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PAULA, Gabriela Barbosa Navarro de. Estudos em Hypochaeris tropicalis Cabrera
(ASTERACEAE) utilizando marcadores moleculares AFLP, SSR E ITS. 2015. 85f.
Dissertacdo (Mestrado em Genética e Biologia Molecular), Universidade Estadual de
Londrina, Londrina, 2015.

RESUMO

Hypochaeris tropicalis € uma espécie com distribuicdo restrita a poucas areas, na regido
sudoeste do Rio Grande do Sul (Brasil), com umas poucas informacdes de ocorréncia na
Argentina e Uruguai. A fim de determinar a estrutura genética de populac@es desta espécie e a
sua posicdo filogenética dentro do grupo sul-americano do género, foram utilizados
marcadores moleculares AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism), microssatélites-
SSR (Simple Sequence Repeats) e sequéncias de ITS (Internal Transcribed Spacer). Para o
estudo de populacGes seis combinacdes de primers seletivos de AFLP e nove pares de primers
de SSR foram aplicados em seis populacdes de H. tropicalis. A técnica de AFLP possibilitou
a identificacdo de 1.488 marcadores, com uma meédia de 67% de polimorfismo. Foi
identificado um total de 56 alelos com uma média de 6,2 alelos por loco nas seis populagdes.
Ambos, AFLP e SSRs, idenficaram uma maior variacdo dentro (91,06 e 97,08) do que entre
(8,94 e 2,92) as populacdes investigadas, sugerindo que a espécie possui um sistema
reprodutivo por fecundacdo cruzada ou mista. Foi identificada uma baixa estruturacao
genética, possivelmente devido a diversificacdo rapida e recente do género Hypochaeris na
América do Sul. Para definir a posicdo filogenética de H. tropicalis dentro do grupo sul-
americano de Hypochaeris, foram utilizadas sequéncias de regides ITS (Internal Transcribed
Spacer) e trés primers seletivos de AFLP. Nesta investigacdo foram analizadas oito espécies
nativas da Ameérica do Sul, além de H. angustifdlia, possivel ancestral do grupo e duas
espécies europeias como outgroups (ITS). Os dados de AFLP identificaram 1.213 marcadores
com 88% de polimorfismo enquanto que as sequéncias ITS geraram 643 caracteres onde,
somente 13,7% foram informativos. Os marcadores AFLP e sequéncias ITS possibilitaram a
insercdo de H. tropicalis na filogenia de Hypochaeris na Ameérica do Sul.

Palavras-chave: Hypochaeris. Estrutura genética. Filogenia. Diversificacdo recente.



PAULA, Gabriela Barbosa Navarro de. Studies in Hypochaeris tropicalis Cabrera
(Asteraceae) using molecular markers AFLP, SSR AND ITS. 2015. 85p. Dissertation
(Master’s Degree in Genetics and Molecular Biology - Universidade Estadual de Londrina,
Londrina, 2015.

ABSTRACT

Hypochaeris tropicalis is a species with restrict distribution in southeast of Rio Grande do Sul
state in Brasil, with a few reports in Argentina and Uruguay. This study aim to determine the
population genetic structure of the species, as well as to define the phylogenetic position of
the species within the South American Hypochaeris. For this purpose we used AFLPs
(Amplified Fragment Length Polymorphism), microsatellites (SSR-Simple Sequence Repeats)
and ITS (Internal Transcribed Spacer) sequences. Six AFLP primer combinations and nine
SSR primer pairs were applied for population studies. The AFLP technique allowed the
identification of 1,488 markers, with an average of 67% of polymorfism. PCR amplification
of the nine SSR loci idenfied a total of 56 aleles and an average of 6,2 aleles per locus. Both,
AFLP and SSRs, idenfied higher variation (91,06 e 97,08) within than amog (8,94 e 2,92)
populations, suggesting that H. tropicalis is predominantly alogamous. The population
genetic structure of the species was low, possibly because of the recent colonization and
diversification of the genus in the South American continent. ITS sequences and AFLP
markers were also used to define the phylogenetic position of H. tropicalis. For this purposes
eight species native to South America, H. angustifélia, the presumed ancestor of the group,
and two European species (outgroups) were investigated. Three AFLP primer combinations
identified 1.213 markers with 88% of polymorphism while the ITS sequences rendered 643
characters but, only 13.7% were informative. The AFLP data and ITS sequences allowed the
insertion of the phylogeny of H. tropicalis Hypochaeris in South America.

Keywords: Hypochaeris. Genetic structure. Recent diversification.
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1.2 INTRODUCAO

Hypochaeris (Asteraceae, Lactuceae) ¢ um género com mais de 15 espécies
ocorrendo na Eurasia e noroeste da Africa (DeFillips, 1976; Oberprieler, 2002) e cerca
de 50 espécies encontradas na America do Sul (Bortiri, 1999). Os processos de
especiacdo recentes e aparentemente rapidos que tem ocorrido em Hypochaeris na
América do Sul (Tremetsberger et al., 2005, 2006), combinados com caridtipos
bimodais contendo poucos cromossomos, cujos tamanhos sdo relativamente grandes,
oferecem um sistema que permite inferir sobre a importancia dos rearranjos
cromossOmicos durante o processo de especiacao (Stebbins, 1971; Cerbah et al., 1995,
1998; Weiss et al., 2003). Devido ao nimero e a morfologia cromossdmica, o género
Hypochaeris foi dividido em dois centros de diversificacdo, sendo a regido mediterranea
considerada como centro primario ¢ a América do Sul considerada como centro
secundario, de diversificagao (Defillipis 1976; Oberprieler 2002; Bortiri 1999; Stebbins
1971).

Estudos mostram que o género Hypochaeris teve origem na América do Sul a
partir da introdu¢do de um tnico ancestral oriundo do noroeste da Africa, por
mecanismos de dispersdo a longa distancia (Tremetsberger et al., 2005 e 2006), porém
esta origem ndo esta completamente definida. Hypochaeris angustifolia foi sugerida
como co-irma do grupo sul americano, devido ao seu numero cromossomico basico e
sua assimetria cariotipica, encontrando suporte em trabalhos que utilizaram marcadores
moleculares AFLP (Tremetsberger et al., 2005 e 2006). Em virtude de suas
caracteristicas biologicas, sua distribui¢do disjunta e sua diversificagdo rapida e recente
no continente sul-americano, o género Hypochaeris ¢ considerado um excelente modelo
para estudos evolutivos (Stebins, 1971; Cerbah et al., 1995, 1998a; Ruas et al., 1995;
2005; 2008; Weiss-Schneeweiss et al., 2003; 2007; 2008).

Hypochaeris tropicalis ¢ uma espécie endémica, restrita a poucas areas ao sul do
Rio Grande do Sul, com alguns relatos de ocorréncia na provincia de Missiones na
Argentina (Azevedo e Matzenbacher, 2007) e no Paraguai (Bortiri, 1999; Cabrera,
1963a). A espécie ¢ pouco conhecida, tendo como principal caracteristica cipselas sem
rostro juntamente com folhas bem recortadas (Bortiri, 1999; Cabrera, 1963a). Nenhum

estudo citogenético para definir sua estrutura cariotipica, € nenhum trabalho envolvendo
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técnicas moleculares, tanto para estudos de estrutura genética, quanto para relacdes

filogenéticas, foi realizado até o momento com esta espécie.

Marcadores moleculares vém sendo aplicados para estudos em diversas espécies de
Hypochaeris. Dentre eles, os marcadores SSR (Simple Sequence Repeats) ¢ AFLP
(Amplified Fragment Length Polymorphism) tém fornecido informagdes valiosas para a
compreensdo sobre a estrutura genética de populacdes e a filogenia do género (Stuessy
et al. 2003, 2004; Tremetsberger et al. 2004; 2006, Muellner et al. 2005). Neste trabalho
utilizamos os marcadores AFLP e SSR com o objetivo de investigar a estrutura genética
de seis populagdes de H. tropicalis, distribuidas na regido sudoeste do Rio Grande do
Sul. Além disso, foram usadas sequéncias de ITS (Internal Transcribed Spacer) e AFLP
para definir a posi¢do filogenética de H. tropicalis entre as espécies do grupo sul-

americano.

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 O género Hypochaeris

A familia Asteraceae possui cerca de 1535 géneros e 23.000 espécies, agrupadas em
trés subfamilias e 17 tribos (Bremer 1994; Judd et al., 1999). As espécies de Asteraceae
apresentam uma ampla diversidade, sendo encontradas em diferentes ecossistemas,
principalmente em campos e ambientes savanicos. Uma caracteristica das Asteraceae ¢
a presenca de flores assentadas sobre um receptaculo comum cercado por bracteas,
formando inflorescéncias denominadas capitulos (Leite 2002; Barroso 1991).
Identificado como membro de Asteraceae, o género Hypochaeris é classificado na
subfamilia Cichorioidea K. Tam., da tribo Lactuceae Cass., subtribo Hypochaerinidinae
Less., sendo Lactuceae a Unica tribo da familia que se caracteriza por apresentar plantas
com latex, associada com a presenca de ligulas pentadentadas no apice, papus plumosos
e paleas nos receptaculos. A polinizagdo das flores do género Hypochaeris ocorre na
maioria das vezes através do vento (anemofila) e de insetos (entomofila) (Bremer 1994;

Cabrera 1976; Lane 1996).

O género Hypochaeris € representado por aproximadamente 65 espécies, das
quais 15 ocorrem na Europa, Asia e noroeste da Africa, enquanto cerca de 50 espécies

sdo encontradas na América do Sul (Defillips 1976). Considerando o niimero e a
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morfologia cromossomica, as espécies de Hypochaeris foram divididas em dois grupos
distintos: regido Mediterranea como centro primario de origem ¢ a América do Sul
como centro secundario de diversificacdo do género (Stebbins 1971). Informagdes
adicionais sobre a distribuicao de sitios de DNA ribossomico confirmaram a divisdo do
género em dois grupos distintos, como inicialmente proposto (Cerbah et al., 1998a e
1998b; Weiss et al., 2003, 2007; Ruas et al., 2005). Além disso, a ancestralidade das
espécies européias foi confirmada por meio da analise de fosseis, que possibilitaram a
identificacao de inimeros tipos de polen, evidenciando a existéncia de varios eventos de

especiacao naquela regido (Cerbah et al. 1998a E 1998Db).

As espécies de Hypochaeris encontradas na regido Mediterrdnea sao
subdivididas em cinco se¢des (Achyrophorus, Euhypochaeris Benth, Metabasais D. C.,
Seriola L. e Robertia D. C.), tendo como base as caracteristicas morfologicas e o
numero basico de cromossomos, sendo encontrados x = 3, 4, 5 e eventualmente 6
(Hoffmann 1891). Estes numeros bésicos estdo associados a caridtipos simétricos que se
assemelham aos das espécies de Leontodon, género proximo de Hypochaeris. Ao
contrario da regido Mediterranea, as espécies da América do Sul apresentam caridtipos
altamente assimétricos e bimodais, associados a um unico nimero basico de x = 4

(Stebbins 1971; Cerbah et al. 1995, 1998B; Ruas et al. 1995, 2005).

Contrastando com grande niimero de espécies, o género Hypochaeris apresenta
uma evolucao rapida e recente na América do Sul, provavelmente como consequéncia
da grande diversidade de habitats disponiveis, quanto a ocupacdo do género neste
continente (Samuel et al. 2003). Embora ainda persistam muitas questdes sobre a
origem de Hypochaeris no continente sul-americano, foram encontradas caracteristicas
cromossomicas (numero basico e assimetria cariotipica) similares as das espécies sul-
americanas em H. angustifolia, espécie endémica do Marrocos, sugerindo que esta seria
uma co-irma do grupo de Hypochaeris da América do Sul (Tremetsberger et al., 2005).
Estudos apontam que as espécies sul-americanas tiveram origem possivelmente apds
dispersdo a longa distancia, a partir de uma Unica introducao de um ancestral hipotético
do noroeste da Africa, durante o Plioceno ou Pleistoceno. Estes estudos encontram
suporte em dados obtidos a partir de marcadores moleculares de AFLP, onde se observa
que H. angustifolia ocupa um lugar intermediario entre as espécies do Mediterraneo e as

da América do Sul (Tremetsberger et al., 2005 e 2006).
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As espécies sul-americanas de Hypochaeris refletem um padrdo caracteristico de
radiacdo adaptativa, pois logo que chegou a América do Sul o género colonizou boa
parte do territdrio, exceto areas extremamente aridas, florestas tropicais e costas de
deserto servindo, portanto, como um modelo para estudos evolutivos e biogeograficos
(Cabrera e willink 1980; Tremetsberger et al., 2005). A forma de adaptagdo combinada
com caracteristicas cariotipicas pode fornecer informagdes importantes sobre os modos
de especiagdo e os padroes biogeograficos do grupo sul-americano (Stebbins 1971;
Cerbah et al. 1995. 1998A, 1998B; Ruas et al., 1995, 2005; Weiss et al., 2003, 2008).
No Brasil s3o descritas 12 espécies de Hypochaeris as quais ocorrem,
predominantemente, nos estados de Santa Catarina e Rio Grande do Sul (Azevedo &

Matzenbacher, 2007), muitas de distribui¢do restrita como H. tropicalis.

2.2 Hypochaeris tropicalis Cabrera

Hypochaeris tropicalis descrita pela primeira vez por Cabrera (1963a), ¢ uma
espécie com distribuicdo restrita a poucas areas ao sudoeste do Rio Grande do Sul no
Brasil e Uruguai além de alguns relatos de ocorréncia na provincia de Missiones na
Argentina (Azevédo-Gongalves e Matzenbacher, 2007) e no Paraguai (Bortiri, 1999;
Cabrera, 1963a). Esta espécie € encontrada em beiras-de-estrada, terrenos baldios e em
areas de pastagem, e por ser de porte pequeno e ter ligulas ndo vistosas ¢ uma planta
pouco notada (Azevédo-Gongalves e Matzenbacher, 2007). Hypochaeris tropicalis,
entretanto, apresenta caracteristicas especificas que as diferenciam das demais espécies
do género, tais como folhas estreitas e muito recortadas (Figura 1) e auséncia de rostro

nas cipselas (Bortiri, 1999).

Ha poucos relatos na literatura sobre as caracteristicas morfologicas de H.
tropicalis. Sabe-se que a espécie € uma erva perene, com 11 a 37 cm de altura, raiz
pivotante profunda, haste floral delgada, ereta, macica e hirsuta e ramificacdo
normalmente apical. As folhas sdo caulinares, situadas nas bifurca¢des da haste floral,
alternas, rosuladas e sésseis, longamente hirsutas na face dorsal da nervura central, com
margens irregularmente lobadas ou partidas. A inflorescéncia € do tipo cimera, com
flores liguladas amarelas, que ultrapassam as bracteas involucrais. As cipselas sdo
cilindricas, ligeiramente atenuadas no apice e na base, com cinco sulcos longitudinais e
numerosas reentrancias transversais, apresentando coloracdo que varia de bege a

castanho-claro, quando imaturo, e castanho-escuro quando madura. As cipselas sdo
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desprovidas de rostro, uma caracteristica exclusiva entre as espécies do Rio Grande do
Sul e que auxilia na sua identificacdo. Os papus sdo plumosos, unisseriados e de

coloracdo castanha a branca, e sua frutificacdo ocorre entre os meses de novembro ¢

dezembro (Azevédo-Gongalves e Matzenbacher 2007).

Figura 1: Espécie Hypochaeris tropicalis cultivada em casa de vegetacdo, na Universidade
Estadual de Londrina — UEL, Londrina-Pr.

2.3 Marcadores Moleculares

O desenvolvimento das técnicas de Biologia Molecular possibilitou a aplicagdo
de ferramentas, que permitem detectar com maior facilidade a variabilidade existente
dirctamente ao nivel de DNA. Entre estas ferramentas, a reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), introduzida na década de 80 por Kary Mullis, tornou possivel a
sintese enzimadtica in vitro de milhdes de copias de um segmento especifico de DNA,
causando uma revolucao nas investigagdes genéticas. Aplicada a estudos filogenéticos e
em genética de populagdes, a técnica de PCR produz uma grande quantidade de
informacdes, permitindo uma maior compreensdo dos processos de especiagdo, padroes
de biogeografia, bem como sobre a estrutura genética de populacdes (Sebbenn 2001;

Telles et al., 2003; Ferreira e Grattapaglia 1998).

Entre os marcadores moleculares que fazem uso da PCR, os AFLPs (Amplified
Fragment Length Polymorphism) tém sido amplamente utilizados em estudos genéticos
de plantas, pois associa o polimorfismo gerado por enzimas de restri¢ao a capacidade de
detecgdo da técnica de PCR. Apesar de algumas limitacdes, visto que sdo marcadores de
natureza dominante, o que diminui a quantidade de informagdes geradas por loco, os
marcadores AFLP apresentam vantagens, como a nao necessidade de informagdo prévia
da sequéncia de DNA e a utilizagdo de primers mais longos, comparado com os primers

de RAPD, o que aumenta significativamente a especificidade da amplificacdo, evitando



com isso a competicdo que ocorre durante a PCR, além de acessar todo o genoma e ter

grande reprodutibilidade (Ferreira e Grattapaglia 1998).

A analise de AFLP consiste de quatro etapas distintas; a) clivagem do DNA
genomico com enzimas de restri¢ao; b) ligagao de adaptadores especificos, que possuem
terminais complementares as extremidades resultantes da clivagem pelas enzimas de
restricdo; ¢) reagdo pré-seletiva, que faz uso de um par de primers que correspondem a
sequéncia dos adaptadores com uma base adicional, possibilitando uma reducao
significativa na quantidade de fragmentos e; d) reacao seletiva, que permite a adicdo de
1-3 bases adicionais aos primers pré-seletivos, gerando os produtos de amplificacao que
sdo usados para a andlise genética. Os fragmentos gerados na amplificagdo seletiva sdo
entdo separados por eletroforese em gel de poliacrilamida, ou por eletroforese capilar

utilizando equipamentos e programas especificos.

A técnica de AFLP tem sido aplicada com sucesso em estudos do género
Hypochaeris, tanto para a determinagdo das relagdes filogenéticas interespecificas como
para estudos sobre estrutura genética de populagdes. Os resultados obtidos tém
mostrado a eficiéncia destes marcadores em fornecer informagdes, que auxiliem na
compreensdo sobre os processos de radiagdo adaptativa do género no continente sul-
americano (Stuessy et al., 2003, 2004; Tremetsberger et al., 2003A, 2003B;
Tremetsberger et al., 2004; 2006; Ortiz et al., 2007; Reck et al., 2011; Rodrigues, 2010).

Outra classe de marcadores moleculares que também faz uso da PCR
compreende os microssatélites ou SSRs (Simple Sequence Repeats). Os SSRs tém sido
os marcadores mais utilizados para identificagdo de polimorfismo, principalmente
devido a sua caracteristica codominante (Ferreira e Grattapaglia 1998). Sdo constituidos
por sequéncias curtas (2 a 5 pares de base) repetidas em tandem, que ocorrem em forma
de unidades repetitivas de mono, di, tri e tetra nucleotideos (Tautz, 1989). Além disso,
0os SSRs sdo amplamente distribuidos em todo o genoma dos eucariotos, possuindo um
loco génico altamente varidvel, multialélico e de grande conteudo informativo (Dutech
et al., 2007). Devido as sequéncias de repeti¢cdes estarem localizadas preferencialmente
em regides ndo codificadoras, e por sofrerem mutacdes sem os efeitos da selecdo, os
SSR sao considerados marcadores neutros (Ellegren, 2004). Entretanto, ha evidéncias

de SSRs em regides codificantes (Oliveira et al., 2006).
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As regides de SSR sdo consideradas instaveis, pois estdo sob influencia de
alteragdes mutacionais do tipo adi¢ao ou delecdo, que ocorrem devido ao deslizamento
da enzima DNA polimerase (slippage) durante a replicagdo, e também ao crossing-over
desigual (Moreira, 2006; Tautz, 1992). Devido a essa instabilidade, trés modelos
mutacionais foram criados para explicar sua evolucdo dos microssatélites: a) Stepwise
Mutation Model (SMM), que considera ocorréncia de evolugdo por eventos simples
“passo a passo”; b) Infinite-Allele Model (IAM), que considera que a evolugdao ocorre
infinitamente de forma a gerar perfis moleculares distintos dos existentes e; c¢) Two-
Phase Model (TPM), considerado um modelo intermediario entre SMM e [AM
(Sainudiin, et al., 2004).

A maior limitacdo a aplicacdo dos SSRs ¢ a necessidade do desenvolvimento
prévio dos marcadores, por meio de procedimentos de custo elevado. A amplificagao
dessas regides se da via PCR, através de iniciadores especificos, geralmente de tamanho
entre 20 a 25pb, os quais sdo obtidos a partir de banco gendmicos enriquecidos em
microssatélites (Ferreira e Grattapaglia, 1998). Como alternativa para minimizar os
custos da técnica de SSR, tem sido utilizada a amplificagdo heterdloga ou
transferibilidade, que consiste no uso de iniciadores ja desenvolvidos para espécies
geneticamente relacionadas (Tautz, 1989). A transferibilidade de SSR em plantas ¢ bem
sucedida, principalmente dentro de um mesmo género, com frequéncia de sucesso de
quase 60% em dicotiledoneas e perto de 40% em monocotiledoneas (Barbara et al.,

2007).

Devido a diversidade alélica e o alto contetdo informativo, essa técnica tem sido
aplicada com sucesso em estudos de genética de populacdes no género Hypochaeris,
permitindo comparagdes dentro e entre populagdes (Lucio, 2011; Chaves, 2012). As
analises realizadas a partir de dados de SSR tem permitido fazer inferéncias sobre a
historia evolutiva de varias espécies de plantas, possibilitando avaliar atributos
genéticos importantes para estudos evolutivos, de genética de populacdes, mapeamento
genético e de identificagdo de genotipos (Hughes; Queller, 1993; Ferreira e Grattapaglia,

1998).

2.4 Estrutura genética de Populagdes
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A estrutura genética de populagdes ¢ dada pelo padrido de variacdo genética entre
e dentro de populacdes naturais (Dias, 2006). Porém esse padrdo pode ser influenciado
pelo modo de reprodugao, tamanho populacional, distribui¢ao geografica e fluxo génico
(Hamrick 1982). Para que as populacdes sejam consideradas estruturadas ¢ necessario
que apresentem um equilibrio dindmico entre fatores de diferenciagdo (deriva e selecdo
natural) e fatores de homogeneizacao (fluxo génico), sendo que cada fator deve variar
de acordo com o tamanho populacional e area de distribuicdo da espécie (Solé-Cava

2001).

Entre os fatores que influenciam na estrutura das populagdes estdo incluidos a
deriva genética e o fluxo gé€nico. A deriva se refere a uma flutuagdo aleatoéria na
freqliéncia alélica, levando eventualmente, a fixa¢do/perda de alelos. Populagdes que
apresentam efeito de deriva genética tém como principais consequéncias a perda de
variagdo dentro de populagdes e possivel divergéncia genética entre elas (Futuyma
1992). Segundo Ridley (2006), quanto menor o tamanho efetivo da populagdo maior a
intensidade do efeito de deriva genética, enquanto em populacdes suficientemente
grandes, o efeito da deriva ¢ desprezivel. Por outro lado, o fluxo génico apresenta
efeitos contrarios aos da deriva genética, tendo a funcdo de movimentar os genes de
uma populacdo para outra (Slatkin 1985). Segundo Wright (1931) o fluxo génico reduz
a diferenciagdo genética entre as populagdes, sendo responsaveis pela introducdao de
novas variagdes genéticas na populac¢do receptora. As populagdes evoluem de forma
conjunta se o fluxo génico entre elas forem altas, porém se esta for baixa, as populagdes

podem divergir e se tornarem reprodutivamente isoladas (Slatkin 1994).

Existem diversos modelos de fluxo génico, dentre eles os mais comuns sdo: a) o
modelo continente-ilha, onde o fluxo de alelos ocorre em uma Unica dire¢do, partindo
de uma populacdo grande para uma menor e isolada; b) o modelo de ilhas, onde o
movimento de alelos se da ao acaso, em qualquer dire¢do; ¢) o modelo stepping-stone,
onde o fluxo ocorre apenas entre populagdes vizinhas e; d) o modelo de isolamento por
distancia, onde o fluxo de alelos ocorre somente entre vizinhos proximos (Futuyma

1992).

Por fim, a genética de populagdes tem como objetivo descobrir mecanismos
evolutivos que atuam sobre as populagdes naturais, onde para alcangar esses objetivos,
diferentes técnicas da biologia molecular em conjunto com programas computacionais

vém sendo utilizados para determinar com maior exatiddo os processos evolutivos,
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contribuindo assim para o melhor entendimento das diferenciagdes entre populagdes

naturais (Avise 2004).

2.5 Filogenia do género Hypochaeris

A filogenética ¢ uma area da genética que atua de forma complementar a
classifi¢do taxonOmica tradicional. Onde através do uso de ferramentas tecnologicas,
grande quantidade de dados moleculares ¢ gerada, possibilitando uma maior
compreensdo sobre a diversidade biologica (Mortiz e Hillis, 1996). Uma dessas
ferramentas inclui os marcadores moleculares, que tem se tornando cada vez mais
frequentes em analises filogenéticas, contribuido para esclarecer melhor a relagdo entre

as espécies (Buso, 2005).

Estudos moleculares com espécies de Hypochaeris, representando o centro de
origem e de diversificagdo do género, foram realizados por meio de sequéncias de
regides ITS (Internal Transcribed Spacer) nuclear, genes de cloroplastos e AFLP. Os
resultados mostraram uma baixa divergéncia entre as sequéncias de DNA do grupo sul-
americano, sugerindo assim uma origem monofilética para o grupo (Samuel et al.,
2003). Por meio de AFLP Tremtsberger (2005) identificou a espécie Hypochaeris
angustifolia, endémica do Marrocos, como sendo co-irma das espécies do grupo sul-
americano, visto que ficou evidente que H. angustifolia ocupa uma posicao filogenética
intermedidria entre as espécies do Mediterrdneo e as da América do Sul. Dados de
AFLP (Tremetsberger et al., 2006 e Reck et al., 2011) possibilitaram a identificacdo de
seis clados moleculares, separando as espécies sul-americanas de Hypochaeris
incluindo: 1) grupo Apargioides (H. apargioides, H. clarinoides, H. gayana, H.
spathulata e H. thrincioides), 2) grupo Chondrilloides (H. chondrilloides, e H.
patagonica); 3) grupo Microcephala (H. alba, H. albiflora, H. argentina, H. chillensis,
H. microcephala e H. parodii); 4) grupo Pampasica (H. megapotamica, H. pampasica e
H. pinnatifida); 5) grupo Sessiliflora (H. echegarayi, H .eremophila, H. meyeniana, H.
sessiliflora e H. taraxacoides); 6) grupo Tenuifolia (H. acaulis, H. hookeri, H. incana,

H. palustris e H. tenuifolia); 7) grupo Lutea (H. catharinensis e H. lutea).
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3. OBJETIVOS
3.1 Gerais:

Fazer uso de marcadores moleculares para investigacdo genética de Hypochaeris
tropicalis, identificando caracterisitcas bioldgicas (perfis moleculares e citogenéticos) e
fatores ecologicos que possam estar relacionados com os mecanismos evolutivos
ocorridos no estabelecimento e fixacdo da espécie, como forma de determinar a
estrutura genética de populagdes da espécie bem como seu posicionamento filogenético

dentro do grupo sul-americano.
3.2 Especificos:
e Aplicar a técnica de AFLP, para acessar a diversidade e a estruturagcdo genética

em diferentes populacodes de H. tropicalis;

e Avaliar a transferibilidade de marcadores microssatélites das espécies
Hypochaeris chillensis ¢ Hypochaeris catharinensis para aplicagdo nos estudos

de populagdes de H. tropicalis.

e Aplicar a técnica de AFLP e utilizar sequéncia de ITS para investigar o

posicionamento de H. tropicalis dentro do grupo do sul — americano.

e Identificar os fatores que contribuiram para a estruturagdo das populagdes e os

processos filogenéticos e evolutivos do género na América do Sul.

23



6. Artigo 1

Estrutura genética de populacdes de Hypochaeris tropicalis (Asteraceae)

acessada por meio de marcadores moleculares AFLP e SSR

*Este artigo serd submetido a revista Genética.
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Resumo

Hypochaeris é considerado modelo para estudos evolutivos e biogeograficos. Neste
trabalho utilizamos marcadores de AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphisms)
e de microssatélites (SSR-Simple Sequence Repeats) a fim de acessar a estrutura
genética em uma amostra de 183 individuos de seis populagdes de Hypochaeris
tropicalis, uma espécie com distribuicao restrita, que esta sendo incluida pela primeira
vez em estudos moleculares. A partir de seis combinagdes de primers seletivos de
AFLP, foram obtidos 1.488 marcadores com uma média de 67% de polimorfismo. A
percentagem de locos polimorficos (P) e os indices de diversidade génica (Hs) variaram
de 46,84% a 71,05% e 0,1077 a 0,1445 respectivamente. A andlise de variancia para
dados moleculares (AMOVA) mostrou que maior parte da variagdo (89,54%) se
encontra dentro das populagdes. A andlise Bayesiana de agrupamentos identificou dois
clusters principais, um deles agrupando quatro populacdes e o outro com duas
populacdes. Para a andlise de microssatélites foram utilizados primers especificos
desenvolvidos para duas espécies (H. catharinensis ¢ H. chillensis) proximas a H.
tropicalis. Nove pares de primers mostraram 6timo padrdo de transferéncia e foram
usados para acessar a diversidade genética da espécie. Foi identificado um total de 56
alelos com uma média de 6,2 alelos por loco nas seis populagdes. A heterozigosidade
média foi de 0,52, para heterozigosidade observada e 0,41 para heterozigosidade
esperada, onde todas as populagdes exibiram excesso de heterozigotos. O teste F-Wright
(Fis) com a corre¢do de Bonferroni evidenciou a presenca de endogamia em trés das
seis populagdes. A andlise de deriva genética indicou uma redu¢do no tamanho efetivo
em cinco populagdes, porém a presenca de fluxo génico foi verificada entre as
populagdes. A andlise de variancia foi congruente entre os dados de AFLP e SSR,
mostrando baixa diferenciagdo genética entre populagdes de H. tropicalis sugerindo que
a espécie apresenta sistema de reproducdo predominantemente alogama. Como
evidenciado pela estatistica Bayesiana, a falta de estruturacdo das populagdes de H.
tropicalis pode estar associada a diversificacdo recente e rapida do género Hypochaeris

na América do Sul.

Palavras-chave: Hypochaeris, AFLP, SSR, Diversidade genética.
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Abstract

Hypochaeris is considered a biological model to understand evolutionary and
biogeographic processes in the vascular flora of South America. We use AFLPs
(Amplified Fragment Length Polymorphisms) and microsatellites (SSR-Simple
Sequence Repeats) to access the genetic struture in a sample of 183 individuals
belonging to six populations of Hypochaeris tropicalis, a species with restrict
distribution that is under molecular studies for the first time. Six selectives AFLP
primer combinations were used rendered 1.488 markers with 67% of polymorphism.
The percentage of polimorphic loci and the genetic diversity indexes varied from
46.84% to 71.05% and from 0.1077 to 0.1445, respectively. AMOVA showed that
mosto of the variation (89.54%) is found within rather than between (10.46%). Bayesian
analysis identified two main clusters, the first comprising four populations and the
second with two populations. For microsatellite analysis we used specific primer pairs
developed for two sister species (H. catharinensis e H. chillensis) of H. tropicalis. Nine
primers pairs showed high levels of amplification and they were applied to access the
genetic diversity in the six populations of H. tropicalis. The SSR identified a total 56
alleles with an average of 6.2 alleles per locus. The average heterozygosity was 0.52
and 0.41 for observed heterozygosity and expected heterozygosity, respectively, with all
populations exhibiting heterozygoty excess. Wright-F test (Fis) with the Bonferroni
correction identified the presence of inbreeding in three of the six populations. Genetic
drift analysis indicated a reduction in the effective size in five populations, but the
presence of gene flow was observed among populations. Variance analysis for
molecular data (AMOVA) was congruent between SSR and AFPL data, evidencing a
low genetic differentiation among populations, thus suggesting that the reproductive
system of H. tropicalis is preferably allogamous. In addition, as showed by Bayesian
statistics, there was absence of population genetic structures in H. tropicalis, possible

because the recent and rapid diversification of the genus in South America.

Key words: Hypochaeris, AFLP, SSR, Genetic diversity.
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INTRODUCAO

O género Hypochaeris ocorre particularmente em regides subtropicais e
temperadas, podendo ser encontradas em diferentes ecossistemas, tais como: campos,
ambientes savanicos ¢ florestas abertas (Barroso 1991; Cabrera 1929, Matzenbacher
1985; Garcia et al. 2000). Possui mais de 15 espécies ocorrendo na Europa, Asia e
noroeste da Africa, e cerca de 50 espécies na América do Sul (Defillips 1976;
Oberprieler 2002; Bortiri 1999). Com base no nimero e na morfologia cromossoémica, o
género foi dividido em dois centros de diversificagdo, sendo a regido mediterranea

como centro primario e a América do Sul como centro secundario (Stebbins 1971).

O ntimero de espécies de Hypochaeris na América do Sul pode ser explicado como
resultado da grande diversidade de habitats disponiveis nesta regido, favorecendo a
atuacdo de fendmenos de radiacdo adaptativa rapida e recente, onde através de uma
unica espécie ancestral, episddios repetidos de especiagdo foram capazes de gerar
numerosos tipos de descendentes com caracteristicas distintas (Stuessy et al. 2003;
Samuel et al. 2003). As caracteristicas encontradas em Hypochaeris permitem que o
género seja considerado um excelente modelo para estudos evolutivos e biogeograficos.
Estudos cromossdmicos, de organizagao cariotipica, assim como (Stebins 1971; Cerbah
et al. 1995, 1998a; Ruas et al. 1995, 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; Reck et al. 2011) e de estruturas populacionais
(Tremetsberger et al. 2003a, 2003b; Muellner et al. 2005; Mix et al. 2006; Terrab et al.
2009; Rodrigues 2010; Reck et al. 2010; Lucio 2011; Chaves 2012) tem sido realizado

com Sucesso no gél’lCI‘O.

Dentre as espécies de Hypochaeris da América do Sul, H. tropicalis ¢ uma
espécie pouco conhecida, com distribui¢ao restrita a poucas areas ao sudoeste do Rio
Grande do Sul no Brasil e Uruguai, além de alguns relatos de ocorréncia na provincia de
Missiones na Argentina (Azevédo-Gongalves e Matzenbacher, 2007) e no Paraguai
(Bortiri, 1999; Cabrera, 1963a). Esta espécie ¢ encontrada em beiras-de-estrada,
terrenos baldios € em 4reas de pastagem, que se caracterizam por apresentar relevo
plano, com solos ricos em basalto e arenito, com vegetacao predominante de campo

sujo, sendo composto por arbustos, subarbustos e herbaceas, principalmente gramineas,
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que proporciona uma boa cobertura ao solo. Além disso, a pouca profundidade destes
solos os torna improprios para a agricultura, sendo explorados para atividades
agropastoris (Girardi-Deiro, 2008). Por ser de porte pequeno e ter ligulas ndo vistosas,
H. tropicalis ¢ uma planta pouco notada (Azevédo-Gongalves e Matzenbacher, 2007),
entretanto, apresenta caracteristicas especificas que as diferenciam das demais espécies
do género, tais como folhas estreitas e muito recortadas e auséncia de rostro nas cipselas

(Bortiri, 1999).

A quantidade de variagdo genética em uma espécie e sua distribuicao entre e dentro
das populacdes ¢ determinada por um grande nimero de fatores, tais como sistema de
reproducdo, fatores ecologicos, disponibilidade de habitat, migragdo entre populacdes e
eventos historicos (Ortiz et al. 2008). Porém para que as populagdes sejam consideradas
estruturadas € necessario que apresentem um equilibrio dinamico entre fatores de
diferenciagdo (deriva e sele¢do natural) e fatores de homogeneizag¢do (fluxo génico),
sendo que cada fator deve variar de acordo com o tamanho populacional e area de

distribuicdo da espécie (Solé-Cava 2001).

Diversas técnicas de marcadores moleculares vém beneficiando tanto as analises de
genética de populagdes, quanto os estudos taxondmicos, evolutivos e ecoldgicos
(Agarwal et al. 2008; Castillo et al. 2008). Dentre essas técnicas destacam-se o AFLP
(Amplified Fragments Lenght Polymorphism) e os microssatélites ou SSR (Simple
Sequence Repeats), sendo que o primeiro apresenta vantagens decorrentes do numero de
marcadores gerados por ensaio, enquanto € o segundo tem sido amplamente utilizado
por apresentar um alto contetido de informacdes polimorficas, devido sua natureza
codominante. Neste trabalho utilizamos métodos para obten¢do de dados moleculares
(AFLP e SSR) com o objetivo de investigar a estrutura genética de seis populagdes de
H. tropicalis, distribuidas na regido sudoeste do Rio Grande do Sul, contribuindo com
informagdes relevantes que auxiliem nos estudos filogenéticos e evolutivos do género

Hypochaeris.

MATERIAIS E METODOS

Material amostrado
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Foram coletadas amostras de seis popula¢des de H. tropicalis distribuidas ao
sudoeste do Rio Grande do Sul (Tabela 1) e colocados aquénios para germinagdo em
casa de vegetacdo, a fim de se coletar meristemas radiculares e folhas, necessarios aos
estudos citogenéticos e moleculares, respectivamente. Alguns individuos de cada
populagdo foram preservados em exsicatas para serem depositados no Herbario da
Universidade Estadual de Londrina (FUEL). As areas de coleta das populacdes de H.
tropicalis se caracterizam por apresentar relevo plano, com solos ricos em basalto e
arenito, com vegetacao predominante de campo sujo, sendo composto por arbustos,
subarbustos e herbaceas, principalmente gramineas, que proporciona uma boa cobertura
ao solo. Além disso, algumas populagdes foram amostradas e em areas de pastagens,
ricas em matéria organica. A pouca profundidade destes solos os torna imprdprios para

a agricultura, sendo explorados para atividades agropastoris (Girardi-Deiro 2008).

Tabela 1: Populagdes de H. tropicalis, amostradas na regido sudoeste do Rio Grande do
Sul, com as siglas utilizadas para citagdes das populagdes, numero de individuos
coletados (N), areas de coleta com os respectivos numeros das populagdes coletadas (N)

seguido da abreviatura dos nomes dos coletores.
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Populagdes N Localizagdo das coletas e coordenadas geograficas

AL 23 Rodovia RS 306 (Rio Grande do Sul), Proximo a Alegrete, 29°57°38.16”S
055°39°44.17°W; N80, CR, PR, AS, ER.

IT 34 BR 472, proximo a Itaqui, RS, 29°03°00.19”’S 056°11°49.52”W; N82, CR, PR, AS, ER

ROA 25 BR 377, Rodovia Osvaldo Aranha Préximo a Uruguaiana, RS, 29°54°42”S
056°21°40”W; N84, CR, PR, AS, ER.

URU 42 BR 293, Proximo a Uruguaiana, RS, 30°03°43”S 56°25°59”W; N86, CR, PR, AS, ER.

ART 30 BR 377, RS; proximo a fronteira com Uruguai (cidade de Artigas), 30°10°32” S
56°27°50”W; N87, CR, PR, AS, ER - (FUEL 53.052).

RI 29 BR 293, RS, Proximo a Rivera, no Uruguai, 30°36°11”’S 55°58°14”W; N91, CR, PR,

AS, ER - (FUEL 53.052).

Abreviacdes dos coletores: CR, Claudete F. Ruas; PR, Paulo M. Ruas; AS, Angelo A.
Schneider; ER, Eduardo A. Ruas; FUEL — Herbario da Universidade Estadual de Londrina.



Brazil

Argentina

Uruguay

0 85 170 255 km

LEGENDA: ART - Artigas, URU — Uruguaiana, ROA — Rodovia Osvaldo Aranha

IT - Itaqui, AL — Alegrete, RI — Rivera

Figura 1: Mapa representativo das seis areas de coleta de Hypochaeris tropicalis

(conforme Tabela 1) situadas no sudoeste do estado do Rio Grande do Sul, Brasil.

Analise genética

Extracao de DNA

O DNA foi extraido a partir de folhas jovens armazenadas em silica gel, usando o
método CTAB (cetyltrimethylammonium bromide, Sigma-Aldrish, Missouri-USA)
como proposto por (Doyle e Doyle 1987) com pequenas modificacdes. Brevemente, a
extracdo com cloroformio- alcool isoamilico foi realizado duas vezes e ao sobrenadante
foi adicionado 1000uL. de CTAB para precipitagdo (CTAB 2%, 20mM-EDTA 0,5M,
100mM-Tris-Hcl 1M e H,O destilada). Em seguida as amostras foram mantidas em
temperatura ambiente por 30 min, e diluidas em TE (0,ImM) acrescido de NaCl (1M) e
1000ul de etanol 95% gelado. Apos incubacdo por lh a -20° as amostras foram
centrifugadas, sendo o precipitado submetido a duas lavagens com alcool 70% e diluido
em TE (0,1mM). A qualidade do DNA total obtido, foi verificado por eletroforese em
gel de agarose (1%). A concentragdo de DNA foi estimada utilizando o quantificador

NanoDrop 2000/2000c (Thermo Scientific, California-USA).
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Reagdes de AFLP

Para cada amostra cerca de 700ng do DNA gendémico foi digerido com 1 U de
Msel e 5 U de EcoRI (Thermo Scientific, California-USA), em volume total de 20uL a
37°C por 12 h. Os fragmentos gerados foram ligados a adaptadores especificos,
conforme descrito por Vos et al. (1995). Os produtos da restricdo e ligacdo foram
diluidos em 1:4 em 4&gua ultra-pura, para posteriormente serem utilizados nas
amplificagdes. A amplificagdo pré-seletiva foi realizado utilizando o kit GoTaq® Green
Master Mix (Promega, Winchester-USA), primers pré-seletivos (5pM) EcoRI + A e
Msel + C (4,75 uL), 3,0 uL da diluigdo restricdo-ligagdo e agua ultra pura, para
completar o volume de 10 pL. O programa da amplificagdo pré-seletiva foi realizada em
1 ciclo de 72°C por 2 min, 20 ciclos de 90°C por 1 s, 56°C por 30 s e 72°C por 2 min
seguido de 1 ciclo final de 60°C por 30 min. Em seguida, 5 pL da reagdo pré-seletiva foi
colocada em gel de agarose 1%, para se verificar o padrao dos fragmentos, e os SulL
restantes foram diluidos em 40 pL de agua ultrapura. A amplificacdo seletiva foi
realizada com seis combinagdes de primers marcados com fluordéforos (EcoRI-AGC
(FAM)/Msel-TG; EcoRI-AGC (HEX)/Msel-CTAG; EcoRI-AGC (NED)/Msel-CAAG;
EcoRI-ACT (FAM)/Msel-CTT; EcoRI-ACT (HEX)/Msel-CAAG; e EcoRI-ACT
(NED)/Msel-CTAG. As reagodes seletivas foram compostas dos primers seletivos Msel
(5uM) e EcoRI (1uM), 3,5uL de master mix para PCR GoTaq® Green Master Mix,
(Promega, Winchester-USA), 2,5uL da reacao de pré-amplificagdo diluida e 2,92uL de
agua ultrapura para completar o volume de 10 pL. O programa para amplificagdo foi
composto por 1 ciclo de 94°C por 2 min, 65°C por 30 s e 72°C por 2 min; 8 ciclos de
94°C por 1 s, 64°C por 30 s e 72°C por 2 min; 23 ciclos de 94°C por 1 s, 56°C por 30 s
e 72°C por 2 min e 1 ciclo final de 60°C por 30 min. A resolu¢do dos fragmentos foi
realizada por eletroforese capilar usando o sistema disponivel no analisador automatico

de DNA modelo 3500xL (Applied Biosystems, California-USA).

Andlise estatistica para dados de AFLP

O numero de locos polimorficos, a diversidade génica de Nei (Hg) (1978), a
variabilidade genética entre ¢ dentro das populagdes, o Indice de Fixacido Alélica (Fst) e
o Fst par a par foram calculadas utilizando o programa Arlequin versdo 3.11 (Excoffier
et al., 2005). O dendrograma foi obtido a partir de uma matriz de distancia genética de

Nei (1978), usando o método de agrupamentos UPGMA (Sokal; Michener, 1958),
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disponivel no programa TFPGA 1.3 (MILLER 1997). O programa FAMD versao 1.3
(Schliiter; Harris, 2006) foi utilizado para a analise da coordenada principal, nimero de
fragmentos fixados e privados. O teste para identificar uma possivel correlagdo entre
distancia genética e geografica foi realizado com base nos valores Fst e a distdncia em
Km entre pares de populacdes, por meio do teste de correlagdo de Pearson, disponivel
no software Bioestat 5.0 (Ayres et al. 2007). Para identificar a formagdo de grupos (k)
das populagdes, foi utilizado o programa Structure versao 2.3.3 (Hubisz et al. 2009),
onde a andlise do nimero de clusters foi realizada seguindo o modelo misto com
periodo de comprimento de 10000 e 100000 repeticdes. O ntimero de clusters foi

determinado de acordo com o método de Evano et al. (2005).

Amplificagdo de Regides Microssatélites

Para o estudo das regides de microssatélites foram utilizados nove pares de
primers, desenvolvidos previamente para duas espécies proximas (H. catharinensis e H.
chillensis), conforme descrito na Tabela 6. Para a genotipagem foi utilizada a marcagdo
indireta por fluoroforos, por meio do sistema que tem como base a adicao de trés
primers na reagdo de PCR, conforme descrito em Schuelke (2000). Neste método, uma
cauda de sequéncia M13 (TGTAAAACGACGGCCAGT) ¢ adicionada na extremidade
5’ do primer. As reagdes de amplificacdo continham 4,5uL de GoTaq Green Master
Mix (tampao 2x, pH 8,5, 1600uM dNTP e MgCl 3mM; Promega, Winchester-USA),
0,08uL de primer foward (5SpM), 0,32uLL de primer reverse (5pM), e 0,32uL de primer
M13 (5pM), marcado com um fluoréforo (Ned, Hex, 6-Fam) (5pM), 1uL de DNA
(10,0ng) e 3,78uL de agua livre de nucleases para ajustar o volume final para 10pL.

As reagdoes de PCR foram feitas utilizando-se termociclador PTC200 (MJ
Research, Massachusetts-USA), 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 extensdo final de 60°C por 40 minutos. O
produto final da amplificacdo foi submetido a eletroforese capilar no sequenciador
automatico 3500xL (Applied Biosystems, Califérnia-USA).

Andlise estatistica para dados de SSR
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Para os dados de microssatélites foi utilizado o programa Gene Marker v. 2.6,
que permite determinar o tamanho dos alelos, usando como padrdao o marcador de peso
molecular GeneScan™ 600-LIZ® Size Standard (Life Technologies, California-USA).
Por meio de matrizes de dados os resultados foram organizados e submetidos aos
seguintes programas computacionais: a) FSTAT (Goudet 2014) aplicado para a andlise
da variabilidade genética dentro das populagdes, o numero de alelos por loco (A), o
numero de alelos efetivos (Ae), numero de alelos privados (Ap), heterozigosidade
observada (Ho) e esperada (He) e o coeficiente de endogamia (Fis), onde para cada
populagdo foi realizada a correcdo de Bonferroni, a fim de verificar se estas estavam em
desequilibrio de Hardy-Weinberg; b) COANCESTRY (Wang 2010), usado para
confirmar o coeficiente de endogamia; ¢) Micro-Checker 2.2.3. (Van Oosterhout et al.
2004) aplicado para detectar possiveis alelos nulos, como bandas Stutter que ocorrem
durante a PCR e afeta a leitura dos SSRs; d) BOTTLENECK (Cornuet; Luikart 1996,
1999; Piry 1999) utilizado para verificar se as populagdes passaram por gargalo
genético recente, levando em conta os trés modelos evolutivos para locos de SSRs; e)
ARLEQUIN v. 3.11 (Excoffier; Laval; Schneider 2005) utilizado anélise de variincia
molecular (AMOVA) para andlise de variabilidade genética total entre e dentro de
populagdes e o indice de fixagdo alélica (Fst); f) BAYESASS (Wilson; Rannala 2003)
aplicado para estimar o fluxo génico pelo método bayesiano; g) Bioestat 5.0 (Ayres et
al. 2007) para verificar uma possivel correlagdo entre distancias genéticas e distancias
geograficas (teste de Pearson), feito com base nos valores Fst entre pares de populagdes;
h) Structure v.2.3.3 (Hubisz et al. 2009) usado para identificar a formagao de grupos (K)
de populagdes geneticamente similares, seguindo o modelo misto de clusters com
periodo de comprimento de 10000 e 100000 repeticdes € o numero de clusters,
determinado de acordo com Evanno; Regnaut; Goudet (2005); 1) O programa Genepop
v.3.4 (RAYMOND; ROUSSET 1995) foi utilizado para calcular o teste exato de
equilibrio de Hardy—Weinberg (GUO; THOMPSON 1992); j) O programa TFPGA 1.3
(MILLER 1997) para a realizagdo de um dendrograma obtido a partir de uma matriz de
distancia genética de Nei (1978), usando o método de agrupamentos UPGMA (Sokal;
Michener, 1958).

RESULTADOS

Marcadores AFLP
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Seis combinag¢des de primers de AFLP foram aplicadas ao estudo de seis
populagdes de H. tropicalis produziram um total de 1.488 marcadores com 67% de
polimorfismo (Tabela 2). A porcentagem de locos polimorficos apresentou uma
variagdo de 46,84% na populacdo de Itaqui (IT) a 71,05% na populacao de Uruguaiana
(URU) com uma média de 54,83% entre as populagdes (Tabela 3).

Tabela 2. Combinagdes de primers seletivos de AFLP, nimero de fragmentos
amplificados e porcentagem de polimorfismo por primer obtido em H. tropicalis.

Combinacdes de Primers Nimero de Porcentagem de
Marcadores polimorfismo

EcoRI - AGC + Msel - CTAG 193 55
EcoRI - AGC + Msel - TG 249 66
EcoRI - AGC + Msel - CAAG 280 74
EcoRI— ACT + Msel — CAAG 315 63
EcoRI—- ACT + Msel - CTT 262 77
EcoRI— ACT + Msel — CTAG 189 71

Total 1.488 Média 67

Os indices de diversidade génica observados em H. tropicalis entre as seis
populacdes, variaram de 0,1077, na populagdo Itaqui (IT) a 0,1445 na populacdo de
Uruguaiana (URU) (Tabela 3). Os nimeros de fragmentos privados e fixados estimados
para cada populacdo mostraram variagdo entre 3,6, para populacdo da Rodovia Osvaldo
Aranha (ROA), e 16,8 para a populacao de Uruguaiana (URU), enquanto os fragmentos
fixados variaram de 0,66, para populagdo Uruguaiana (URU), a 7,3 para a populagio de
Artigas (ART) (Tabela 3).
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Tabela 3. Pardmetros de diversidade genética estimados para seis populagdes de H.
tropicalis utilizando marcadores AFLP.

Populacoes N P% Hs Fragprivy  Fragg
AL 23 59,34 0,1414 11,6 2,6
IT 34 46,84  0,1077 5,5 6,6
ROA 25 48,26  0,1291 3,6 0,83
URU 42 71,05  0,1445 16,8 0,66
ART 30 49,13  0,1181 7,3 7,3
RI 29 54,33  0,1285 9,1 5,3
Média 54,83  0,1282 8,98 3,88

N= ntimero de individuos; P%= porcentagem de locos polimoérficos; Hs = diversidade
génica de Nei; Frag (priv) = fragmentos privados; Frag (fix) = fragmentos fixados;

A andlise de varidncia para dados moleculares (AMOVA), aplicada aos

marcadores de AFLP, mostrou que a maior parte (91,06%) da variancia genética de H.

tropicalis se encontra dentro das populagdes comparada com a variancia entre

populagdes de 8,94% (Tabela 4). E a andlise do indice de fixacdo entre populacdes

mostrou uma diferenciagdo interpopulacional baixa, com um valor de Fst = 0,08945

para H. tropicalis.

Tabela 4. Andlise de variancia molecular (AMOVA) aplicada a marcadores AFLP para

seis populagdes de H. tropicalis.

Fontes de Soma dos Componentes Porcentagem
variacio G.L. quadrados de varidncia de variagao
Entre 5 1204.184 6.00651 8,04
populacdes

Dentro de 177 10700.523 61.14585 91,06
populacoes

Total 182 11904.707 67.15236

Indice de

fixacio Fst =0,08945

G.L = graus de liberdade. ** p<0,01 (teste de significancia para 1023 permutagoes).

As estimativas da distincia genética entre populagdes, calculadas pelo Fist par-a-

par, mostraram que a menor distancia genética (0,04611) foi verificada entre as

populagdes de Uruguaiana (URU) e Alegrete (AL), separadas geograficamente por
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70,7km. A maior distancia genética (0,12390) foi observada entre as populagdes de
Itaqui (IT) e Artigas (AL) distantes 103,5km uma da outra (Tabela 5). O teste de
Pearson nao mostrou correlacao entre distancias genéticas e distancias geograficas (r = -

0,1014; P = 0,7191).

Tabela 5. Distancia geografica em km (acima da diagonal) e valores de Fst par a par
(abaixo da diagonal) das populagdes de H. tropicalis estudadas. Valores significativos
P=0,01 foi dada por 1023 permutagdes.

Populagio AL IT ROA URU ART RI
AL ootk 103,5 57,9 70,7 84,2 86

IT 0,12390  wdiowx 104,2 111,4 122,5 140,6
ROA 0,05379  0,09407 ek 11 24 35
URU 0,04611  0,11449 0,04767  **** 11 27,7
ART 0,11376  0,06580  0,08275 0,11837 Rlolaiol 13
RI 0,04894 0,11908 0,08789  0,08822 0,10743  Hxekx

A partir da analise da coordenada principal observa-se que as seis populacoes de
H. tropicalis tém pouca ou nenhuma estruturagdo genética, como pode ser visto nas
populacdes de Itaqui (IT) e Artigas (ART) (Figura 2B). Essa distribui¢ao explica 41,3%
(eixo X- 26,6%, Y- 7,8% e Z- 6,9%) da variabilidade genética encontrada. Na
estimativa do numero de possiveis agrupamentos populacionais pela analise bayesiana,
encontrou-se um K = 2 (Figura 2C), com a forma¢dao de um grupo entre as populacoes
de Itaqui (IT) e Artigas (ART), e outro grupo formado entre as demais populagdes. O
dendrograma gerado a partir da distancia genética de Nei (1978) (Figura 2A) corroborou
com os dados da coordenada principal e da analise bayesiana (Figuras 2B e 2C),

dividindo as populagdes em dois grupos.
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Figura 2: A) Dendrograma gerado pelo método de agrupamento UPGMA, conforme
distancia genética de Nei (1978). Numero nos ramos representam bootstrap baseado em
1000 replicagdes. B) Coordenada principal de seis populagcdes de H. tropicalis,
conforme distancia genética de Nei (1978) com eixos X, Y e Z explicando
respectivamente, 26,6%, 7,8% 6,9%, da variabilidade. C) Agrupamentos (k=2)
formados pela analise de estrutura populacional em seis popula¢des analisadas de H.

tropicalis.



Marcadores de microssatélites

Para o estudos de regides microssatélites foram usados 33 pares de primers,
desenvolvidos previamente para as espécies H. chillensis (Lucio et al. 2011) e H.
catharinensis (Chaves et al. 2012). Treze destes primers nao amplificaram em nenhuma
das condigdes testadas, enquanto 20 (60,6%) produziram fragmentos, mas somente nove
geraram produtos de amplificacdo com alto grau de reprodutibilidade, com tamanhos

esperados e polimorficos (Tabela 6).

Tabela 6. Sequéncias de pares de primers desenvolvidos para H. catharinensis (Chaves
2012) e H. chillensis (Lucio 2011), com os respectivos motivos, tamanho de pares de
bases (pb) e numero de alelos gerados (Na).

Primer/ Sequéncia pares de Motivo Tamanho Na
Genebank Primers 5°-3’ (pb)

Hcat19 F:AACAAGCAAAACCCAGGATG (TCTG)gn 201 6
JX418273  R: CATCACCACCCCCTCTTCTA (GT)s(TG)4

Hcatl17 F: ACACATGAGAAGGGCGATTT (TG)sn(TG); 203 4
JX418277 R:GGTTCCCTATTGCGTTGAAA

Hcat6 F:ACATGAAGGGACGAGTCAGG (TTC);n(TTC) 206 5
KF157561 R:AATTCGGGAGGTTCCCTTTA

Hcat7 F:GATCAACGTAGCCAGGTGGT (CT),n(TC)s 200 6
KF157562 R:TCAAGGGTTCTCCCAACAAC

Hcatl F:ATTGCAACCCTTTGCAACTT (CA), 205 3
KF157558 R:CCATATTTGTGGGATAAAGG

Hcat5s F: TGTCAGCACAACCAGCTACC (AG)A(AG), 199 6
JF715917 R:AGGCTTCCGTCATAGGGTCT G(AG),

Hchil08 F:CCTGACGATTGCACAAGAAA (TC)4 249-270 14

JF715918 R:GCGCAGTGTTTCAGATTTTG

Hchil05  F:-TGTCCGGAAACCTACTCTGG (CT);T(TC);ATGTT(TC); 188210 4
JF715917 R:TTGAATACCACGGCACACTC C (CT),...s(CT)s

Hchi211 F:CCCACAATACGCATAACACAA  (TG)s...55(CCA),G(CCA); 231 8
JF715920 R:TGTCGCAAATCGCTAGAAGA

Total 56

Os nove locos de microssatélites identificram um total de 56 alelos nas seis
populagdes, comreendendo 183 individuos. O numero total de alelos por locos variou de
3 (Hcatl KF157558) a 14 (Hchil08 JF715918) com média de 6,2 por loco (Tabela 6),
enquanto o nimero de alelos por populagdo variou de 20, na populagdo de Artigas

(ART) a 35 na populagdo de Uruguaiana (URU) com uma média de 28,3 alelos por
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populacdo (Tabela 7). Nao identificamos numeros significativos de alelos nulos nas
populagdes de H. tropicalis estudadas.

O numero de alelos efetivos (Ae) variou de 1,7 na populagdo de Rivera (RI) a
1,9 nas populagdes de Alegrete e Uruguaiana (AL e URU), com um valor médio entre
as populagdes de 1,82. Ja o nimero de alelos privados (A,) variou de 1, na populagdo de
Artigas (ART), a 7 na populag@o de Uruguaiana (URU), com uma média de 3,83 entre
as populacoes (Tabela 7).

A média de heterozigosidade observada foi de 0,52, enquanto a esperada foi de
0,41, variando de 0,47 nas populagdes de Itaqui e Rivera (IT e RI) a 0,65 na populacio
de Artigas (ART) para heterozigosidade observada. Ja a heterozigosidade esperada
variou de 0,38 na populacdo de Rivera (RI) a 0,43, nas populacdes da Rodovia Osvaldo
Aranha (ROA) e de Uruguaiana (URU) (Tabela 7). A heterozigosidade observada foi
maior que a esperada para todas as populagdes, sendo que as populacdes de Artigas,
Rodovia Osvaldo Aranha e Uruguaiana (ART, ROA e URU) foram significativas para o
teste exato de equilibrio de Hardy-Weinberg (HW).

O coeficiente de endogamia (Fis) foi negativo para todas as populacdes e
significativo para as populacdes de Artigas, Rodovia Osvaldo Aranha e Rivera (ART,
ROA e RI), utilizando a corre¢do de Bonferroni. Ja para o indice de endogamia de
Wang as populagdes de Itaqui (IT) e Artigas (ART) foram significativas.

Tabela 7. Estimativas de parametros genéticos de diversidade em nove locos de
microssatélites para seis populagdes de H. tropicalis. N: nimero de individuos por
populacdo; A: nimero de alelos por populacdo; Ae: nimero médio de alelos efetivos;
Ap: numero total de alelos privados; Ho: heterozigosidade observada; He:
heterozigosidade esperada; Fis: coeficiente de endogamia.

Populacio N A A, Ap H, H. Fis F-Wang

IT 34 29 1,78 6 047 041 -0,13 0,05*
ART 30 20 1,81 1 0,65 042 -0,54* 0,38*
ROA 25 29 183 4 0,58 043 -033* -0,39
URU 42 35 1,9 7 048" 043 -0,12 -0,76
RI 29 27 1,7 2 047 038 -0,20* -0,38
AL 23 30 1,9 3 048 040 -0,16 -0,53
Média - 283 1,82 3,83 0,52 0,41 - -

*Significancia de Fis e F-Wang (*P<0, 05) com correcio de Bonferroni 0,00093
*Significativo ao nivel de 5% para o teste exato de equilibrio de Hardy-Weinberg.
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A analise de variancia molecular (AMOVA) identificou maior variabilidade genética
dentro (97,08%) do que entre (2,92%) as seis populagdes estudadas (Tabela 8). E o
indice de fixagao foi (Fst=0,029) com os marcadores microssatélites, identificando uma

baixa diferenciagdo entre as populacdes de H. tropicalis.

Tabela 8. Andlise de varidncia molecular (AMOVA) em seis populacdes de H.
tropicalis utilizando nove locos microssatélites.

Fonte de GL SQ Componentes de % de
variacio Variincia Variacio
Entre populagdoes 5 21,982 0,04689 2,92
Dentro 360 561,581 1,55995 97,08
Populagoes

Total 365 583,563 1,60684

Indice de Fixacéo (Fst ) = 0,02918

*#p<0,01 (significancia dada pelo teste com 1023 permutacdes)

No estudo da andlise bayesiana (Tabela 9) foi identificada a ocorréncia de fluxo
génico em todas as populacdes, com excecdo da populacdo de Artigas (ART) que
acusou um numero ndo significativo de migrantes. A menor taxa de fluxo génico foi
verificada na populagdo de Uruguaiana (URU) com uma porcentagem de 0,091
migrantes oriundos da populagdo de Artigas (ART). Por outro lado, as outras
populacdes mostraram taxas semelhantes de fuxo génico, sendo a populagdo de Artigas
(ART) a que contribui com maior porcentagem de migrantes para todas as outras

populagdes (Tabela 9).

Tabela 9. Médias e intervalo de confianga a 95% (IC) das distribui¢des de propor¢do de
individuos ndo-migrantes e migrantes para seis populagdes de H. tropicalis, com base
no método de atribui¢do bayesiana de Wilson e Rannala (2003).

Populacdo Nio-migrantes Migrantes

IT 0,762 0,180 (ART)

ART 0,988 -

ROA 0,683 0,174 (ART); 0,113 (URU);
URU 0,886 0,091 (ART);

RI 0,676 0,157 (ART); 0,143 (URU);

AL 0,679 0,056 (ART); 0,240 (URU);
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A anadlise para investigar se as popula¢des sofreram recente redu¢do do tamanho
populacional, foi realizada para os trés tipos de modelos mutacionais: IAM (Infinite
Allele Model), TPM (Two Phase Model) e SSM (Stepwise Mutation Model) (Tabela
10). Onde todas as populagdes, com excecao de Uruguaiana (URU), apresentaram efeito
de deriva genética significativo, para pelo menos um modelo mutacional. No modelo
IAM, os efeitos de deriva genética foram significativos para todas as populacdes, com a
populacdo de Rivera (RI) mostrando-se também significativo para o modelo TPM
enquanto a populacao de Artigas (ART) teve efeito significativo de deriva para os trés

modelos.

Tabela 10. Teste do sinal de Wilcoxon para o excesso/deficiéncia de heterozigosidade
para nove locos microssatélites em seis populacdes de H. tropicalis (P<0,05).

IAM? TPM® SMM°

Populagdo N Hd/He P Hd/He P Hd/He P

IT 341 3/6  029% 54 034 | 72 0,03
ART 30 08 0,002%| 1/7 0,03*| 1/7  0,04*
ROA 25| 3/6  0,22% 3/6 027 | 3/6 030
URU 42| 45 0,57 6/3 0,16 | 54 0,008
RI 29 | 5/4  0,53% 5/4  0,48*%| 54 043
AL 23| 45  0,50% 54 044 | 6/3 0,18

a: Infinite allele model; b Two-phase model; ¢ Stepwise mutation model; A razdo de
Hy/H. deve ser proxima de 1:1 para populagdes que ndo sofreram gargalo genético.
*Significancia p< 0,05.

Os valores de Fst par a par variaram de 0,0018 entre as populacdes de Artigas
(ART) e Rodovia Osvaldo Aranha (ROA) a 0,0791 entre as populagdes de Artigas
(ART) e Itaqui (IT) (Tabela 11). Os valores de distancia genética foram baixos, sendo
nao significativos pelo teste de correlagdo de Pearson (r = 0,1263; p = 0,6537), nao
mostando assim correlacdo entre distancia genética e geografica.

A andlise de agrupamento populacional mostrou um K = 3 (Figura 3B),
corroborando com os dados gerados no dendrograma a partir da distancia genética de

Nei (1978) (Figura 3A), onde a maioria das populagdes que se agrupou no mesmo
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cluster, ¢ mais semelhante geneticamente. As populagdes de Itaqui (IT) e Artigas (ART)

foram separadas das no dendrograma.

Tabela 11. Distancia geografica em km (acima da diagonal) e valores de Fst par a par
(abaixo da diagonal) das populacdes de H. tropicalis estudadas. Todos os valores de Fst

foram significaticos (P £ 0,01; 1023 permutacdes) entre pares de populacdes.

Populacio IT ART ROA URU RI AL
IT - 1035 579 70,7 84.2 86
ART 0,0791 - 104,2 111,4 122,5 140,6
ROA 0,0513 0,018 - 11 24 35
URU 0,0530  0,0202 0,013 - 11 27,7
RI 0,0524 00157  0,0081  0,0065 - 13
AL 0,0595 00382 0,0159 00123 00023 -
A
|
| : : j | i
.05 .04 .03 .02 01 0.000
50 [ URU
20 RI
55 ROA
52
AL
188 ART
IT
B
1.00
0.80
0.60
0.40
0.20
0.00

IT ART

ROA

URU RI AL

Figura 3: A) Dendrograma gerado pelo método de agrupamento UPGMA, conforme
distancia genética de Nei (1978). Numero nos ramos representam bootstrap baseado em
1000 replicagdes. B) Agrupamentos (k = 3) formados pela analise de estrutura
populacional em seis populagdes analisadas de H. tropicalis.



DISCUSSAO

A partir da analise dos dados com marcadores AFLP, a porcentagem de locos
polimorficos encontrado em H. tropicalis foi considerada elevada em comparagdo
aqueles encontrados em outras espécies sul-americanas do género, como H. incana
(Hook. & Arn.) Macloskie (locos polimoérficos variando de 8,2% a 23,6%) que, segundo
Tremetsberger et al. (2009), teve a estrutura genética de suas populagdes afetada por
periodos glaciais durante o Pleistoceno. Em H. acaulis (Remy) Britton a porcentagem
de locos variou de 1 a 24% (Tremetsberger et al. 2003a). Por outro lado, em estudos
realizados com H. catharinensis (Reck 2010) espécie restrita também ao Rio Grande do
Sul, a porcentagem de locos polimorficos variou 43,72% a 71,04%, sendo proéximos aos
encontrados em H. tropicalis. Os indices de diversidade génica encontrados em H.
tropicalis foram diferentes das demais espécies do género, como por exemplo, em H.
salzmanniana DC. a diversidade variou de 0,0426 a 0,1675 (Ortiz et al. 2007), ja H.
catharinensis essa diversidade variou de 0,1937 a 0,2124 (Reck 2010), enquanto em H.
lutea esses indices variaram de 0,2588 a 0,3442 (Rodrigues 2010). Valores bem
inferiores de diversidade génica (0,001 a 0,15) foram encontrados em H. angustifolia,
espécie marroquina co-irma do grupo sul-americano de Hypochaeris (Terrab et al.
2009). Os indices de diversidade génica (Hs) de Nei (1973) estdo relacionados com a
diversidade contida dentro de cada popula¢do e, como nos locos polimorficos, esse
parametro também pode ser influenciado pelo tamanho efetivo das populacdes visto
que, quanto menor a populagdo, maiores os efeitos de deriva gé€nica sobre a diversidade

(Cornuet e Luikart 1996; Piry et al. 1999).

O ntmero de fragmentos privados encontrados em H. tropicalis, foi mais
frequente nas populacdes que apresentaram maior porcentagem de locos polimorficos e
altos indices de diversidade génica. Segundo trabalhos de Ortiz et al. (2008) e
Tremetsberger et al. (2009) com marcadores AFLP e sequéncias cloroplastidiais, estes
dados estdo relacionados com a origem de algumas populagdes, sendo este elevado em
populagdes mais antiga, pelo fato de se acumularem ao longo do tempo. Com base
nisso, podemos sugerir como local de origem das demais populacdes a populacdao de
Uruguaiana (URU), visto que esta apresenta uma alta incidéncia de fragmentos
privados, sugerrindo ser a mais antiga dentre as outras. Ja a populacdo da Rodovia
Osvaldo Aranha (ROA) tem origem mais recente, devido ao seu baixo numero de

fragmentos privados.
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A andlise de variancia para dados moleculares (AMOVA) com marcadores
AFLP, mostrou que a maior varidncia genética se encontra dentro das populacdes, e
essa alta variabilidade associado aos altos niveis de locos polimoérficos t€m sido
encontrados em plantas com fecundagdo cruzada ou mista (Hamrick e Godt 1989),
como verificado na espécie sul-americana e alégama H. tenuifolia (Hook et.Arn.)
Griseb. (Tremetsberger et al. 2003b), que apresentou maior varia¢ao dentro (69,11%) do
que entre populagdes (30,89%). Ao contrario, em H. acaulis a maior variacdo genética
foi observada entre (67,9%) do que dentro de populacdes (32,1%), uma caracteristica
comum em plantas autégamas (Tremetsberger et al. 2003a). Nao existem ainda dados
sobre o sistema de cruzamentos de H. tropicalis, entretanto, os resultados obtidos pela

analise de varidncia molecular sugerem que nesta espécie predomina alogamia.

O indice de fixagdo encontrado entre as populacdes foi considerado baixo para
H. tropicalis, assim como as distancias genéticas calculadas pelo Fst par-a-par. Segundo
Hartl e Clark (2007) valores de Fst inferiores a 15% representam niveis baixos de
diversidade genética entre populagdes, € em H. tropicalis essa baixa diferenciacdao pode
estar relacionada com a recente diversificacdo do género, onde as populagdes da espécie
ndo tiveram tempo suficiente para se diferenciar (Tremetsberger et al. 2006). E isso
pode ser observado na andlise da coordenada principal, onde foi verificada pouca ou
nenhuma estruturacdo genética entre as populagdes de H. tropicalis, sugerindo que a
baixa estruturacdo das populagdes deve-se ao fato das espécies sul-americanas de
Hypochaeris nao estarem completamente isoladas, conforme demonstrado nos estudos
de Azevédo- Gongalves e Matzenbacher (2007), que relatam a ocorréncia de hibridos
interespecificos naturais em Hypochaeris. Na andlise Bayesiana, encontrou-se um K =
2, com a formagdo de um grupo entre as populagdes de Itaqui (IT) e Artigas (ART),
onde boa parte de seus individuos foram agrupados no mesmo cluster, o que demonstra
que essas populagdes sdo mais semelhantes geneticamente. Na coordenada principal
estas populagdes foram as Unicas com indicios de estruturacdo. O outro grupo foi
formado entre as demais populacdes, onde se observa uma grande mistura entre os
individuos na analise bayesiana e também na coordenada principal. O dendrograma
gerado pelo método UPGMA a partir da distdncia genética de Nei (1978) corroborou
com os dados da coordenada principal e da analise bayesiana, agrupando as populagdes
que possuem individuos que dividem o mesmo cluster, e confirmando a semelhanca

genética entre elas, apesar da distancia geografica entre as mesmas.
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Na analise dos nove locos de SSR foi encontrado um total de 56 alelos por locos,
com uma média de 6,2 para as seis populagdes de H. tropicalis. Segundo Sharma et al.
(2011) nao existe padrao de namero de alelos entre as espécies, sendo estas variagdes
consideradas normais. Lucio et al. (2011) em gel de poliacrilamida, encontrou uma
média de 2,30 alelos por locos em oito populagdes de H. chillensis (Kunth) Britton,
sendo estes valores inferiores aos encontrados em H. tropicalis. Em estudos com a
espécie européia H. radicata foi verificado uma média de 30 alelos por locos em 17
populagdes (Mix et al. 2006) e em H. catharinensis uma média de 24 alelos por locos

em 13 populagdes (Chaves 2012).

Nao foram encontrados numeros significativos de alelos nulos nas populagdes de
H. tropicalis, devido possivelmente a proximidade genética entre as espécies sul-
americanas de Hypochaeris e a historia recente do género, que mantiveram conservadas
as regides flanqueadoras dos microssatélites. Além disso, aos critérios adotados na
escolha dos primers considerados para analise (alta repetibilidade e polimorfismo)
podem ter contribuido para incrementar a qualidade das amplifica¢des, auxiliando na

eliminagdo de desvios causados pelos alelos nulos.

A heterozigosidade observada foi maior que a esperada para as seis populagdes
de H. tropicalis, com o coeficiente de endogamia (Fis) negativo para todas as
populacdes. Porém utilizando a corre¢do de Bonferroni o Fis foi significativo para as
populagdes de Artigas (ART), Rodovia Osvaldo Aranha (ROA) e Rivera (RI), ja o
indice de endogamia de Wang foi novamente significativo para a populagdo de Artigas
(ART) e para a populagdo de Itaqui (IT). Estes resultados podem estar associados a
diminui¢do do tamanho populacional e/ou com sobreposi¢des de geragdes nessas

populagdes.

A anélise de varidncia molecular (AMOVA) com marcadores SSRs, mostrou
uma maior variabilidade genética dentro do que entre as populagdes, embora nao
existam estudos especificos sobre o sistema de cruzamentos de H. tropicalis, estes
dados sugerem que esta espécie ¢ predominantemente alégama, corroborando com os
dados aqui descritos utilizando marcadores AFLP. A baixa diferenciacdo encontrada
entre as populagdes com os marcadores AFLP, também foi confirmada com os
marcadores SSRs, estando em concordancia com a historia da diversificacao recente do
género na América do Sul. Além disso, a distribuicao restrita da espécie, bem como a

proximidade entre as populacdes favorece a ocorréncia de fluxo génico, levando a
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redu¢do ou manutencdo de uma estruturagdo homogénea entre as populagdes. Entdo
para investigar a diferenciacdo genética entre populagdes, se faz necessario avaliar a
ocorréncia ou nao de fluxo génico, visto que este fator tem relacdo direta com a
variabilidade entre e dentro de populagdes. O fluxo génico tende a homogeneizar as
frequéncias alélicas, enquanto a sua auséncia ou ocorréncia em niveis baixos leva a uma
maior diferenciacdo genética entre as populagdes (Moysés 2005). Com base na analise
bayesiana, foi identificado fluxo génico em todas as populacdes, porém na populagao de

Artigas (ART) o nimero de migrantes nao foi significativo.

As populagdes de H. tropicalis estdo localizadas em regides exploradas por
atividades agropastoris expostas a agdo de pisoteio por animais, que pode ter como
consequéncia, a diminuicdo do seu tamanho populacional. A andlise por meio de
modelos mutacionais, foi significativa com o modelo mutacional IAM para todas as
populagdes, com exceg¢do de Uruguaiana (URU). Esses resultados sugerem a ocorréncia
de uma reducdo leve no tamanho populacional, pois segundo Luikart e Cornuet (1998),
os modelos IAM e SMM representam dois modelos extremos de mutacdo, sendo os
modelos TPM e SMM os que melhores representam as condi¢des de uma populagao
com marcadores microssatélites, podendo o excesso de heterozigosidade em populacdes
que ndo sofreram deriva genética, ser detectado erroneamente pelo modelo IAM. As
unicas populagdes significativas para o0 modelo TPM foram as populagdes de Rivera
(RI) e Artigas (ART), sendo esta significativa também para o modelo SMM. Essas
populagdes podem ter como consequéncia a diminui¢do de seu tamanho efetivo, o
aumento da sua heterozigosidade, bem como a perda e fixa¢ao de alguns alelos (Luikart

e Cornuet 1998).

A andlise Bayesiana para marcadores SSRs mostrou K = 3 agrupamentos,
corroborando com os dados de distancia genética de (Nei, 1978), onde quatro
populagdes (URU, RI, ROA e AL) formam um unico cluster separado das populacdes
de Itaqui (IT) e Artigas (ART). Essas duas populagdes também foram separadas das
demais pela analise de AFLP, onde se observa algum indicio de estruturacdo genética,
na analise da coordenada principal. Entretanto, a andlise Bayesiana aplicada aos dados
de AFLP mostrou a formacdo de K = 2 com as populagdes Itaqui (IT) e Artigas (ART)

associadas em um unico cluster.

Devido a natureza dominante (AFLP) e codominante (SSRs) dos dois

marcadores utilizados, foram identificadas diferencas nos niveis de detec¢ao de
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estruturacdo genética, embora a diferenciacdo entre as populagdes tenha se mostrado
baixa com ambos os marcadores. Conforme detectada com os marcadores de SSR, a
presenca de fluxo génico tende a reduzir a diferenciacdo entre populagdes. Segundo
Slatkin (1994) as populagdes evoluem de forma conjunta e, se a ocorréncia de fluxo
génico for alta, a tendéncia ¢ que as populacdes se tornem cada vez mais similares.
Além disso, o género Hypochaeris tem como caracteristica sementes plumosas que
podem ser dispersas pelo vento, o que facilita o fluxo génico e auxilia na manutengdo
dos baixos niveis de diferenciacdo entre as populacdes (Soons et al. 2004; Cavalli e
Winge 2003). A baixa diferenciacdo encontrada entre as populagdes de H. tropicalis
também tem possivelmente, relacdo com a diversificagdo recente do género na América
do Sul, visto que ndo houve ainda tempo suficiente para promover uma diferenciagdo
significativa ao nivel de DNA. Esta constatacdo pode ser facilmente comprovada
quando se observa os altos indices de hibridacao interespecifica entre as espécies sul-
americanas que ocorrem em simpatria (Azevédo — Gongalves e Matzenbacher 2007).
Além disso, estudos de filogenia molecular mostram que existe inconsisténcia (baixo
suporte nas associagdes) na delimitacdo das espécies, comprovando que essas sao
relativamente jovens (Samuel et al. 2003; Stuessy 2003; Tremetsberger et al. 2005,
2006; Reck et al. 2011). Segundo Hamrick et al. (1992) a area de distribui¢ao
geografica de uma espécie ¢ um bom indicador da sua variagdo genética, H. tropicalis ¢
uma espécie restrita no Brasil ao Rio Grande do Sul, o que a leva ter niveis baixos de
variagdo (Gitzendanner e Soltis 2000; Cavalli e Winge 2003). As caracteristicas da
regido também podem ter contribuido para o fluxo da espécie, visto que sao areas de
relevo plano com predominio de vegetacdo rasterias, como gramineas e arbustos,
facilitando o fluxo entre areas. Além do mais, essas regides apresentam solos rasos,
pedregosos com uma baixa retencdo hidrica, sendo explorado economicamente por
atividades agropastoris, onde o gado pode tanto contribuir no fluxo de H. tropicalis com
suas sementes plumosas, ja& que estes ndo se alimentam da planta devido ao latex
contido nesta, como também o oposto, reduzir a populagdo por pisoteio e morte das

plantas.
CONCLUSAO

A partir dos estudos com os marcadores AFLP ¢ SSR podemos concluir que H.
tropicalis tem baixa diferenciagdo genética entre as populagdes, ndo definindo um

padrao claro de estruturagdo, e que o modo de distribui¢do da variabilidade genética esta
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associado ao processo de diversificacdo recente do género na América do Sul. Os
resultados da analise de variancia de ambos, AFLP e SSRs, revelaram tendéncias
semelhantes, mostrando que H. fropicalis tem um padrdo caracteristico de espécies com
predominancia por alogamia. Além disso, os dados sugerem que a populacdo de
Uruguaiana (URU) ¢ a populagdo mais antiga em relacdo as demais, conforme
constatado pelo seu alto indice de diversidade génica, bem como pelo maior nimero de
fragmentos privados. Ja a populacdo de Artigas (ART) apresentou o maior numero de
fragmentos fixados e uma estruturacdo genética mais definida pela andlise da
coordenada principal, conforme observado na andlise de deriva genética que mostra,
assim como para populacdo de Rivera (RI), a uma forte diminui¢do do seu tamanho

efetivo.
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Filogenia de Hypochaeris tropicalis (Asteraceae): estudo de caso.

*Este artigo sera submetido a revista Plant Systematics and Evolution.

54



Resumo

O género Hypochaeris possui dois centros de distribui¢ao, com 15 espécies na regiao
Mediterranea, e cerca de 50 espécies na América do Sul. Hypochaeris tropicalis ¢ uma
espécie com distribui¢do restrita a poucas areas, na regido sudoeste do Rio Grande do
Sul (Brasil), Argentina e Uruguai. Neste estudo uma abordagem molecular ¢ utilizada
para investigar a posicao filogenética H. tropicalis dentro do grupo de espécies sul-
americanas de Hypochaeris. Marcadores nucleares de AFLP (Amplified Fragment
Length Polymorphism) e sequéncias de regides ITS (Internal Transcribed Spacer) foram
usados para investigar 59 e 43 individuos, respectivamente, representando oito espécies
de Hypochaeris nativas da América do Sul e trés espécies da regido do Mediterraneo,
incluindo H. angustifolia, suposto ancestral das espécies sul-americanas. Trés
combinagdes de primers de AFLP produziram um total de 1.213 marcadores com 88%
de polimorfismo. As sequéncias ITS geraram 643 caracteres, dos quais, somente 13,7%
foram informativos. Analise dos dados filogenéticos obtidos para ambos, AFLPs ITS,
foram congruentes, mostrando que H. tropicalis ¢ uma espécie geneticamente distinta,
com todos os individuos associados em um tUnico cluster, proximo de espécies dos
grupos Pampasica e Lutea. Esta é a primeira investigacdo que faz uso de dados
moleculares para estudar H. tropicalis. Os resultados adicionam informacdes para a
delimitacdo da espécie e contribuiem para o entendimento da historia evolutiva do

género Hypochaeris na América do Sul.

Palavras chave: AFLP, grupos filogenéticos, Hypochaeris, ITS.
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Abstract

The genus Hypochaeris display a disjunct distribution with 15 species in Mediterranean
region and around 50 species in South America. Hypochaeris tropicalis is a species with
restrict distribution in southeast of Rio Grande do Sul state in Brasil, Argentina and
Uruguay. A molecular based approach was applied for the first time to define the
phylogenetic position of H. tropicalis within the South American group of Hypochaeris.
We applied nuclear AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism)-based markers
and ITS (Internal Transcribed Spacer) sequences to investigate 59 and 43 individuous,
respectively, representing eight species, native to South American and three species
from Mediterraneum, including H. angustiflia, the presumed ancestor of the South
American species. Three AFLP primer combinations produced a total of 1.213 markers
with 88% of polymorphism. The ITS sequences rendered 643 characters, of which only
137% were informative. Analysis of the phylogenetic results obtained with both AFLPs
and ITS were congruent, showing that H. tropicalis is a genetically distinct species, with
all individuals associated in an isolated cluster, close to species of the Pampasica and
Lutea Groups. This is the first report that includes H. tropicalis in molecular-based
studies, adding valuable information to species delimitation and to understand the

evolutionary history of the genus Hypochaeris in South America.

Key words: AFLP markers, ITS, Hypochaeris, phylogenetic groups.
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INTRODUCAO

O género Hypochaeris possui uma distribuicdo disjunta com 15 espécies
conhecidas na regido Mediterrdnea e mais de 50 na América do Sul (DeFillips 1976;
Bortiri 1999). Devido as caracteristicas morfoldgicas e cariotipicas distintas, o género
foi dividido em dois centros de distribuicdo: a regido do Mediterraneo, considerado
centro de origem, e a América do Sul que, devido ao grande numero de espécies € tido
como o centro de diversificagdo do género (Stebbins 1971; Ruas et al. 1995; Cerbah et
al. 1998a). Estudos recentes sugerem que a origem das espécies sul-americanas de
Hypochaeris ocorreu a partir de eventos de dispersao a longa distancia, de uma unica
espécie ancestral entre 0,25-3,50 milhdes de anos atras, durante o Plioceno ou
Pleistoceno (Tremetsberger et al. 2005). Informagdes obtidas por meio de sequéncias de
DNA sugerem que H. angustifolia, planta endémica do Marrocos, ¢ a espécie co-irma

do grupo sul-americana do género (Stuessy et al. 2003; Tremetsberger et al. 2005).

As espécies de Hypochaeris da América do Sul apresentam cari6tipos bimodais e
assimétricos, com dois pares de cromossomos grandes e dois pequenos. Experimentos
com hibridagdo molecular in situ (FISH) identificaram varia¢des na distribuicao dos
sitios de rDNA 58S e 45S nas espécies sul-americanas, possibilitando a divisdo do género
em grupos citogenéticos (Cerbah et al. 1998; Weiss-Schneeweiss et al. 2003, 2007,
Ruas et al. 2005; Reck et al. 2011). Estes grupos citogenéticos vém sendo combinados
na maioria das vezes com os grupos filogenéticos estabelecidos por meio de andlise de
sequéncias de DNA nuclear e de regides cloroplastidiais (Cerbah et al. 1998b; Samuel et
al. 2003), bem como com marcadores de AFLP, técnica que tem sido aplicada com
sucesso em estudos de espécies de Hypochaeris da América do Sul (Stuessy et al. 2003,
2004; Tremetsberger et al. 2005, 2006; Ortiz et al. 2007, 2008; Terrab et al. 2009; Reck
etal. 2011).

No Brasil o género Hypochaeris ¢é representado por oito a dez especies, a maioria
endémica da regido sul. Entre as espécies brasileiras ja identificadas, H. tropicalis
Cabrera ¢ uma planta de distribuigdo restrita, estando confinada a poucas areas na regiao
sudoeste do Rio Grande do Sul. A espécie ¢ pouco conhecida, com apenas poucos
relatos de dados morfoldgicos (Azevedo-Gongalves e Matzenbacher, 2007) e sua area
de ocorréncia inclui beiras de estradas, terrenos baldios e campo sujo. As plantas de H.
tropicalis se caracterizam principalmente pela auséncia de rostro nas cipselas e a

presenca de folhas profundamente partidas (Bortiri, 1999; Cabrera, 1963a). Essas
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carateristicas facilitam sua idenficagdo no campo, visto que as plantas ndo sdo
facilmente notadas (Azevedo-Gongalves e Matzenbacher, 2007). Estudos citogenéticos,
para definir a estrutura cariotipica da espécie, ou dados obtidos por técnicas
moleculares, que possam auxiliar na definicado de relacdes filogenéticas, ndo foram
realizados até o momento com esta espécie. Deste modo o presente trabalho foi
realizado com o objetivo de investigar a relacdo filogenética da espécie H. tropicalis
dentro do grupo sul-americano de Hypochaeris e adicionar informagdes que contribuam
para o entendimento dos processos de radiacdo adaptativa e evolugcdo do género neste

continente.

MATERIAIS E METODOS
Espécies e Amostragem

Amostras de folhas jovens foram obtidas em campo de 70 plantas, incluindo 18
individuos representantes de sete populagdes de H. tropicalis, além de outros 52
individuos representantes de sete espécies brasileiras de Hypochaeris, consistindo das
espécies H. albiflora (Kuntze) C.F., H. catharinensis Cabrera, H. chillensis (Kunth)
Hieron, H. lutea (Vell.) Britton, H. megapotamica Cabrera e H. microcephala (Schi.
Bip) Cabrera. Estas espécies estdo incluidas em trés dos sete grupos filogenéticos
descrito por Tremetsberger et al., (2006) e Reck et al. (2011). Outra espécie sul-
americana, H. variegata (Lam) Baker e H. angustifolia (Litard. & Maire), espécie
endémica do Marrocos considerada como possivel ancestral do grupo sul-americano, e
duas espécies mediterraneas (H. glabra L., H. radicata L.) foram incluidas neste estudo
como grupo externo. Detalhes de localidades, numero de individuos e de acessos sdo

apresentados na Tabela 1.
Extracao de DNA

O DNA total foi extraido de folhas preservadas em silica gel usando o método
CTAB (cetyltrimethylammonium bromide, Sigma-Aldrish, Missouri-USA) como
proposto por (Doyle e Doyle 1987) com pequenas modificagdes. Brevemente, a
extracdo foi realizado duas vezes com uma mistura de cloroféormio:alcool isoamilico
(24:1) e ao sobrenadante foi adicionado 1000 uL de tampao CTAB (CTAB 2%, 20mM-
EDTA 0,5M, 100mM-Tris-Hcl 1M e H,O destilada) para precipitacdo. Em seguida as
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amostras foram mantidas em temperatura ambiente por 30 min, e diluidas em tampao
TE (0,1mM) acrescido de NaCl (IM) e 1000ul de etanol 95% gelado. Apos incubagdo
por 1h a -20° as amostras foram centrifugadas, sendo o precipitado submetido a duas
lavagens com 4dlcool 70% e diluido em TE (0,lmM). A qualidade do DNA foi

verificado em gel de agarose a 1% e a concentracdo de DNA foi estimada utilizando o

fluorimetro NanoDrop 2000/2000c (Thermo Scientific, California-USA).

Tabela 1: Espécies, localizagcdo, nimeros de individuos e nimero de acesso do

Genbank para as espécies de Hypochaeris investigadas neste estudo.

59

Espécies N Localizagéo Numero de
AFLP /ITS Acesso*
Grupo Microcephala Argentina, Misiones: San Javier Llegando a San Javier,
H. albiflora (Kuntze) 3 2 junto alaruta (EU, CR, PR, 1107)
C.F.
H. chillensis (Kunth) 15 4 Brasil, Rio Grande do Sul: Cambara do Sul (CR, PR, 1512).
Hieron Argentina, Buenos Aires, La Plata (EU, 941, 942);
Magdalena (EU, 940); San Isidro (EU, 943);
H. microcephala (Schi. 12 10 Argentina, Misiones: General Manuel Belgrano RN 14 e
Bip) Cabrera saindo de B. de Irigoyen até¢ Dos Hermanos (EU, CR, PR, AJ627267
1095, 1096); Eldorado RP 17 (EU, CR, PR, 1099); Obera,
RN 14 e cruce RP5 (EU, CR, PR, 1104) San Javier (EU,
CR, PR, 1110); San José ((EU, CR, PR, 1117) e Candelaria
RNI1 (EU, CR, PR, 1118)
Grupo Lutea 4 3 Brasil, Rio Grande do Sul: Sio José dos Ausentes e
H. catharinensis Cambara do Sul (MAO, NM, 1906 ¢ 2806)
Cabrera
H. lutea (Vell.) Britton 2 3 Brasil, Rio Grande do Sul: Fazenda Capao Muniz entre Sao
Francisco de Paula e Cambara do Sul (NM, 1306); Cambara
do Sul (NM, 2706)
Grupo Pampasica 5 1 Brasil, Rio Grande do Sul: Municipio de Rosério (AS, CR,
H. megapotamica PR, ER, 76 e 97); Sdo Sepé (AS, CR, PR, ER, 65 ¢ 61) 793823/79
Cabrera 3839
Outras espécies 12 14  Brasil, Rio Grande do Sul: Rodovia RS 306, proximo a
H. tropicalis Cabrera Alegrete (AS, CR, PR, ER, 80); BR 472, proximo a Itaqui
(AS, CR, PR, ER, 82 ¢ 88); BR 293, proximo a Uruguaiana
(AS, CR, PR, ER, 86); BR 377, proximo a Artigas no
Uruguai (AS, CR, PR, ER, 87); BR 293, proximo a Rivera
no Uruguai (AS, CR, PR, ER, 91); BR 377, Rodovia
Osvaldo Aranha, proximo a Uruguaiana (AS, CR, PR, ER,
84);
H. variegata (Lam.) 2 - Argentina, Prov. Buenos Aires: Olavarri’a and Tandil (EU,
Baker 212e172)
Outgroup - 2 Espanha, Huelva: Parque Nacional de Dofiana AF528461
H. radicata L. AF528460
H. glabra L. - 1 Espanha, Huelva: Parque Nacional de Dofiana AJ627264
H. angustifolia (Litard. 4 3 Morocco, Middle Atlas: Bekrite e Larais (ST, 267, 193, AJ627261
& Maire) Maire 703/03 e 73/03). Morocco, Taza: Jbel Tazzeka entre Bab- AJ627260
Azhar and Bab-Bou-Idir. AJ627259

CR, C.F. Ruas; PM, P.M, Ruas; AS, A. A. Schneider; EU, E. Urtubey; TS, T. Stuessy; MC, M. Cerbah; RS, R. Samuel; KT, K.
Tremetsberger; ST, S. Talavera; MAO, M. A. Ortiz. *: Registro no gene bank de sequéncias usadas nas analises de ITS.



Reacdo de AFLP

Para a técnica seguiu-se o protocolo descrito por Vos et al. (1995), com algumas
modifica¢des. Para cada amostra cerca de 700ng do DNA gendmico foram digeridos e
ligados simultaneamente, contendo enzimas EcoRI 5U e Msel 1U, enzima T4 DNA
ligase 2U; tampao T4 DNA ligase 1X; adaptadores, EcoRI 0,5 uM e Msel 5,0 uM;
NaCl 0,05 M; BSA 50 ng/uL e DTT 0,25 mM para um volume final de 30 puL. O
programa de digestdo e ligacdo dos adaptadores consistiu de incubacgao por 4h a 37°C
para restri¢do, seguidas de 1h a 22°C, para liga¢do dos adaptadores, seguido de uma
incubagdo por 10 min a 70°C, para inativagdo das enzimas de restri¢do. O produto de
digestdo foi diluido em &4gua pura na proporcdo de 1:8, para serem utilizados nas
proximas etapas. A amplificacdo pré-seletiva foi realizada utilizando o kit GoTaq®
Green Master Mix (Promega, Winchester-USA), primers pré-seletivos EcoRI + A e
Msel + C 4,75 Mm, 3,0 uL da diluicdo da reagdo de restri¢do-ligagdo e dgua ultra pura
para completar o volume de 10 pL. O programa da amplificagdo pré-seletiva foi
realizada em 1 ciclo de 72°C por 2 min, 20 ciclos de 90°C por 1 s, 56°C por 30 s e 72°C
por 2 min seguido de 1 ciclo final de 60°C por 30 min. Na sequéncia, um volume de 5
uL da reagdo pré-seletiva carregado em gel de agarose 1%, para se verificar o padrdo de
amplificacdo dos fragmentos, sendo o volume restante de 5 uL diluido em 40 pL de
agua ultrapura. Para a amplificacdo seletiva foi utilizado trés combinagdes de primers
marcados (EcoRI-AGC (FAM)/Msel-CTG, EcoRI-ACT (HEX)/Msel-CTT, EcoRI-ACT
(NED)/Msel-CTAG), com cada reacdo contendo 0,54 pL de cada um dos primers
seletivos Msel (SuM) e EcoRI (1uM), 3,5uL de master mix para PCR (GoTaq® Green
Master Mix, Promega, Winchester-USA), 2,5uL da reacdo de pré-amplificagdo diluida e
2,92uL de agua ultrapura, para completar o volume de 10 pL. O programa de
amplificacdo seletiva consistiu de 1 ciclo de 94°C por 2 min, 65°C por 30 s e 72°C por
2 min; 8 ciclos de 94°C por 1 s, 64°C por 30 s e 72°C por 2 min; 23 ciclos de 94°C por
1 s, 56°C por 30 s e 72°C por 2 min e 1 ciclo final de 60°C por 30 min. A resolugdo dos
fragmentos foi obtida por eletroforese capilar usando o sistema disponivel no analisador

automatico de DNA modelo 3500xL (Applied Biosystems, California-USA).

Reacgdo de amplificacdo das regides ITS (Internal transcribed spacer)
As sequéncias ITS (ITS-I-5,8S-ITS-1I) foram amplificadas em 14 individuos de

H. tropicalis de sete populacdes usando os primers descritos em Sun et al. (1994). Além
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disso, foram utilizadas sequéncias das regides ITS contidas no Genbank para as espécies
H. microcephala, H. megapotamica, H. angustifolia, H. radicata ¢ H. glabra (Tabela 1).
A reagdo de amplificagao foi realizada utilizando-se 25 ng de DNA; 7,5 uL de mix para
PCR (GoTaq® Green Master Mix (Promega, Winchester-USA); 0,6 uL de cada primer
(10 uM); 0,6 pL de DMSO (dimetilsufoxide) e dgua ultra-pura para completar o volume
da reagdo para 15uL. Os produtos de amplificacdo foram submetidos a eletroforese em
gel de agarose a 2%, utilizando como controle um marcador (ladder) de peso molecular
conhecido (1kb, Ludwig Biotecnhology, Rio Grande do Sul-BR), para confirmar se o
fragmento amplificado apresentava o tamanho esperado. Em seguida as amostras foram
purificadas com illustra™ ExoProStar™ 1-Step, conforme recomendac¢do do fabricante
(GE Healthcare, New Jersey-USA), e submetidas a etapa de sequénciamento.

As reagdes de sequénciamento foram realizadas em um volume de 10 pL
contendo 2,33 pL de tampao (5x), 0,5 pL (5 uM) de forward primer, 0,67 pL de bigdye
(BigDye® terminator cycle sequencing ready reaction kit; Perkin-Elmer Applied
Biosystems, Califérnia-USA), 1 uL. do produto de amplifica¢do purificado e dgua ultra
pura at¢ 10 plL. Esta reacdo foi repetida e realizada separadamente para o primer
reverso. As condigdes usadas para a reacdo de sequenciamento foram as mesmas
utilizadas para a amplificagdo dos fragmentos ITS. Os produtos da reagao foram
precipitados em 2,5 pL de EDTA (125 mM) e 30 pL de etanol a 100%, incubadas por
15 minutos em temperatura ambiente e precipitadas por centrifugacdo a 3000 xg por 30
min (4°C), sendo em seguida lavadas em 30 pL de etanol (70%) e secas a 95°C por 30
segundos. Para sequénciamento as amostras foram ressuspendidas em 10 pL de
formamida Hi-Di, desnaturadas a 95°C por 3 minutos, imediatamente incubadas em
gelo por alguns minutos e submetidas a eletroforese capilar no sistema automatizado

3500 xL (Applied Biosystems, California-USA).

Analise dos dados AFLP

Produtos de amplificagdo, com tamanhos variando de 100 a 500 pares de bases
foram organizados em uma matriz binaria de dados, considerando presenca (1) e
auséncia (0) de fragmentos, por meio do software GeneMaPPer® v.4.1 (Applied
Biosystems, California-USA). Para construcao das arvores filogenéticas foi utilizado
distancia genética de Nei e Li (1979), com o método de agrupamento Neighbor-Joining
(NJ) (SAITOU; NEI, 1987), implementado no software PAUP versio 4.0b10
(SWOFFORD, 2003). O suporte nodal foi obtido com base na metodologia de bootstrap
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(FELSENSTEIN, 1985) com 10.000 replicatas, usando PAUP versio 4.0b10
(SWOFFORD, 2003). Os resultados de distancia genética obtidos pelo método de NJ
foram comparados com aqueles gerados por métodos Bayesianos e implementados no
software BEAST versao 1.8.1 (DRUMMOND et al., 2012). Nas inferéncias bayesianas
as arvores sio rodadas por 10x10” geragdes, com uma arvore sendo salva a cada 10.000
geragdes. Para visualizagdo das arvores geradas pelo método NJ e Bayesianos foi

utilizado o software TreeGraph 2 (STOVER; MULLER, 2010).

Andlise das sequéncias ITS

Os programas Phred v. 071220.c (EWING; GREEN, 1998; EWING et al., 1998)
e Phrap v.1.090518 (GREEN, 1999) foram utilizados para fazer a chamada de bases,
bem como para definir a qualidade das mesmas e fazer a montagem de contigs por meio
do método shotgun. Os dois programas sdo implementados no pacote Chromaseq v.1.12
(MADDISON; MADDISON, 2011a). O método MUSCLE v.3.8.31 (EDGAR, 2004),
implementado no pacote Align v.1.11 (MADDISON; WHEELER; MADDISON, 2007),
foi usado no alinhamento das sequéncias. Estes dois pacotes fazem parte do sistema de
computagdo filogenética Mesquite v.3.01 (MADDISON; MADDISON, 2011b). Os
gaps foram codificados utilizando o método SIC (simple indel coding) (SIMMONS;
OCHOTERENA, 2000) onde foram tratados como caracteres bindrios, por meio do
programa SeqState v1.4.1 (MULLER, 2005).

Para determinar a frequéncia de substituicdo de nucleotideos nas andlises de
Inferéncia Bayesiana e Neighbor-Joining, foi realizado um teste que possibilita estimar
o modelo evolutivo das sequéncias por meio do programa MrModeltest2, usando o
parametro hLRT (hierarchical Likelihood Ratio Tests) (NYLANDER, 2004).

Para Inferéncia Bayesiana foi utilizado o programa BEAST v.1.8.1
(DRUMMOND et al. 2012), considerando 20x10’ geracdes pela cadeia de Markov e
Monte Carlo. A fim de garantir uma fase de burn-in adequada, foi utilizado o software
Tracer v1.6 (RAMBAUT; DRUMMOND, 2004). O método Neighbor-Joining foi
realizado, tendo como distancia o modelo evolutivo SYM+G, com o suporte nodal
obtido pelo método de bootstrap (FELSENSTEIN, 1985), com 10.000 replicatas
conforme implementado no programa PAUP, versao 4.0b10 (SWOFFORD, 2003). As
arvores obtidas foram visualizadas utilizando o programa TreeGraph 2 (STOVER;

MULLER, 2010).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Marcadores de AFLP

As amplificacdes seletivas de AFLP resultaram em 1.213 marcadores das quais
1.103 (88%) foram polimorficas. O numero de marcadores por par de primers foi de 279
(78,5% polimorficos), 411 (89% polimorfismo) e 523 (99% polimorfismo) fragmentos,
para cada uma das combinag¢des EcoRI-AGC/Msel-CTG, EcoRI-ACT/Msel-CTT, e
EcoRI-ACT/Msel-CTT, respectivamente. Um nivel consideravel de variacdo genética
(77%) foi encontrado entre os individuos de H. tropicalis, enquanto a diferenciagcdo da
espécie em relagdo aos grupos filogenéticos foi de 23%. Hypochaeris tropicalis nao foi
atribuida ainda a nenhum grupo filogenético visto ser esse o primeiro relato de dados
moleculares para esta espécie. O novo conjunto de dados obtidos neste estudo corrobora
com os grupos filogenéticos propostos previamente, com base em dados moleculares
para as espécies de Hypochaeris na América do Sul (Stuessy et al. 2003, 2004;
Tremetsberger et al., 2006; Reck et al., 2011). Além disso, o incremento no numero de
marcadores acrescentou novo grau de confiabilidade das andlises e, portanto, dos
resultados encontrados.

As arvores geradas pelas andlises Bayesianas e NJ (Figuras 1 e 2) mostraram
topologia semelhante, com as espécies da América do Sul separadas de H. angustifolia
com 100% de bootstrap, confirmando assim, a origem monofilética deste grupo (Samuel

et al., 2003; Tremetsberger et al., 2006; Reck et al., 2011).

Supde-se que devido a grande diversidade de habitats disponiveis na América do
Sul, um ancestral hipotético tdo logo chegou ao continente, se estabeleceu rapidamente
e se expandiu por meio de processos de radiacdo adaptativa, colonizando boa parte do
territério. Aos eventos de radiacdo seguiram-se episodios repetidos de especiacdo,
capazes de gerar numerosos tipos de descendentes com caracteristicas distintas. Porém,
essa diferenciacdo nao esta completamente definida ao nivel de DNA, dificultando a
delimitacdo das espécies dentro do grupo sul-americano (Stebbins et al, 1971; Cerbah et
al, 1995, 1998a e 19998b; Ruas et al, 1995 e 2005; Stuessy et al, 2003; Samuel et al,
2003). Mais recentemente marcadores AFLP possibilitaram agrupar as espécies
sulamericanas de Hypochaeris em clados moleculares (Tremetsberger et al., 2006; Reck
et al., 2011). Na presente investigacdo os dados de AFLP mostram que, as espécies

estudadas se associam em trés, dos sete clados moleculares ja dentificados para o grupo,
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com altos valores de boostrap. O primeiro clado (Figura 1), identificado tanto na anélise
Bayesiana quanto por NJ, associou H. microcephala, H. albiflora ¢ H. chillensis,
confirmando-as como espécies co-irmas dentro do Grupo Microcephala. Observou-se
uma maior proximidade filogenética entre H. microcephala e H. albiflora (70% BS).
Hypochaeris albiflora foi recentemente separada de H. microcephala e elevada a estatus
de espécie (Azevédo-Gongalves e Matzenbacher, 2007). Ainda neste grupo fica
evidenciada a formagdo de subgrupos que associam individuos de H. microcephala e H.
chillensis de origens diferentes (Figuras 1 e 2). As trés espécies do Grupo Microcephala
compartilham caracteristicas morfologicas (Azevédo-Gongalves e Matzenbacher, 2005)
e cromossOmicas, sendo também classificadas no mesmo grupo cariotipico com base na
distribuicao idéntica de sitios de rDNA (Weiss-Schneeweiss et al., 2003, 2008; Ruas et
al., 2005; Reck et al. 2011). Além disso, as trés espécies podem ser encontradas na
mesma area, como ¢ o caso de H. albiflora (amostras 1107) e H. microcephala
(amostras 1110), onde se observa com frequéncia a presenca de provaveis hibridos
naturais, com plantas apresentando caracteristicas intermedidrias entre as duas espécies

(i.e, flores branco-amareladas, CR, observagao pessoal).

Tem sido também mostrado que, co-ocorréncia de H. chillensis com outras
espécies favorece eventos de hibridagao, como observado, por exemplo, em hibridos
originados a partir de cruzamentos naturais entre H. chillensis x H. albiflora e H.
chillensis x H. microcephala e H. chillensis x H. megapotamica (Azevédo-Gongalves e
Matzenbacher, 2005). Em geral os hibridos sdo identificados pela presenga de frutos
atrofiados e caracteristicas morfologicas intermediarias as dos parentais (Azevédo-
Gongalves e Matzenbacher, 2007). Tremetsberger et al. (2006) mostraram, com base em
estudos de AFLP, que espécimens com caracteristicas intermediarias (i.e. presenga de
flores de cores amarelas e brancas em ramos diferentes da mesma planta) ocupavam
posi¢do também intermedidria entre os possiveis progenitores (H. chillensis x H.
albiflora) na filogenia do grupo. E interessante ressaltar que H. chillensis apresenta
como principal caracteristica sua a ampla distribuicdo na América do Sul, sendo a tnica
representante sul-americana de Hypochaeris com distribui¢do cosmopolita (Azevédo-
Gongalves e Matzenbacher, 2007). Apesar das dificuldades de diferenciagdo
morfologica, os filogramas obtidos por abordagem Bayesiana e pelo método de NJ
evidenciam que as trés espécies sdao geneticamente distintas e isoladas

reprodutivamente, visto que ndo existem relatos de hibridos férteis entre estas espécies.
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Outro clado identificado usando os métodos Bayesianos agrupa as espécies H.
catharinensis e H. lutea, que compdem o Grupo Lutea (Reck et al., 2011), com alto grau
de suporte (70% BS). As duas espécies compartilham das mesmas caracteristicas
cromossdmicas com os sitios de rDNA 35S ocupando a mesma posi¢ao sub telomérica,
no braco curto do cromossomo trés, o que as coloca no mesmo grupo (Reck et al.,
2011). Embora os dados de AFLP confirmem a grande afinidade filogenética entre H.
cathariensis ¢ H. lutea, a similaridade genética entre ambas nao tem correlacdo com
caracteristicas morfologicas e ecoldgicas. Morfologicamente, H. cathariensis and H.
lutea se distinguem claramente pela presence de caules simples x ramificados, folhas
basais x caulinares, corolas menores ou iguais X maiores que os involucros e ligulas
menores X maiores que o tubo da corola, além de curtos x longos aquénios (Azevédo-
Gongalves e Matzenbacher, 2007). Além disso, H. catharinensis apresenta folhas
rosuladas enquanto em H. [utea, as folhas sdo longas e estreitas, que favorecem a
incidéncia de luz e obtengdo dos recursos fotosintéticos (Matzenbacher 1998).
Ecologicamente, H. catharinensis se caracteriza por habitar solos rasos, que favorecem
o desenvolvimento de raizes horizontais, de campos abertos e florestas de araucarias
onde prevalecem as gramineas. Por outro lado, H. lutea ¢ adaptada a ambientes imidos e
apresenta uma plasticidade, que a torna apta a ocupar uma grande variedade de regides
fisiograficas, sendo encontrada em associagdo com gramineas, esfagno, Baccharis ssp,
além de outras espécies adaptadas a solos profundos e pantanosos (Azevédo-Gongalves

and Matzenbacher 2007; Matzenbacher 1998).

Os individuos de H. megapotamica (Grupo Pampasica) aparecem associados com
100% de boostrap em um unico clado, posicionado proximo ao Grupo Lutea na arvore
filogenética (64% BS). Assim como H. catharinensis e H. lutea, H. megapotamica exibe
um Uunico sitio de rDNA, identificado no terceiro par de cromossomos, porém em
posicdo pericentromérica (Weiss-Schneeweiss et al., 2003, 2008; Ruas et al., 1995,
2005). No Brasil, esta espécie esta distribuida nos estados do Rio Grande do Sul, onde
pode ser encontrada em simpatria com H. tropicalis, e em Santa Catarina, além de
relatos de ocorréncia na Argentina e no Uruguai (Bortiri, 1999, Cabrera, 1937, 1974,
Cabrera et al., 2000).

A inclusdo da espécie H. tropicalis em um estudo de filogenia molecular
juntamente com outras espécies sul-americanas, baseou-se na analise de 12 individuos

obtidos a partir de cinco populagdes distintas (para os dados de AFLP), coletadas na
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regido sudoeste, no Rio Grande do Sul (Brasil). A andlise filogenética, obtida tanto por
meio de métodos Bayesianos como por NJ mostra que todos os individuos de H.
tropicalis analisados se associam em um Unico cluster (Figuras 1 e 2), identificando a
espécie como uma unica entidade filogenética, dando suporte ao nivel de diferenciagao
(23%) observado entre H. tropicalis e os outros grupos. Dentro do cluster, entretanto, se
observa que individuos amostrados de diferentes areas apareceram misturados ou
separados em pequenos grupos que recebem suportes variaveis de boostrap. A analise
Bayesiana identifica o cluster formado por H. tropicalis associado externamente aos
outros grupos filogenéticos com fraco suporte (BS abaixo de 50%), com individuos de
mesma origem tendendo a se manter associados. Ja na reconstrucao filogenética obtida
por meio do método de NJ, o cluster de H. tropicalis se associa aos grupos Pampasica e
Lutea (54% BS), enquanto os individuos dentro do cluster mostram o mesmo padrao de
associacdo observado na andlise Bayesiana, mas com os nds mostrando valores

inferiores de boostrap.

Andlise citogenética de H. tropicalis por meio de métodos convencionais de
coloracdo (Feulgen e banda NOR) identificou as mesmas caracteristicas cromossdmicas
das espécies sulamericanas de Hypochaeris, com caridtipo bimodal com 2n (x=4) = 8,
com um unico sitio de rDNA 35S, localizado em posicdo pericentromérica no brago
curto do cromossomo 3 (dados ndao mostrados). Deste modo, a maior proximidade
genética entre H. tropicalis e as espécies dos grupos Pampasica e Lutea encontra
suporte tanto nos dados moleculares como também nos dados sobre estrutura
cariotipica, tendo em vista que todas compartilham caracteristicas cromossdmicas,
como a presenca de um tUnico sitio de rtDNA 35S no cromossomo 3, embora a posi¢ao
deste sitio possa variar de pericentromérica (Grupo Pampasica) a subtelomérica (Grupo

Lutea) (Ruas et al., 1995, 2005; Weiss-Schneweiss, 2003, 2007, 2008).

As analises (Bayesiana e NJ) mostraram que a espécie H. variegata, sem grupo
filogenético atribuido até o momento, se apresenta isolada das demais espécies, porém
se associa aos demais grupos filogenéticos com 70% (método Bayesiano) e 98% (NJ) de
suporte (Figura 1 e 2). Esses dados mostram que, definir a posi¢cdo filogenética de H.
variegata entre as espécies sul-americanas do género ¢ um problema que ainda carece
de solucdo. As andlises Bayesianas e NJ também separam as espécies de Hypochaeris

da América do Sul de H. angustifolia com 100% de bootstrap, corroborando com outros

66



dados ja relatados para o género (Tremetesberger et al. 2006; Reck et al. 2011; Samuel
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et al. 2003).
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Figura 1: Arvore consenso das espécies sul-americanas de Hypochaeris obtida a partir
de marcadores de AFLP, avaliados por meio de métodos Bayesianso, com 10.000
replicagdes de bootstrap. Cada amostra esta representada pelo nimero de coleta (Tabela
1). Os nimeros acima dos nos identificam o grau de suporte das associagdes, sendo que

valores de bootstrap abaixo de 50% foram ocultados.
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Figura 2: Arvore consenso das espécies sul-americanas de Hypochaeris obtida a partir
de marcadores de AFLP, avaliados por meio de métodos Neighbor-Joining, com 10.000
replicagdes de bootstrap. Cada amostra esta representada pelo nimero de coleta (Tabela
1). Os nimeros acima dos nos identificam o grau de suporte das associagdes, sendo que

valores de bootstrap abaixo de 50% foram ocultados.

Inferéncias filogenéticas com base em sequéncias ITS

Neste trabalho foram também utilizadas sequéncias das regides de ITS do rDNA
nuclear (ntDNA) para inferir sobre a posi¢do filogenética de H. tropicalis. O
sequénciamento direto de regides ITS do nrDNA foi realizado para 37 individuos,
representando oito espécies de Hypochaeris da América do Sul. Para comparagdo foram

também utilizadas oito sequéncias de ITS nuclear depositadas em banco de dados
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(genebank), representando trés espécies da regido do Mediterraneo, incluindo H.
angustifolia, co-irma das espécies sul-americanas e H. glabra e H. radicata,
consideradas como grupo externo. Foram analisados 643 caracteres, compreendendo as
reigdes ITS1-5,8S-ITS2 dos quais, 88 (13,7%) foram filogeneticamente informativos.
Cerbah et al. (1998) identificaram 129 caracteres informativos em regides ITS1 e ITS2
de 14 espécies de Hypochaeris, incluindo dez espécies do grupo mediterraneo e quatro
da América do Sul. Por outro lado, Samuel et al. (2003), analisando regides ITSI e
ITS2 para acessar as relagdes filogenéticas em 31 espécies, incluindo todas as segdes
taxonomicas do género Hypochaeris, além de outros géneros relacionados como grupos
externos. Em nossa analise identificamos um nimero de 274 caracteres (variando de
262-266) para as sequéncias de ITS1 e 236 (variando de 116-235) para ITS2,
corroborando com os dados obtidos por outros autores (Tremetsberger et al, 2005;

Samuel et al, 2003; Cerbah et al, 1998).

Assim como os dados de AFLP, as filogenias obtidas tanto por inferéncias
Bayesianas ¢ pela analise de NJ para as sequéncias ITS (Figuras 3 e 4) evideciaram as
espécies sul-americanas formando um clado monofilético separado das espécies
mediterraneas com 100% de bootstrap, corroborando com relatos da literatura (Cerbah
et al., 1998; Samuel et al., 2003). Os clados formados para as espécies da América do
Sul apresentam topologias semelhantes, tanto para AFLP como para ITS, na delimitacao
das espécies do grupo Lutea mas, foram incongruentes para as associacdes vistas no
grupo Microcephala, onde os nds internos que agrupam as espécies e/ou individuos,

apresentam suportes mais baixos para os dados de ITS (Figura 4).

Nas duas arvores filogenéticas de ITS sdo definidos mais claramente dois clados
entre as espécies sul-americanas. Os individuos de H. tropicalis se agrupam em Unico
clado que se associa em posi¢ao basal, proximo a espécies do grupo Microcephala (por
inferéncia Bayesiana, 100% BS), ou proximo ao grupo Lutea (NJ, 72% BS)
confirmando H. tropicalis como espécie verdadeira. Outro clado agrupa as espécies H.
catharinensis ¢ H. lutea que compdem o grupo Lutea com 100% e 52% de bootstrap,
para inferéncia Bayesiana e NJ, respectivamente, corroborando com os relatos de Reck
et al. (2011). Os individuos de H. albiflora, H. chillensis ¢ H. microcephala (grupo
Microcephala) e o tUnico representante de H. megapotamica (grupo Pampasica)

aparecem misturados e formam associagdes que recebem fraco suporte de boostrap nas
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duas analises, sendo esse padrdo considerado comum em grupos com diversificagcdo

rapida e recente (Samuel et al. 2003).
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Figura 3: Arvore consenso das espécies sul-americanas de Hypochaeris obtida a partir
de sequéncias ITS, avaliados por meio de métodos Bayesianso, com 10.000 replicagdes
de bootstrap. Cada amostra esta representada pelo numero de coleta (Tabela 1). Os
nimeros acima dos nos identificam o grau de suporte das associagdes. Valores de

bootstrap abaixo de 50% foram ocultados.
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Figura 4: Arvore consenso das espécies sul-americanas de Hypochaeris obtida a partir
de sequéncias ITS, avaliados por meio de métodos Neighbor-Joining, com 10.000
replicagdes de bootstrap. Cada amostra esta representada pelo niumero de coleta (Tabela
1). Os nlimeros acima dos nds identificam o grau de suporte das associa¢des, sendo que

valores de bootstrap abaixo de 50% foram ocultados.

O uso combinado de marcadores de AFLP e de ITS tem possibilitado inferir sobre
relagdes filogenéticas em plantas (Hodkinson et al. 2000; Koopman et al. 2005; Suzaki
2011). Em nossa investigacdo, o uso de marcadores AFLP possibilitou uma melhor
separacdo das espécies sul-americanas dentro dos grupos moleculares ja descritos
(Stuessy et al. 2003; Tremetsberger et al. 2006; Weiss-Schneeweiss et al. 2008; Reck et
al. 2011). Entretanto, definir as relacdes filogenéticas dentro de grupos de plantas de
evolugdo recente, como as espécies de Hypochaeris da América do Sul, oferece uma
série de desafios, tendo em vista que as caracteristicas genéticas que as separam ainda

ndo estdo claramente definidas. Além disso, a hibridacdo entre espécies proximas
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dificultam ainda mais as delimitagcdes dessas espécies dentro do género (Samuel et al.
2003; Stuessy et al. 2003; Tremetsberger et al. 2005, 2006; Azevedo-Gongalves e
Matzenbacher 2007; Weiss-Schneweiss et al. 2008).

Nossos resultados mostraram que H. tropicalis ¢ uma espécie geneticamente
distinta dentro do grupo sul-americano, que se caracteriza por sua adaptagdo a
ambientes restritos. Observou-se que H. megapotamica, espécie de distribuicdo mais
ampla, pode ocorrer em simpatria em algumas areas de distribuicdo de H. tropicalis. As
duas espécies também apresentam a mesma distribuicdo dos sitios de rDNA 35S,
situados adjacente ao centrémero no brago curto do cromossomo 3 (Ruas et al., 1995,
2005; Weiss-Schneeweiss, 2003, 2008; neste trabalho). Entretanto, as inferéncias
filogenéticas, obtidas tanto com marcadores AFLP quanto com sequéncias ITS,
mostram que as duas espécies sdo pouco relacionadas geneticamente, com todos os
individuos de H. tropicalis formando um unico cluster. Além disso, nos estudos de
campo onde as espécies coexistem ndo foram identificados hibridos naturais
(observagdo pessoal), como ocorre para outras espécies que ocupam o mesmo ambiente
(Azevédo-Golgalves e Matzenbacher, 2007). Nossos resultados mostram claramente H.
tropicalis ¢ uma espécie geneticamente diversa e nos permite considera-la como uma
entidade filogenética exclusiva dentro do grupo sul-americano, propondo sua inclusdo

em um novo grupo filogenético, ou Grupo Tropicalis.

CONCLUSAO

Marcadores moleculares de AFLP e sequéncias ITS possibilitaram a inser¢ao de
H. tropicalis na filogenia de Hypochaeris da América do Sul. Os marcadores AFLP
possibilitaram definir a posicao de H. tropicalis entre os grupos Lutea e Pampasica. Os
resultados confirmam que H. tropicalis ¢ uma espécie verdadeira que pode ser incluida

em um novo grupo filogenético, ou Grupo Tropicalis.
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4. CONCLUSAO GERAL
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podendo ser incluida em um novo grupo filogenético, ou Grupo Tropicalis.
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