara/RS) to 0,472 (Sdo José dos Ausentes-Serra da Rocinha/RS) and
expected heterozygosity ranged from 0,371 (Coxilha Rica II/SC) to 0,562
(Painel/SC). Inbreending values were significant for eight populations. The analysis
of variance indicates a moderate rate of genetic differentiation between populations
(Fst = 0,13436) and the variation within populations was 86,56%. The estimated
Bottleneck were significant for all population on stepwise mutation model. There was
migration to all populations, Rancho Queimado/SC with 84,6% contribution of
migrants in 11 populations, Cambara/RS contributed 69,23% of migrants to Cagador-
153/SC nine populations and contributed to 23,1% of migrant on three populations.
Values of pairwise Fst between populations ranged from 0,0324 to 0,3645 and the
Pearson correlation test was not significant (r = -0,6205; P = 0,1887) for genetic and
geographic distance. The K number of grouping populations k = 3. These results
show a reduction in population size and suggest the occurance of founder effect.
Population subdivisions may have occurred by expansion of forests over the fields,
and reduced gene flow would increase the differentiation between populations. It is
likely that the first population has apperead in the region of Rancho Queimado, Santa
Catarina.

Keywords: Genetic diversity. Codominant markers. Evolutionary model. SSR.

3.2 INTRODUCAO

O género Hypochaeris L. (Asteraceae) esta representado por cerca
de 60 espécies encontradas ao Norte da Africa, nas llhas Canarias, Europa, Asia e
América do Sul. As espécies de Hypochaeris s&do consideradas modelos para
estudos evolutivos, embora ainda sejam evolutivamente jovens com cerca de 0,25 a
1 milhdo de anos (SAMUEL et al., 2003; TREMETSBERGER et al., 2005; RUAS et
al., 2008).



31

A distribuigdo disjunta do género aponta para processos de
dispersdes a longas distancias, na qual um possivel ancestral da espécie H.
angustifolia (Lit. & Maire) Maire do Marrocos teria se dispersado para a América do
Sul, que €& o centro de diversificacdo do género (SAMUEL et al., 2003;
TREMETSBERGER et al., 2006; WEISS-SCHENEEWEISS et al., 2008). Na América
do Sul Hypochaeris conseguiu se estabelecer e colonizar diversos habitats
(CABRERA; WILLINK, 1980).

No Brasil encontramos uma maior diversidade de espécies de
Hypochaeris concentradas na regiao Sul, decrescendo em diregdo ao Norte
(CERBAH; COULAUD; SILJAK-YAKOVLEV, 1998). Entre essas espécies, H.
catharinensis Cabrera, uma herbacea perene, endémica do Sul do Brasil, apresenta
dispersdo anemocorica com predominancia de alogamia e brotamento por rizomas.
E relatada ainda para algumas espécies do género a presenca de
autoincompatibilidade (NETTANCOURT, 1977; LANE, 1996), no entanto ainda nao
se tem registros sobre a definigdo do sistema reprodutivo de H. catharinensis.

Endémica das regides de Estepes ou Campos, dos estados de
Santa Catarina e Rio Grande do Sul, H. catharinensis também foi registrada no
Parana (CABRERA, 1963; VELOSO;GOES-FILHO, 1982). Estas areas apresentam
altitudes mais elevadas, com baixas temperaturas, ventos fortes, solos rasos e
pobres em nutrientes e frequentes nebulosidades.

A distribuicao das espécies, principalmente endémicas, influéncia o
fluxo génico e a variabilidade dentro das populagdes, podendo apresentar menores
niveis de variagdo (CAVALLI; WINGE, 2003). Em H. catharinensis nado se
estabeleceu uma estrutura genética clara, no entanto estudos com AFLP
conseguiram detectar uma relagao filogenética estreita entre H. catharinensis e H.
lutea (grupo Lutea) (RECK, 2010).

O objetivo do trabalho foi avaliar a estrutura genética e evolugao de
H. catharinensis utilizando microssatélites. Sob a hipotese de que Hypochaeris € um
grupo evolutivamente recente, as subpopulagdes podem estar ainda em fase de
diferenciagao, com possivel evento fundador num passado recente. A geografia e as
distancias das subpopula¢gdes podem estar relacionadas as disténicas genéticas e

ao fluxo génico menor entre regides mais distantes.
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3.3.1 Amostragem
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Realizou-se amostragem de 13 populagbes de H. catharinensis

(Tabela 1), sendo cinco populagdes no estado do Rio Grande do Sul e oito em Santa

Catarina, procurando abranger ao maximo sua area de distribuigdo (Figura 2).

Foram coletados tecidos foliares, onde cada individuo estava a uma distancia de

pelo menos 10m do proximo individuo amostrado. O material coletado foi

armazenado em silica, para posterior extragao de DNA.

Tabela 1 — Locais de coleta das amostras de Hypochaeris catharinensis na regiao

sul-brasileira e numero (n) de individuos.

Estado/ Localidade

Identificacéo

Coordenadas (S/W)

Rio Grande do Sul

Sao Francisco de Paula-RS
Entre S. Francisco e Cambara
Cambara do Sul

Sao0 José dos Ausentes

S&o0 José/ Serra da Rocinha
Santa Catarina

Entre Angelina e Rancho
Queimado

Coxilha Rica

Coxilha Rica

Rancho Queimado

Painel

Faxinal Sdo Pedro

Cacador SC451 prox. BR153
Em direcdo a Palmas/BR153

SFP/RS
SFP-CB/RS
CB/RS
SJA/RS
SJA-SR/RS

A-RQ/SC

CxI/SC
CxII/SC
RQ/SC
PN/SC
FSP
Cd-451/SC
Cd-153/SC

29°24'/50°32'
29°19'/50°22'
29°10'/50°15'
28°51'/50°01"
28°47'/49°58'

27°38'/48°59'

28°09'/50°30'
28°11'/50°30'
27°40'/48°59'
28°17'/49°56'
26°51'/50°50'
26°41'/51°31"
26°34'/51°44'

28
27
32
30
32

32

32
32
26
36
34
46
54
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Figura 2 — Mapa das areas de coleta (cada numero corresponde a uma amostragem
caracterizada pelas siglas ao lado, para maiores detalhes consulte
Tabela 2) nos estados de Santa Catarina e Rio Grande do Sul, Brasil.
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3.3.1.1 Extracao de DNA e PCR

O DNA genbmico foi extraido de cada individuo amostrado de
acordo com o protocolo CTAB 2% (Cetyltrimethyl-ammonium bromide) conforme
DOYLE; DOYLE (1987) com modificagdes (TREMETSMERGER et al.,, 2003). A
qualidade do DNA total e a concentracao final de cada amostra foi determinada por
quantificagéo por espectrofotometria (Scandrop, Analytikjena).

Utilizaram-se nove pares de primers de microssatélites (Tabela 2)
desenvolvidos para H. catharinensis. Em reag¢des de amplificagcdo que continham
4,5uL de GoTaq Green Master Mix (tamp&o 2x, pH 8,5, 1600uM dNTP e MgCl 3mM;
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Promega), 0,08uL de primer foward (5pM), 0,32uL de primer reverse (5pM), e
0,32uL de primer M13 (5pM), marcado com um fluoréforo (Ned, Hex, 6-Fam) (5pM),
2uL de DNA (0,075ng) e 2,78uL de agua livre de nucleases para ajustar o volume
final para 10pL.

As reacdes de PCR foram feitas utilizando-se termociclador PTC200
(MJ Research), no programa Touchdown, onde a temperatura inicial de anelamento
foi de 65°C para cada primer. Os ciclos de PCR consistiram de: 1 ciclo de 94°C por
4 minutos, seguido de 12 ciclos de 94°C por 30s, 65°C por 30s, em cada ciclo de
PCR diminuia-se 1°C por ciclo de anelamento até a temperatura de 55°C, e
extensdo de 72°C por 30s; seguindo 29 ciclos adicionais de 94°C por 30s, 55°C por
30s e 72°C por 30s; um ciclo de 94°C por 30s, 54°C por 30s e 72°C por 30s; 7 ciclos
de 94°C por 30s, 53°C 45s e 72°C por 45s; com uma extensao final de 60°C por 40
minutos.

O produto final da amplificacdo foi submetido em multiplex a
eletroforese capilar no sequenciador automatico 3500xL, amplificaram-se

fragmentos de diferentes tamanhos que foram considerados alelos diferentes.
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Tabela 2 — Sequéncias de pares de primers desenvolvidos para H. catharinensis
com as respectivas temperaturas de anelamento (Tu) e tamanho de

pares de bases (pb).

Primer Sequéncia pares Primers 5’-3  Motivo Tw(°C) Tam (pb)
Hcat21 F: 5 TGCGTGGTTGAATTCTTTGT 3  (CT)3TTT(CT)19  59° 200
R: 5 CAAACCAGCACCCTGAAAAT 3’
Hcat19 F: 5 AACAAGCAAAACCCAGGATG 3 (TCTG)6n 59° 201
R: 5 CATCACCACCCCCTCTTCTA 3  (GT)5(TG)4
Hcat14 F: 5 ATAACCGTCTGATGCCAAGC 3 (CTT)3n(CTA)3 60° 189
R: 5 CCCAATCTTGAAGCTGGAAA 3’
Hcat24a F:5 TGGCTGCCCTTTATACTTGC 3 (GA)7n(AGG)5n 60° 208
R: 5 CGGGAGTATGTATGCGTGTG &
Hcat24b  F:5 GCCATGCTTTCTCCCTTTCT 3 (CT)3n(AC)11 60° 205
R: 5 GCTTACGCGTGGACTAGCAT &
Hcat17 F: 5 ACACATGAGAAGGGCGATTT 3" (TG)4n(TG)3 59° 203
R: 5GGTTCCCTATTGCGTTGAAA 3’
Hcat6 F: 5ACATGAAGGGACGAGTCAGG 3 (TTC)3n(TTC) 60° 206
R: 5AATTCGGGAGGTTCCCTTTA 3’
Hcat7 F: 5GATCAACGTAGCCAGGTGGT 3" (CT)2n(TC)5 60° 200
R: 5TCAAGGGTTCTCCCAACAAC 3’
Hcat8 F: ’ATGTCGGGGACGGATCTACT 3 (CA)n(CA)4 60° 179

R: 5CTGAATGTAGCGGGATCGTT 3

3.3.1.1.1 Andlise dos dados

A determinacao do tamanho dos alelos foi realizada utilizando-se o

programa GeneMapper v. 4.1, com comparagao com o marcador de peso molecular
GeneScan™ — 600 LIZ® Size Standard (Life Technologies). Os alelos foram
organizados em matrizes de dados, de acordo com seus tamanhos e posteriormente
submetidos a programas computacionais.

Os dados foram analisados para detec¢ao de possiveis alelos nulos,
bandas sttuter e alelos drop-out que ocorrem durante a PCR e afetam a leitura dos
microssatélites com o programa Micro-Checker 2.2.3. (VAN OOSTERHOUT et al.,
2004).

A variabilidade genética dentro das populagbes foi caracterizada

pelo numero de alelos por loco (A), heterozigosidade observada (Ho) e esperada
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(He), coeficientes de endogamia (Fis) e riqueza alélica, sendo que para cada
populacdo foram testados os desvios de equilibrio de Hardy-Weinberg utilizando
testes de probabilidade, calculados com o programa FSTAT (GOUDET, 2011), com
intervalos de 95% de confianga, pelo método de Jacknife.

Para verificar se as populagdes estudadas passaram por um efeito
de Gargalo Genético recente foi utilizado o programa BOTTLENECK (CORNUET;
LUIKART, 1996; PIRY; LUIKART; CORNUET, 1999), a partir de trés modelos
evolutivos para locos de microssatélites, sendo eles Infinite Allele Model (IAM), Two
Phase Model (TPM) e Stepwise Mutation Model (SMM). As probabilidades baseadas
no excesso/deficiéncia de heterozigosidade foram derivadas do teste de Wilcoxon
(Wilconxon sign-rang test) (LUIKART et al., 1998). O teste de Wilcoxon fornece um
poder relativamente alto para analises que utilizam poucos loci.

A variabilidade genética total entre e dentro de populagdes, dentro
dos grupos e dentro das populagdes entre grupos divididos por regides, bem como o
indice de fixacdo alélica (Fst) foram estimados utilizando a analise de variancia
molecular (AMOVA) pelo programa ARLEQUIN v. 3.11 (EXCOFFIER; LAVAL;
SCHNEIDER, 2005).

Ja ocorréncia de migracao entre as populagbes foi estimada pelo
método bayesiano para a porcentagem de migrantes, pelo programa BAYESASS
(WILSON; RANNALA, 2003). Para verificar uma possivel correlacdo entre distancia
geografica e genética, foi realizado o teste de correlagdo de Pearson, com base nos
valores de Fst entre pares de populagdes e as distdncias geograficas, pelo software
Bioestat 5.0 (AYRES et al., 2007).

O programa Structure v.2.3.3 (HUBISZ et al., 2009) foi utilizado para
identificar a formacdo de grupos (k) de populagdes geneticamente similares. A
analise de numero de clusters foi realizada seguindo o modelo misto com periodo de
comprimento de 10000 e 10000 repeti¢cdes, o numero de clusters foi determinado de
acordo com EVANNO; REGNAUT; GOUDET (2005

3.4 RESULTADOS E DISCUSSAO
Na observacdo de déficit de heterozigosidade para a maioria das

populacdes analisamos a presenga de possiveis alelos nulos. Nos loci Hcat24a e

Hcat8 nado houve detecgao de alelos nulos em nenhuma populagao, ja nos demais
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loci ha erros que possivelmente correspondem a alelos nulos na maioria das
populagdes, com excecao da populagao CxII/SC. O locus Hcat24b apresentou
anelos nulos somente na populagdo SFP-CB/RS e o locus Hcat7 somente nas
populagbes Cd-153/SC, Cd-451/SC e SFP-CB/RS.

Para o locus Hcat19 ha presenca alelos nulos nas populagdes
SFP/RS, CB/RS, Cd-153/SC, CxI/SC, Cd-451/SC e PN/SC e no locus Hcatb
encontrou-se alelos nulos nas populagées FSP/SC, CB/RS, Cd-153/SC, Cd-451/SC
e PN/SC, ja para os loci Hcat14 e Hcat17 apenas ndo foram detectados alelos nulos
nas populagcbes PN/SC e CxII/SC e no locus Hcat21 ndo foram detectados nas
populagdes CxIlI/SC, A-RQ/SC, SJA-SR/RS e CxI/SC.

A presenga de alelos nulos em marcadores microssatélites é
frequente, especialmente em grandes populagbes naturais (BRUFORD; WAYNE,
1993; LI et al., 2003; KARLSSON; MORK, 2005). Os alelos nulos e possiveis erros
de leitura como as bandas sttuter e efeito drop-out podem ter contribuido para o
déficit de heterozigotos, no entanto ndo foram suficientes para uma mudanca
significativa dos valores de variancia molecular, como também ndo houve correlagéo
significativa do tamanho amostral e numero de alelos.

Para os nove pares de primers de microssatélites estudados foram
identificados 80 alelos diferentes nas 13 populagdes com um total de 441 individuos.
O numero total de alelos por locus variou de 12 (Hcat24b) a 35 (Hcat24a), com
média de 24 alelos por locus. O locus Hcat6 apresentou monomorfismo para as
populagées RQ/SC, CxI/SC e SJA/RS e o locus Hcat19 para a populagdo SJA-
SR/RS. O numero médio de alelos por populagdo variou de 4,78 (CB/RS) a 9,56
(PN/SC), com média de 6,08 alelos por populagao (Tabela 3).

Os valores encontrado aqui sdo similares aos resultados obtidos por
MIX et al. (2006) para a espécie européia H. radicata L. com uma média de 30
alelos por locus (4 loci, 17 populagdes). Ja LUCIO (2011) em estudos com H.
chillensis (Kunth) Britton encontrou valores médios de 2,30 alelos por locus para 10
loci em oito populacdes, valores muito abaixo dos encontrados aqui. SHARMA et al.
(2011) estudando a espécie Aristida stricta Michx. (Poaceae), uma herbacea perene
das savanas, obteve uma média de 102 alelos por locus para oito loci em 10
populacdes, mostrando que ndo ha um padrdo no numero de alelos, que varia muito

entre espécies.
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Tabela 3 —Estimativas de parametros genéticos de diversidade em nove loci de
microssatélites para 13 populagdes de Hypochaeris catharinensis, sendo
N: numero de individuos por populagao; A: numero médio de alelos por
populagdo; Ho: média de heterozigosidade observada; He: média de
heterozigosidade esperada sob equilibrio de Hardy-Weinberg; Fis:
coeficiente de endogamia (*Fis no intervalo de confianga de 95%); PHW:
p-valor para desvio de equilibrio de Hardy-Weinberg com 95% de
confianga; R: riqueza de alelos por populagéo.

Populacao N A Ho He Fis PHW R
CxIl/SC 32 533 0,392 0,371 -0,118* 0,121* 4,316
SFP/RS 28 6,00 0,381 0,520 0,208 0,121* 5,140
RQ/SC 26 5,00 0,379 0,514 0,228* 0,223* 4,525

A-RQ/SC 32 6,56 0,399 0,457 0,022 0,124* 5,032
FSP/SC 34 5,00 0,405 0,403 -0,080* 0,224* 4,089

SJA-SR/RS 32 500 0,472 0,473 -0,036 0,121* 4,186
CB/RS 32 4,78 0,351 0,449 0,062 0,002 4,129

Cd-153/SC 54 7,00 0,347 0,504 0,266* 0,001 5,007
CxI/ISC 32 589 0,409 0,559 0,132* 0,050* 5,203
SJA/IRS 30 556 0,404 0,479 0,005 0,003 4,758

Cd-451/SC 46 7,22 0,314 0,508 0,226* 0,000 5,282
SFP-CB/RS 27 6,22 0,275 0,495 0,327* 0,004 5,717
PN/SC 36 9,66 0,377 0,562 0,224* 0,017 7,233
Meédia - 6,08 0,377 0,484 - - 4,971

A média de heterozigosidade observada e esperada foi de 0,377 e
0,484 respectivamente, os valores de heterozigosidade observada entre as
populagdes foram de 0,275 (SFP-CB/RS) a 0,472 (SJA-SR/RS) e a heterozigosidade
esperada variou de 0,371 (CxIl/SC) a 0,562 (PN/SC) (Tabela 3). A heterozigosidade
observada foi menor que a esperada para a maioria das populacdes, com excegao
de SJA-SR/RS, com valores de heterozigosidade observada e esperada similares.
Enquanto na populagdo CxIlI/SC e FSP/SC o valor observado foi levemente acima
do esperado.

Para o coeficiente de endogamia as popula¢gdes SFP/RS, RQ/SC,
CB/RS, Cd-153/SC, CxI/SC, Cd-451/SC, SFP-CB/RS e PN/SC foram significativas,

com valores positivos mostrando deficiéncia de heterozigotos ou excesso de
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homozigotos, enquanto CxII/SC e FSP/SC foram significativos, com valores
negativos, com excesso de heterozigotos (Tabela 3).

Hypochaeris catharinensis tem ciclo de vida curto podendo haver
sobreposicdao de geragbes, que poderia influenciar a endogamia, no entanto
mudancgas no tamanho populacional e subdivisbes populacionais podem ser mais
provaveis para explicar a endogamia nas populagdes, como sera discutido mais
adiante.

Os valores registrados para riqueza alélica variaram de 4,089 a
7,233 para FSP/SC e PN/SC respectivamente, com média de 4,971 (Tabela 3), ndo
havendo muita discrepancia de valores entre populagdes. Ja para os loci a riqueza
variou de 2,665 a 10,639 para Hcat6 e Hcat21, respectivamente, o locus Hcat6
mostra que tem alta frequéncia de poucos alelos, assim como os loci Hcat19, Hcat8
e Hcat7 que também apresentaram valores baixos (3,789; 3,884 e 4,732
respectivamente).

Em H. radicata a riqueza alélica foi de 3,36 (MIX et al., 2006),
enquanto para Allium sativum L. a riqueza foi de 2,258 (CUNHA, 2011). A riqueza
encontrada em H. catharinensis mostra que ha abundancia de determinados alelos
nas populagdes, aumentando esse valor para alguns loci.

A riqueza alélica pode refletir mais efetivamente o potencial evolutivo
em longo prazo do que a heterozigosidade, assim como pequenas mudangas e
efeitos de gargalos genéticos, devido a sua maior sensibilidade. Se a populagao
sofre um gargalo genético a riqueza tende a diminuir, além disso, seguindo o
bottleneck, os alelos que tem menor frequéncia tornam-se menos abundantes do
que alelos de frequéncias intermediarias (NEI; MURUYAMA; CHAKRABORTY,
1975; LEBERG, 1992; LUIKART et al., 1998; SPENCER; NEIGEL; LEBERG, 2000).

A estimativa de gargalo genético foi significativa para o modelo
Stepwise Mutation Model (SMM) em todas as populagdes. Para o modelo Two-
Phase Model (TPM) houve significancia para 12 populagdes, com exceg¢ao de SJA-
SR/RS. Em Infinite Allele Model (IAM) houve significancia para as populagdes
CxII/SC, A-RQ/SC, Cd-153/SC, Cd-451/SC e SFP-CB/RS (Tabela 4). 1AM e SMM
representam dois modelos de mutacao extremos (CHAKRABORTY; JIN, 1992).
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Tabela4 —Teste de Wilcoxon para desequilibrio de  mutagao-deriva,
excesso/deficiéncia de heterozigosidade, utilizando Bottleneck (LUIKART
et al., 1998), para nove locos microssatélites em 13 populagdes de
Hypochaeris catharinensis (P<0,05).

Populacdes LAM.2 T.P.M." S.M.M.°
Ha/He P Ha/He P Ha/He P
CxlI/SC 7/2 0,027* 81 0,006~ 81 0,004
SFP/RS 6/3 0,164 81 0,009 81  0,004*
RQ/SC 6/2 0,383 80  0,004* 8/0  0,004*
A-RQ/SC 7/ 0,008 7/1  0,008* 80  0,004*
FSP/SC 6/3 0,151 7/2 0,037 712 0,014*
SJA-SR/RS 5/3 0,383 5/3 0074 71 0,012*
CB/RS 6/3 0,203 7/2 0,019* 7/2  0,009*
Cd-153/SC 7/2 0,048 81  0,004* 9/0  0,004*
CxI/SC 4/4 0,312 7/1 0,008 8/0 0,004
SJAIRS 6/2 0,074 7/1 0,012 71  0,008*
Cd-451/SC 7/2 0,027* 81  0,004* 9/0 0,002
SFP-CB/RS 5/4 0,027 6/3 0,006* 7/2  0,004*
PN/SC 9/0 0,164  9/0 0,009 9/0  0,004*

2 Infinite allele model; > Two-phase model; ° Stepwise mutation model; Hy/H, representa a razéo entre
o numero de locos com deficiéncia/excesso de heterozigosidade (LUIKART; CORNUET, 1998).

O excesso de heterozigosidade € mais facilmente detectado em IAM
do que em SMM. Se os loci evoluem em SMM pode-se observar tanto excesso como
deficiéncia de heterozigotos, dependendo da variabilidade dos loci e do tempo
passado desde o inicio do gargalo genético, nesse caso 0 excesso de
heterozigosidade pode ser observado quando a populagdo comega a se expandir
(LUIKART; CORNUET, 1998).

Segundo COURNUET; LUIKART (1996) a deteccdo do gargalo
genético pode ser baseado na deficiéncia de alelos, se uma proporgéo
significativamente alta de loci exibe deficiéncia de alelos. Pode-se concluir que a
populagcdo nao esta em equilibrio de mutagao-deriva, devido a uma recente redugao
de seu tamanho efetivo populacional.

A deficiéncia de alelos e excesso ou deficiéncia de heterozigotos

pode ocorrer depois de uma recente mudanga no tamanho efetivo populacional,
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como também se a heterozigosidade apresentar vantagem ou desvantagem para as
populagbes (COURNUET; LUIKART, 1996).

Quando um gargalo genético ocorre em uma populacdo e seu
tamanho efetivo é significantemente reduzido, isto causa uma progressiva redugéo
do numero de alelos e da heterozigosidade. Como pode ser visto neste trabalho, a
heterozigosidade observada foi menor que a esperada para a maioria das
populacdes, quatro populacdes apresentaram monomorfismo em dois loci.

O modelo SMM mostra que houve efeito de gargalo genético recente
para todas as populacdes. Estas podem estar ainda em fase de diferenciagao, pois
apresentam moderada diversidade de alelos tanto entre loci como entre as
populagdes (Figura 3), com excecdo de SFP/RS e PN/SC, que apresentaram mais
de 50% de diversidade.

Os valores de riqueza alélica mostram que pode ter havido eventos
fundadores, resultado da perda de alelos e aumento da frequéncia de poucos alelos
nas populagdes. WADE; MCCAULEY (1988) sugerem que o decréscimo da
heterozigosidade e o aumento do nivel de diferenciagdo é mais esperado em

populacdes fundadas recentemente.

Figura 3 — A - Diversidade de alelos por locus e B - Diversidade de alelos por
populagdes de Hypochaeris catharinensis.
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A analise de variancia (AMOVA) apontou para uma taxa moderada
de diferenciacdo genética entre populagbes (Fst =0,134, P<0,01) (Tabela 5). A

variabilidade genética dentro das populacdes foi de 86,56% e entre populagdes de



42

13,44%. Em H. chillensis estudos com microssatélites constataram uma diversidade
entre populagbes de 33,37% e dentro das populagdes de 66,63%, com alta
diferenciagado populacional, Fst=0,336, e ocorréncia de gargalo genético e efeito
fundador (LUCIO, 2011).

Para H. catharinensis utilizando marcadores AFLP, foi obtido uma
variabilidade de 16,36% entre populagbes, e 83,64% dentro de populagbes e a
diferenciagcdo genética ficou proxima entre os limites de alta a moderada Fs=0,163
(RECK, 2010), corroborando com os dados encontrados aqui utilizando
microssatélites.

A alta variabilidade genética dentro das populagbes em H.
catharinensis mostra uma predominéncia por alogamia ou um sistema misto, com
mecanismos eficientes de dispersdo de polen e de propagulos (KAGEYAMA et al.
2003). O sistema de reproducéo de H. catharinensis ainda nao é conhecido.

ORTIZ et al. (2006) estudaram algumas espécies do género
Hypochaeris, encontrando tanto autoincompatibilidade como autocompatibilidade
nas espécies. Hypochaeris glabra apresentou total autocompatibilidade, ou seja,
pode realizar autopolinizacdo, enquanto H. arachinoidea foi totalmente
autoincompativel e H. radicata e H. salzmanniana apresentaram tanto
autocompatibilidade como autoincompatibilidade em suas populagdes.

A variabilidade genética encontrada nas populagdes entre os grupos
definidos por regido (grupo1: Cd-153/SC, Cd-451/SC, FSP/SC); (GRUPO2: A-
RQ/SC, RQ/SC); (grupo3: CxI/SC, CxII/SC, PN/SC) e (grupo4: SJA/RS, SJA-SR/RS,
CB/RS, SFP-CB/RS, SFP/RS) foi de 14,13%, mostrando uma variabilidade

moderada e que ha diferenca genética entre as regides.
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Tabela5 - Anadlise de varidancia molecular (AMOVA) em 13 populagdes de
Hypochaeris catharinensis utilizando nove loci microssatélites.

Fonte de variagédo GL SQ Componentes de % de
Variancia Variacao
Entre populagbes 12 291,901 0,32870 13,44**
Dentro populacdes 869  1840,335 211776 86,56
Dentro grupos 3 64,294 -0,02079 -0,85
Dentro populagdes 9 227,607 0,34509 14,13
entre grupos
Dentro populacdes 869 1840,335 211776 86,56
Total 881 2132,236 2,44646

Indice de Fixacao (Fst) = 0,13436

**P<0.01 (significancia dada pelo teste com 1023 permutacdes)

A ocorréncia de menor variabilidade entre as populagdes pode
indicar que houve fluxo génico, este atua como fator homogeneizador das
frequéncias alélicas proporcionando uma evolugdo conjunta, no entanto um
decréscimo no fluxo génico geraria a diferenciagdo genética entre as populagdes
(MOYSES, 2005).

Na analise bayesiana encontramos fluxo génico para todas as
populacdes (Tabela 6). RQ/SC obteve o maior indice de ndo migrantes com 0,901
(0,836; 0,952), e uma baixa taxa de migrantes advindas de CB/RS com 0,064
(0,017; 0,127). Todavia RQ/SC também contribuiu com 84,6% de migrantes, em
onze populagcdes, com excegdo de SJA-SR/RS. A segunda maior taxa de né&o
migrantes foi em CxIlI/SC com 0,833 (0,675; 0,992), e 0,279 (0,219; 0,321) de
migrantes da populagcdo RQ/SC.

A populagdo de CB/RS obteve a terceira maior taxa de n&o
migrantes com 0,711 (0,679; 0,759), e 0,255 (0,197; 0,301) de migrantes. CB/RS
contribuiu com 69,23% de migrantes para nove populag¢des. Enquanto Cd-153/SC
contribuiu com 23,1% de migrantes para as populagbes SJA-RS, Cd-451/SC e
PN/SC.

A significancia positiva do efeito gargalo genético, endogamia e
perda de alelos com diminuicdo da heterozigosidade indicam que houve uma

reducao de tamanho populacional e posterior evento fundador em H. catharinensis,
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seguindo para um progresso no sentido de equilibrio. A alta variabilidade dentro das
populacdes e alta taxa de fluxo génico podem ter atenuado os efeitos da endogamia
e gargalo genético.

O fluxo génico e a moderada diferenciacdo e variabilidade entre
populacdes encontradas aqui apontam para uma estruturagdo das populagdes,
sugerindo fluxo génico durante a colonizagdo com posterior decréscimo ou uma
subdivisdo populacional, com evolugcdo recente de H. catharinensis, concordando
com os dados discutidos anteriormente para populag¢des fundadas recentemente.

Rancho Queimado/SC e Cambard/RS contribuiram com grande
parte do fluxo génico, o que pode indicar que a espécie H.catharinensis pode ter
surgido na regido de Rancho Queimado/SC. Através de subdivisbes e/ou fluxo
génico ela teria se dispersado fundando outras populagdes, entre elas CB/RS, que
também pode ter contribuido para fundacao de populacdes préoximas a Cambara/RS.

A Serra do Mar tem seus limites na Floresta Ombrofila Densa e parte
dos campos de altitude (RBMA, 2013). Rancho Queimado fica entre os limites da
escarpa da Serra Geral e da Serra do Mar, a menor altitude (699m) onde
encontramos H. catharinensis. Essa regido forma uma ponte entre a Serra de Santa
Catarina e a Serra do Rio Grande do Sul, o que pode ajudar a entender porque
RQ/SC tem migrantes em tantas popula¢des. Em dire¢do ao Rio Grande do Sul faz
contato primeiro com CB/RS, o que pode explicar RQ/SC ter migrantes de CB/RS e

vice-versa.
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Tabela 6 —Médias e intervalo de confiangca a 95% (IC) das distribuicbes de

proporgao de individuos nao-migrantes e migrantes para 13 populagdes
de Hypochaeris catharinensis, com base no método de atribuigao
bayesiana de Wilson e Rannala (2003) em BAYESASS.

Populacbe  N&o-migrantes (95% Migrantes (95% IC)
S IC)
Cxll/sC 0,833 (0,675; 0,992) RQ/SC 0,279 (0,219; 0,321)
SFP/RS 0,677 (0,666; 0,707) RQ/SC 0,262 (0,195; 0,312)
RQ/SC 0,901 (0,836; 0,952) CB/RS 0,064 (0,017; 0,127);
A-RQ/SC 0,676 (0,666; 0,702)  RQ/SC 0,207 (0,141; 0,273); CB/RS 0,078 (0,029;
0,138);
FSP/SC 0,676 (0,667; 0,701) RQ/SC 0,277 (0,224; 0,317); CB/RS 0,021 (0,002;
0,057)
SJA- 0,675 (0,666; 0,701) Cd-153/SC 0,288 (0,235; 0,325)
SR/RS
CB/RS 0,711 (0,679; 0,759) RQ/SC 0,255 (0,197; 0,301)
Cd-153/SC 0,678 (0,666; 0,715) RQ/SC 0,289 (0,243; 0,322); CB/RS 0,014 (7,412;
0,0430)
Cxl/sC 0,676 (0,667; 0,702) RQ/SC 0,090 (0,037; 0,154); CB/RS 0,193 (0,124;
0,259)
SJA/RS 0,677 (0,666; 0,704) RQ/SC 0,255 (0,188; 0,307); CB/RS 0,038 (0,005;
0,094)
Cd-451/SC 0,674 (0,666; 0,695) RQ/SC 0,263 (0,214; 0,308); CB/RS ; Cd-153/SC
0,015 (0,002; 0,046)
SPF- 0,678 (0,666; 0,709) RQ/SC 0,264 (0,196; 0,315); CB/RS 0,022 (0,001;
CB/RS 0,063)
PN/SC 0,675 (0,666; 0,698) RQ/SC 0,242 (0,174; 0,301); CB/RS 0,033 (0,006;

0,079); Cd-153/SC 0,021 (9,763; 0,070)

Na estimativa do numero de possiveis agrupamentos populacionais

pela andlise bayesiana encontrou-se um k=3 (figura 4). Ha formagao de um grupo na

regido central da Serra Gaucha e Catarinense, um segundo na regido da escarpa da

Serra Geral e do Mar e um terceiro na parte setentrional de Santa Catarina.

Possivelmente a geografia da regido ajudou a moldar esses agrupamentos.
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Figura 4 — Agrupamentos (k=3) formados por analise de estrutura populacional em
treze populagdes analisadas de Hypochaeris catharinensis.
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A falta de conhecimento sobre o histérico de tamanho populacional e
niveis de variagdo genética, dificultam o esclarecimento real das popula¢des que
sofreram um recente gargalo genético (LUIKART; COURNUET, 1998). No entanto,
dados histoéricos ambientais podem contribuir para o entendimento da estruturagao
genética de H. catharinensis. Estudos paleoecologicos vém tentando reconstruir a
situagdo climatica e vegetacional dos campos principalmente no periodo
Pleistocénico e Holocénico.

BEHLING et al. (2004) tém comprovado que existiam extensas areas
de vegetagcdo campestre sobre os Planaltos Sul Brasileiros durante as épocas
glaciais e do Holoceno Inferior e Médio. A dominéncia de uma vegetagdo de campos
€ atribuida as condigdes glaciais frias e secas e as condi¢des climaticas quentes e
secas do Holoceno superior. A expansao da Floresta decorreu do gradativo aumento
da pluviosidade durante o Quaternario Tardio (RAMBO, 1954, 1956), onde a floresta
comegou a avangar sobre a regido dos campos, formando mosaicos de campos
entrecortados por florestas.

Registros dos Campos da Serra Geral no Parana e Rio Grande do
Sul demonstram que o fogo era raro durante épocas glaciais e tiveram pouco efeito
sobre os campos nesse periodo (BEHLING 1997, BEHLING et al. 2004). Um claro
aumento na frequéncia de fogo foi encontrado a partir do inicio do Holoceno, no
entanto a cerca de 4.000 A.P.(antes do presente) o fogo tornou-se menos frequente
novamente devido a predominancia de florestas.

A diversificacdo das formacodes florestais por volta de 1.574 + 42
anos A.P. e o aumento de fitoclastos mostram que o fogo pode ter contribuido para
mudancgas na vegetacao. No periodo recente a diversidade da vegetagcédo herbacea

declinou suportada pelo desaparecimento de registros palinolégicos de
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Alternanthera Forssk., Diodia L., Hypochaeris, Lathyrus L., Mutisia L.F., Trixis P.
Browne e Verbena L., provavelmente, devido a atividade humana de criagao de
gado (BAUERMANN et al., 2008).

A reducido das areas de campos, com formagdes de mosaicos
podem ter contribuido para a redugdo do fluxo génico e do tamanho e subdivisdo
populacional em H. catharinensis. A expansao da Floresta de Araucaria sobre os
campos nos ultimos 70 anos esta claramente relacionada ao decréscimo do fogo,
que manteve e ainda mantém uma estabilidade entre os mosaicos de campo e
floresta (BEHLING et al., 2009). O fogo tanto natural como por agao antrdpica
juntamente com as atividades de pastoreio e silvicultura (Pinus sp. tem registros em
torno de 130 A.P.), também podem ter influenciado a dindmica genética das
populacdes.

Todas as areas de coleta deste trabalho eram utilizadas para
atividades de pecuaria, em algumas areas adjacentes havia produgado agricola,
sendo que em duas das areas de coletas havia sinais de queimadas (SJA/RS e
SFP-CB/RS) nas quais se detectou gargalo genético.

A possivel subdivisdo populacional pode ser relacionada com os
valores de Fst par a par que variaram de 0,0324 entre as populagbées de SJA-SR/RS
e RQ/SC, distantes 174,83km, a 0,3645, entre as populacbes de FSP/SC e A-
RQ/SC, distantes 198,95km (Tabela 7). O teste de correlagdo de Pearson nao
mostrou correlagao significativa (r = -0,6205; P = 0,1887), entre distancia genética e
geografica (Figura1).

As distancias geograficas n&o foram suficientes para causar um
aumento nas distancias genéticas entre populagdes. A populagdo de RQ/SC e
CB/RS formam um grupo, contribuindo com fluxo para todas as regides, ja as
demais populagdes ha uma relacdo complexa, onde nao se pode definir limites de
grupos para as populagdes. A variabilidade genética entre as populagdes de grupos
delimitadas pelas regides mostra uma diferenciagcdo entre os grupos das quatro
regides definidas anteriormente (Tabela 5). Isto valida a hipétese de subdivisbes
populacionais por expansdes florestais sobre os campos, com posterior diminuigao
do fluxo genético proporcionando um aumento da diferenciagao entre populagdes e

entre os grupos de populagdes das diferentes regides.
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Tabela 7 —Distancia geografica em km das populagcbes estudadas, acima da

diagonal, e valores de Fst par a par das populagbes de Hypochaeris
catharinensis abaixo da diagonal. Valores significativos P=0,01 dada por
1023 permutacoes.

Popula Cxll/ SFP/ RQ A- FSP SJ CB/ Cd- Cxl/ SJA/ Cd- SFP- PN/SC
cao SC RS ISC  RQ/ ISC  A- RS 153/ SC RS 451/ CB/
SC SR/ SC SC RS

RS

Cxliyfsc **** 129 161 163,8 157 88, 105, 205, 122 824 200 119, 51,80
55 3 25 68 87 8 0 74

SFP/RS 0,23 **** 158 244,77 281, 71, 37,0 324, 142, 80,0 312, 195 174,19
51 21 0 87 51 9 53 60 6 38 6

RQ/sC 0,28 0,02 *** 3,71 198, 174 207, 274, 159, 165, 268, 228, 118,12
02 67 * 82 83 77 13 87 81 68 22

A- 0,06 0,16 0,2 **** 198, 181 215, 274, 164, 175, 268, 236, 124,02
RQ/SC 52 06 056 95 ,67 61 50 44 03 39 14

FSP/sC 0,06 0,21 0,2 0,032 *** 240 260, 76,5 145, 233, 704 275 130,54
05 43 626 4 45 07 4 16 68 3 88

SJA- 020 o030 03 0217 020 ** 34,8 292, 983 835 286, 53,0 118,84
SR/IRS 01 88 645 4 90 * 9 12 3 26 9

CB/RS 0,04 019 02 0068 006 0,1 **** 306, 116, 40,9 299, 19,6 1443
16 96 439 5 03 753 51 68 8 63 9

Cd- 0,056 0,13 02 0,035 0,04 01 0,04 > 195 288, 947 319, 192,46
153/sC 08 32 439 5 61 797 82 37 43 76

Cxl/sc 021 013 01 0,35 020 0,2 0,27 0,22 *** 0933 186, 130, 44,85
84 94 721 3 02 891 61 22 1 63 44

SJA/RS 0,05 0,13 0,2 0,064 003 01 004 003 0,25 = 279, 62,4 10942
37 94 607 1 55 711 35 84 99 70 4

Cd- 0,04 0,18 0,2 0,061 004 01 003 005 0,26 0,04 **** 310, 185,73
451/sC 73 70 283 9 72 874 33 59 74 82 84

SFP- 0,15 025 03 0,139 0,13 01 0,09 0,14 0,22 0,21 0,09 ** 160,49

CB/RS 07 19 064 4 07 851 22 51 36 88 46

PN/sC 006 0,5 01 0,036 005 01 004 005 0,5 0,06 0,03 0,09 **

86 57 986 1 77 815 36 04 06 92 27 66




49

3.5 CONCLUSAO

A taxa moderada de varibilidade genética entre populagdes,
presenca de endogamia, deficit de heterozigosidade e efeito gargalo genético
apontaram para um efeito fundador que proporcionou a formagao de populagdes de
H. catharinensis com tamanho efetivo reduzido. Essa redugao pode ter se dado pela
retracdo da regido dos campos por expansodes florestais ocorridas durante o
Quaternario até o recente, com um decréscimo do fluxo génico e aumento da
diferenciagdo entre populagbes e entre os grupos de populagdes das diferentes
regides.

A reproducdo cruzada e as altas taxas de migragdo contribuiram
para que os valores de variabilidade genética ndo fossem reduzidos dentro das
populagdes. O fluxo génico e a andlise de agrupamentos, mostram que H.
catharinensis pode ter surgido na regido de Rancho Queimado, em Santa Catarina,
migrando para outras areas, com formagao de trés agrupamentos, um na regiao
central entre a Serra de Santa Catarina e Rio Grande do Sul, outro na escarpa entre
as escarpas da Serra do Mar e Serra Geral e um terceiro na parte setentrional da

Serra Catarinense.
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