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RODRIGUES, Luana Alves. Estrutura genética de populacbes de Hypochaeris lutea
(Asteraceae): 2008-2010. 64 f. Dissertagdo (Mestrado em Genética e Biologia Molecular) —
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2010.

RESUMO

Hypochaeris lutea (Vell.) Britton é uma espécie endémica na América do Sul, de ocorréncia
frequente em regides frias e umidas no sul e sudeste do Brasil, assim como no Uruguali,
Paraguai e Argentina. Neste trabalho 270 individuos de 11 populagdes de H. lutea,
distribuidas nos estados do Parana, Santa Catarina € Rio Grande do Sul, foram estudadas
usando marcadores de AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphisms), a fim de elucidar
a estrutura genética de populagdes desta espécie. A partir de seis combinagdes de primers
seletivos AFLP foram obtidos 193 marcadores que foram utilizados para estimar a distancia
genética de Nei. As relagdes genéticas entre e dentro de populagdes foram calculadas a partir
da Anélise da Coordenada Principal e da Andlise de Varidncia Molecular (AMOVA). A
frequéncia de locos polimorficos e a diversidade génica dentro de populagdes foram altas,
variando de 83,42% a 91,66% e de 0,2588 a 0,3442, respectivamente. O teste de Mantel ndo
revelou correlacdo positiva entre as distancias genética e geografica. A analise da coordenada
principal mostrou pouca estruturacdo genética, havendo mistura de individuos de todas as
populagdes, conforme sugerido pela auséncia de fragmentos privados. A AMOVA utilizada
para o célculo de Fgr revelou uma maior variabilidade dentro 80,66% de populagdes do que
entre 19,34% populagdes, provavelmente devido a uma dispersdo a longa distancia muito
comum na familia Asteraceae em um sistema de alogamia. A pouca estruturacdo genética
observada em H. lutea é consistente com um processo de radiagdo rapida e recente que tem
sido proposto para explicar a origem das espécies sul-americanas de Hypochaeris.

Palavras-chave: Genética de populagdes. AFLP. Variabilidade genética. Herbacea.



RODRIGUES, Luana Alves. Genetic structure of Hypochaeris lutea populations
(Asteraceae): 2008-2010. 64 f. Dissertacao (Master’s degree in Genetics and e Molecular
Biology) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2010.

ABSTRACT

Hypochaeris lutea (Vell.) Britton, Asteraceae is an endemic species from South American,
growing in cold and wet lands in the southern and southeastern of Brazil, as well as in
Uruguay, Paraguay and Argentina. In the present study, 270 individuals representing 11
populations of H. lutea, distributed in the states of Parana, Santa Catarina and Rio Grande do
Sul, were studied using AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphisms) markers, aiming
to elucidate the population genetic structure of this species. Six AFLP primer combinations
rendered 193 markers that were used to estimate the Nei’s genetic distance. The relationships
within and among populations were estimated by AMOVA (Analysis of Molecular Variance)
and Principal Coordinate Analysis (PCoA). The frequency of polymorphic loci and the gene
diversity were high, varying from 83,42% to 91,66% and from 0,2588 to 0,3442, respectively.
As showed by the Mantel test there was no positive correlation between genetic and
geographic distances. The PCA revealed that individuals of all populations are mixed, as
suggested by absence of private alleles. AMOVA used to estimate Fgr indicated that most of
the genetic variability was found within 80,66% than among 19,34% populations, possibly
because a process of long distance dispersion, a common phenomenon in plants of the
Asteraceae family with a system of allogamy. The pattern of genetic structure observed in H.
lutea is consistent with a process of rapid and recent radiation that has been proposed to
explain the origin of the South American species of Hypochaeris.

Keywords: Population genetics. AFLP. Genetic Variability. Herbaceous.
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1 INTRODUCAO

O género Hypochaeris L. (Asteraceae) compreende um grupo de espécies
herbaceas cosmopolitas, com maior ocorréncia nas regides subtropicais e temperadas (Barroso
1991). Hypochaeris apresenta dois centros distintos de distribuigdo, a regido mediterranea,
com cerca de 15 espécies (DeFillips 1976; Oberprieler 2002) e cerca de 50 espécies na
América do Sul (Bortiri 1999). Estudos realizados com sequéncias de DNA (Tremetsberger et
al. 2005, 2006) tém mostrado que Hypochaeris angustifolia,(Litard. & Maire) uma espécie
endémica do Marrocos, é co-irma do grupo sul-americano de Hypochaeris, sugerindo que um
centro secundario de diversidade tenha surgido no Novo Mundo apods dispersdo a longa
distancia, a partir de um ancestral hipotético oriundo do noroeste da Africa (Tremetsberger et
al. 2005).

Estudos filogenéticos realizados a partir de marcadores de DNA sugerem
que o género Hypochaeris tem passado por processos de especiacdo de forma rapida e recente
na América do Sul. A partir de um ancestral hipotético, que pode ter surgido hé cerca de 3,5
milhdes de anos durante o Plioceno ou Pleistoceno, a espécie ancestral evoluiu rapidamente,
entre 0,25 a um milhdo de anos no Pleistoceno (Samuel et al. 2003; Tremetsberger et al.
2005). Radiagdes rapidas e entre continentes, tais como observado em Hypochaeris na
América do Sul e na regido Mediterranea, representam importantes fendmenos evolutivos,
que muitas vezes derivam de um tnico evento de colonizagao seguido de radiagdo adaptativa.
Embora poucos exemplos sejam conhecidos em continentes, tais mecanismos sao comumente
encontrados em espécies de plantas que evoluem de grupos em ilhas ou em cenarios como se
fossem ilhas, como observado em plantas do complexo Macaronesian, que inclui espécies das
ilhas do Acores, Salvage, ilhas Candrias, Madeira e Cabo Verde (Kim et al. 2008).

Hypochaeris lutea (Vell.) Britton, pertencente ao grupo sul-americano ¢é
uma espécie que ocorre preferencialmente no sul do Brasil, com alguns relatos de ocorréncia
na Argentina, Paraguai e Uruguai (Azevédo-Gongalves e Matzenbacher 2007). Devido as
semelhangas em caracteristicas morfologicas e ecoldgicas entre H. lutea e a espécie co-irma,
H. angustifolia, suposta ancestral do grupo sul-americano (Tremetsberger et al. 2005), existe
grande interesse em estudos genéticos com esta espécie.

Os estudos genéticos sdo importantes por fornecerem subsidios para estudos
evolutivos. O conhecimento de uma determinada estrutura de populagcdo de plantas oferece

uma perspectiva histérica sobre as mudangas evolutivas que caracterizam uma espécie e
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permite aos investigadores preverem com mais precisdo como essas populagdes vao reagir a
futuros eventos de origem natural e artificial (Ridley 2006). Embora estudos citogenéticos
detalhados ja tenham sido realizados em H. lutea (Ruas et al. 2005), nenhum trabalho
envolvendo técnicas moleculares foi feito até o momento para entender a estrutura genética
das populacdes desta espécie.

Os marcadores genéticos sdao a principal ferramenta para descrever os
padrdes da variabilidade genética de uma populacdo natural e, com o seu uso, ¢ possivel
avaliar como esta variabilidade encontra-se distribuida dentro e entre as populagdes (Sebbenn
2001; Telles et al. 2003). Dentre as técnicas de marcadores moleculares, o AFLP (Amplified
Fragments Length Polymorphism) destaca-se pelo grande ntimero de marcadores gerados por
ensaio, grande poder de deteccdo de variabilidade genética e maior repetibilidade (Vos et al.
1995). Os AFLPs sdo marcadores dominantes, isto ¢, ndo permitem a identificacdo de
heterozigotos, sendo portanto, pouco informativos por loco. Entretanto, estudos de simulacao
mostram que o grande nimero de marcadores que podem ser obtidos em um ensaio com
AFLP, compensa o baixo contetido de informacao genética por loco (Mariette et al. 2002).

Marcadores AFLP estdo sendo frequentemente utilizados nos estudos de
diversidade genética no género Hypochaeris, tanto nos grupos do Velho Mundo quanto no
grupo sul-americano (Tremetsberger et al. 2003a, 2003b, 2004; Ortiz et al. 2007; Terrab et al.
2009). Os resultados destes estudos sugerem que o uso destes marcadores ¢ adequado para a
determinag@o da estrutura genética das populagdes do género Hypochaeris.

Neste trabalho utilizamos o método de AFLP com o objetivo de investigar a
estrutura genética de 11 populagdes de H. lutea, distribuidas nos Estados do Parana, Santa
Catarina e Rio Grande do Sul e também fornecer informagdes relevantes que auxiliem nos

estudos de biogeografia do género Hypochaeris.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 O GENERO HYPOCHAERIS

O género Hypochaeris pertence a subfamilia Cichorioideae K. Tam., tribo
Lactuceae Cass. da subtribo Hypochaerinidinae Less., sendo a unica tribo da familia
Asteraceae, que se caracteriza por apresentar plantas com latex (Bremer 1994). As espécies de
Hypochaeris ocorrem particularmente em regides subtropicais ¢ temperadas (Barroso 1991),
podendo ser encontradas em diferentes ecossistemas tais como: campos, ambientes savanicos
¢ florestas abertas (Cabrera 1929; Matzenbacher 1985; Garcia et al. 2000). Hypochaeris
possui mais de 15 espécies ocorrendo na Europa, Asia e nordeste da Africa (DeFillips 1976;
Oberprieler 2002) e cerca de 50 espécies na América do Sul (Bortiri 1999). Considerando o
numero e morfologia cromossomica Stebbins (1971) propds que o género Hypochaeris possui
dois centros de diversidade, a Regido Mediterranea como centro primario e a América do Sul,
como centro secundario.

Hoffman (1891) com base em caracteristicas morfologicas subdividiu as
espécies da regido Mediterranea em cinco segdes (Achyrophorus, Euhypochaeris Benth,
Metabasis D.C., Seriola L. e Robertia D.C.), onde sdo encontrados todos os nimeros basicos
de cromossomos (X = 3, 4, 5 e eventualmente 6) descritos para o género. Estes numeros
basicos estao associados com cariotipos simétricos que se assemelham aos das espécies de
Leontodon, género proximo de Hypochaeris. Em contraste, as espécies sul-americanas
apresentam caridtipos altamente assimétricos e bimodais associados a um Unico numero
basico de x = 4 (Stebbins 1971; Cerbah et al. 1995, 1998b; Ruas et al. 1995, 2005).

Samuel et al. (2003) constataram que o género na América do Sul, apesar do
grande numero de espécies, apresenta uma evolu¢do rapida e recente, consequéncia
provavelmente, da diversidade de habitats disponiveis na América do Sul para sua ocupacao.
Cerbah et al. (1998a) confirmam que informagdes sobre nimero, morfologia de cromossomos
e dados sobre distribuicdo de sitios de DNA ribossdmico, tanto em espécies da regidao
mediterranea quanto em espécies sul-americanas, reforcam a hipotese de que a América do
Sul ¢ o centro secundario de diversificacdo do género.

Tem sido proposto que apo6s chegada de um ancestral hipotético do género

Hypochaeris a América do Sul, este colonizou uma ampla variedade de ambientes exceto
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areas extremamente aridas, florestas tropicais e costas de desertos, o que reflete um padrao
caracteristico de radiacdo adaptativa (Cabrera e Willink 1980). Radiacdes rapidas e entre
continentes, tais como as observadas em Hypochaeris na América do Sul representam um
importante fenomeno evolutivo (Tremetsberger et al. 2005), pois constituem uma forma de
radiag¢do adaptativa ainda pouco exemplificada. Processos de radiacao adaptativa em plantas
sdo mais comumente visto em modelos de evolugdo de grupos em ilhas, ou em cenarios
similares. Em Hypochaeris, a forma de radiagdo rapida combinada com as caracteristicas
cariotipicas (pequeno nimero cromossomico, caridtipo bimodal e cromossomos relativamente
grandes) pode fornecer informagdes importantes sobre os modos de especiagdo e os padroes
de biogeografia, permitindo inferir a importancia dos rearranjos cromossdmicos nos Processos
de especiagdo do grupo sul-americano de espécies (Stebbins 1971; Cerbah et al. 1995, 1998b;
Ruas et al. 1995, 2005; Weiss et al. 2003, Weiss-Schneeweiss et al. 2007, 2008).

As espécies da América do Sul possuem grande diversidade morfoldgica,
ocupando habitats distintos que vao desde o nivel do mar até alturas superiores a 5000m,
refletindo um padrdo caracteristico de radiagdo adaptativa. Supde-se que o género surgiu na
América do Sul a cerca de 0,25 a 3,5 milhdes de anos atras durante o Plioceno ou Pleistoceno
tendo evoluido rapidamente, entre 0,25 a um milhdo de anos no Pleistoceno (Tremetsberger et
al. 2005). Apenas recentemente (Tremetsberger et al. 2005) demonstrou-se que o grupo sul-
americano de Hypochaeris ndo é um membro da se¢do Achyrophorus, como sugerido
previamente por Hoffmann et al. (1893). Andlise de sequéncias de DNA nuclear ribossomal e
com marcadores moleculares AFLP mostraram que a espécie H. angustifolia, endémica do
Marrocos, ¢ co-irma do grupo de Hypochaeris da América do Sul, sugerindo que um centro
secundario de diversidade surgiu no Novo Mundo ap6s dispersdo a longa distancia, a partir de
um ancestral hipotético oriundo do noroeste da Africa (Tremetsberger et al. 2005). Estes
dados encontram suporte também em caracteristicas de dados de AFLP (Tremetsberger et al.
2006), e caracteristicas cariotipicas (Oberprieler ¢ Vogt 2002; Tremetsberger et al. 2005),
fornecendo informagdes importantes que ligam H. angustifolia ao grupo de espécies do Novo
Mundo.

No Brasil o maior nimero de espécies do género Hypochaeris (de oito a
dez) ocorre na Regido Sul (Bortiri 1999). Uma das espécies pertencentes ao grupo sul-
americano ¢ Hypochaeris lutea, que ocorre preferencialmente no Sul do Brasil com poucos

relatos de ocorréncia na Argentina e Uruguai (Azevédo-Gongalves e Matzenbacher 2007).
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2.2 HYPOCHAERIS LUTEA

Hypochaeris lutea pode ser encontrada em regides frias, altas e de extrema
umidade (banhados e brejos) no sul do Brasil, em associagdo com espécies hidrofilas que sdo
encontradas, principalmente, em turfeiras como Sphagnum sp. (Matzenbacher 1998) (Figura
1). A espécie ¢ encontrada predominantemente nos estados do Rio Grande do Sul e Santa
Catarina. Porém, alguns relatos (cole¢des de herbarios) mostram sua ocorréncia também em
regides montanhosas e de grande umidade nos estados do Parana, Sao Paulo, Rio de Janeiro e
Minas Gerais, bem como no Uruguai e Argentina (Azevédo-Gongalvez e Matzenbacher
2007). Hypochaeris lutea é uma erva perene com raiz pivotante profunda, com flores de cor
amarela e ligulas também amarelas, que ultrapassam as bracteas involucrais, apresenta
florescimento em fevereiro e julho e frutificagdo em fevereiro (Azevédo-Gongalvez e
Matzenbacher 2007), porém, em algumas populagdes, pode-se observar florescimento entre os

meses de novembro e janeiro.

Figura 1 — Ambiente de ocorréncia de Hypochaeris lutea, Campina Grande do Sul,
PR (A), corola de H. lutea (B), individuo em casa de vegetagao de H. lutea
(C), individuo com variagao de cor da corola de H. lutea (D).
Estudos citogenéticos mostram que Hypochaeris lutea se caracteriza por
apresentar um caridtipo representado pela formula 2n = 2x = 4st + 2m-sat + 2m, com

constri¢ao secundaria subterminal associada ao satélite no brago curto do cromossomo 3. Este

padrio foi descrito para H. rozengurtii, sinonimia de H. lutea, por Ruas et al. (1995, 2005). A
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partir de dados sobre a morfologia dos cromossomos, particularmente sobre distribuicao de
sitos de rDNA, Weiss-Schneeweiss et al. (2007) dividiram véarias espécies sul-americanas de
Hypochaeris em grupos cariotipicos. A morfologia cromossémica de H. lutea possibilitou a
inclusdo desta espécie dentro do grupo Patagonica, que se caracteriza pela presenca de
satélite no brago curto do cromossomo 3. Esse grupo conta com a presenca de apenas duas
espécies: H. patagonica e H. lutea (Weiss-Schneeweiss et al. 2007).

Estudos citogenéticos adicionais em H. lutea mostraram a presenca de
heterocromatina, evidenciada por blocos CMA; (Cromomicina A3) positivos, de intensidade
média no satélite do brago curto do cromossomo 3, além de sinais CMA; positivos adicionais
nas regioes intersticiais nos bracos curto e longo do cromossomo 2 (Ruas et al. 2005). Dados
mais recentes, envolvendo estudos de popula¢des em H. lutea, mostraram a ocorréncia de

uma populagdo totalmente polipldide nesta espécie (Fiorin 2008).

2.3 FATORES QUE ATUAM NA ESTRUTURA GENETICA DE POPULACOES

A variagdo genética existente nas populacdes ¢ um fator fundamental para
que ocorra a evolugdo. A selecdo natural atua nas diferencas dentro de populagdes em relagao
a adaptacdo ao ambiente, proporcionando entdo a variagdo entre populagdes, e por fim, a
diferenciagdo entre espécies (Torggler et al. 1995). Sendo assim, quanto maior a variabilidade
genética presente na populagcao, maiores as chances da espécie perdurar naquele ambiente.

O padrao espacial ou a estrutura genética dentro de populagdes ¢ um
componente importante dentro dos processos genético-ecologicos e evolutivos de populagdes
naturais de plantas (Epperson 1990). A destrui¢do de habitats e a consequente fragmentacao
de populacdes naturais podem levar a uma limitagdo evolutiva, uma vez que podem reduzir a
capacidade adaptativa da espécie (Barret e Kohn 1991). A perda da variabilidade genética
pela fragmentagdo de habitats, pode ocorrer devido & redugdo do tamanho populacional,
criando gargalos genéticos, nos quais individuos remanescentes participam apenas com uma
pequena parcela da amostra do conjunto génico original para a formacdo de novas
populacdes. Caso a populagdo que teve seu tamanho reduzido permaneca isolada por muitas
geragdes, podera haver ainda perda continua de alelos devido a deriva genética (Barret e Kohn

1991; Charlesworth ¢ Charlesworth 1987).
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Em populagdes naturais esta variabilidade genética pode ser tanto perdida
quanto acrescida por processos naturais. Os processos que podem introduzir variabilidade
continuamente nas populacdes sdo basicamente dois: mutagdo e migracdo, e esta pode ser
perdida por deriva genética, endocruzamentos e selecdo natural (Cole 2003). A distribuicao da
variabilidade genética nas populacdes naturais depende também de outros fatores que sao
intrinsecos a espécie, como o mecanismo de dispersdao de polen e sementes, o0 modo de
reproducdo, o sistema de cruzamento, bem como alguns fatores ambientais que possam
influenciar ou direcionar de forma agregada essa distribui¢do (Kevin et al. 2004; Luna et al.
2005; Marquardt e Epperson 2004).

Hamrick e Murawski (1991) afirmam que as espécies que mantém
populagdes com alta densidade demografica apresentam maiores niveis de diversidade
genética do que as de baixa densidade, aumentando a probabilidade de ocorrerem mutacdes e
a incorporagao de novos alelos nas populagdes.

A distribuicao geografica de uma espécie também exerce uma grande
influéncia sobre o nivel da variabilidade genética como proposto por Cavalli e Winge (2003).
Sendo assim, espécies endémicas com razoavel homogeneidade ambiental podem apresentar
menores niveis de variabilidade genética em suas populagdes, enquanto, espécies com
distribuicao regional, relativamente restrita, tém niveis de variabilidade genética
intermediéaria. Por outro lado, espécies com distribui¢do geografica ampla sdo as que
normalmente apresentam maior variabilidade genética intrapopulacional (Cavalli e Winge
2003).

O fluxo génico ¢ um outro fator importante na estruturacdo genética de
populagdes de plantas, no qual ¢ responsavel pela redu¢do da divergéncia genética entre
populacdes (Nason et al. 1997). Fluxo génico ¢ um termo coletivo que inclui todos os
mecanismos que resultam no movimento de alelos de uma populagdo para outra (Slatkin
1985). Através da dispersao de polen e sementes, genotipos de diferentes populagdes podem
se encontrar, equilibrando fendmenos como a deriva genética, que pode reduzir a
variabilidade genética destas populagdes ao longo do tempo (Futuyma 1992). Sendo assim,
Wright (1943) afirma que populagdes separadas por longas distancias e com fluxo génico
limitado podem tornar-se diferenciadas geneticamente uma das outras pelo processo de
isolamento por distancia.

As estimativas de fluxo génico podem ser realizadas tanto por métodos
diretos ou indiretos. Slatkin (1987) recomenda o uso desses dois métodos conjuntamente, por

produzirem informacdes diferentes e complementares. Os métodos diretos utilizam
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estimativas das distancias de dispersao e do sucesso no estabelecimento de imigrantes que
podem ser influenciadas pela capacidade de dispersdo, variando significativamente entre
espécies. Algumas comparagdes entre as taxas de colonizagdo observadas e as preditas pelas
curvas de distribui¢do, descritas pela abordagem ecologica, tem mostrado que a magnitude da
dispersao a longa distancia tem sido subestimada (Ouborg et al. 1999). J& os métodos
indiretos usam as frequéncias alélicas ou medidas de diferenciacdo genética, obtidas
frequentemente com uso de marcadores moleculares.

A deriva genética ¢ um outro fator de importancia que pode influenciar na
estrutura genética de uma populagdo e apresenta efeitos contrarios ao fluxo génico. Este fator
se refere a uma flutuagdo aleatdria na frequéncia alélica, levando eventualmente, a fixacao ou
perda do alelo. Este processo apresenta numerosas consequéncias evolutivas, duas das quais
merecem énfase especial: perda de variagdo genética dentro de populacdes e possivel
divergéncia genética entre elas (Futuyma 1992). Além disso, um fator importante em relagao
a deriva genética diz respeito ao tamanho efetivo da populacao (Ne), ou seja, o nimero efetivo
de individuos em idade reprodutiva que podem ser encontrados dentro de uma area de
vizinhanga genética (Silvertown e Doust 1993). Enquanto o efeito da deriva genética pode ser
sentido com mais intensidade em populacdes de menor tamanho, este pode ser desprezivel em
populagdes grandes (Ridley 2006). O tamanho efetivo juntamente com outros fatores como
densidade populacional (Murawski e Hamrick 1992), sincronia no florescimento, padrdes
fenologicos (Hall et al. 1994), presenca de mecanismos de auto-incompatibilidade (Murawski
e Hamrick 1992) pode ser de grande interesse também devido a sua influéncia sobre o sistema
reprodutivo.

O sistema reprodutivo ¢ determinado pelo modo de transmissdo dos genes
de uma geracdo para outra, o qual pode ocorrer por cruzamentos aleatérios, cruzamentos
biparentais, autofecunda¢des, apomixia e suas combinagdes (Souza et al. 2003). Desta
maneira, o sistema reprodutivo interfere na variacao genética e sua distribui¢ao entre e dentro
das populagdes (Crawford 1984). Na maioria das espécies de plantas, a polinizagdo cruzada ¢é
preferivel a autofecundacdo e ha diversos mecanismos da biologia da reproducdo que
dificultam e, as vezes, até impedem a ocorréncia de autofecundagdo. (Adams 1991). Como
exemplo, ha o sistema sexual das espécies (dioicia, monoicia), mecanismos de
autoincompatibilidade, as caracteristicas florais, o comportamento dos agentes polinizadores,
entre outros (Adams 1991; Boshier 2000).

Meétodos tradicionais de estudo do sistema de reprodugdo de uma espécie

sdo baseados numa analise da morfologia floral, em experimentos de cruzamentos em casa de
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vegetacdo e na observacdo do comportamento dos polinizadores fornecendo apenas
informacodes qualitativas (Clegg 1980). J& a inferéncia quantitativa do sistema da reproducao ¢
possivel pelo uso de marcadores moleculares (Boshier et al. 2000), por meio da determinacao
da distribui¢do dos gendtipos nas familias, desta maneira sendo possivel entdo quantificar
geneticamente os resultados dos cruzamentos (Clegg 1980). A determinagdo do sistema de
reprodu¢ao com marcadores genéticos descreve, portanto, a maneira como os gametas dos
parentais de uma populacdo se unem (Boshier et al. 1995).

A relagdo entre o sistema de reproducdo e deriva genética, principalmente
no que diz respeito a depressdo por endogamia, ¢ uma importante questao a ser considerada
na conservagdo de recursos genéticos, pois populacdes pequenas geralmente sofrem
endogamia. Altos niveis de endogamia ndo resultam necessariamente em depressdo, pois a
depressdo por endogamia depende principalmente de mecanismos genéticos e da historia de

vida da espécie (Barret e Kohn 1991; Charlesworth e Charlesworth 1987).

2.3.1 Analise sobre a Estrutura Genética de Populagdes

A estrutura genética de populacdes pode ser avaliada utilizando-se algumas
metodologias distintas: coeficiente de coancestralidade de Cockerham (Cockerham 1969;
Vencovsky 1992; Weir 1996), que fornece a distribuicdo da variabilidade genética em
diversos niveis hierarquicos; as estimativas da diversidade genética de Nei (1973, 1978), que
fornece a propor¢cdo da variabilidade genética contida entre e dentro das populagdes
(Gonzales e Hamrick 2005; Lee et al. 2002); estatisticas F de Wright (Wright 1965), que
possibilitam identificar niveis médios dos indices da fixacao alélica para o total de populacdes
(Fi), dentro da populagao (FIS), e a divergéncia genética entre populacdes (Fst) (Moraes et
al. 1999; Yeeh et al. 1996).

Os parametros mais utilizados para quantificar a variacdo genética sdo as
proporg¢des de locos polimérficos dentro de espécies (Pe) e dentro de populagdes (Pp) e a
diversidade geral de espécie (He) e de populagdes (Hp) (Hamrick 1994). Apesar da grande
importincia dessas estatisticas para a caracterizacdo genética de populacdes naturais, elas
permitem apenas uma descri¢do geral sobre a heterogeneidade espacial da variabilidade
existente (Barbujani 1987). As inferéncias sobre os processos microevolutivos atuando nas

populagdes podem ser efetuadas de forma mais completa com a utilizagdo de técnicas mais
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elaboradas de analise espacial (Slatkin e Arter 1991, Epperson 1997). A andlise de
autocorrelacdo espacial (Sokal e Oden 1991; Heywood 1991) representa uma estratégia mais
geral e mais eficiente para descrever “superficies” de variagdo genética complexas, avaliando
a semelhanca entre os valores das frequéncias alélicas nas subpopulacdes vizinhas
espacialmente e como essa semelhanga se altera a medida que se modifica a escala geografica.
Considerando que a variabilidade genética ¢ a condi¢do principal para evolucdo, o
conhecimento sobre a amplitude e distribui¢do desta variabilidade ¢ fundamental para acessar

o potencial evolutivo de populagdes e espécies de plantas. (Silvertown e Doust 1993).

2.4 MARCADORES MOLECULARES PARA ESTIMATIVA DA ESTRUTURA GENETICA DE

POPULACOES

Existem muitas maneiras de acessar a estrutura genética de populacdes e
verificar o grau de variabilidade existente em uma determinada espécie. O mais simples
indicador de variabilidade genética ¢ a variabilidade morfoloégica, porém esta pode sofrer
influéncia do ambiente, apresentando variagao continua e grande plasticidade (Ferreira e
Grattapaglia 1998). Sendo assim para uma melhor e mais segura determinacdo da
variabilidade genética ¢ necessario utilizar caracteristicas que ndo sofram influéncias do meio
ambiente. Neste sentido as técnicas de biologia molecular permitem observar o polimorfismo
diretamente no DNA. Os marcadores moleculares abriram novas perspectivas para as
pesquisas de biologia populacional e de conservagdo de espécies, e tém sido largamente
utilizados no monitoramento da variabilidade genética (Ferreira e Grattapaglia 1998).

A introdugdo da técnica de eletroforese de isoenzimas no inicio na década
de 60, além de iniciar a era dos marcadores moleculares, ampliou o nimero de marcadores
que poderiam ser utilizados na caracterizagdo de espécies. A eletroforese de isoenzimas tem
como base a ocorréncia de mutagdes no codigo genético, as quais alteram a carga elétrica de
algumas proteinas com funcdo enzimatica. Apos eletroforese das amostras de proteina, o
polimorfismo ¢ detectado através da visualizagdo do produto enzimdtico por métodos
histoquimicos (Toggler et al. 1995). Apesar de acrescentarem informagdes importantes para a
analise genética, os marcadores isoenzimaticos podem ter baixo polimorfismo, encontrando
pouca aplicabilidade, quando é necessaria uma cobertura mais ampla do genoma (Ferreira e

Grattapaglia 1998).
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O poder de deteccdo da variabilidade existente diretamente ao nivel do
DNA so6 foi alcancado com o desenvolvimento de técnicas em biologia molecular. Os
marcadores genéticos de DNA tém se mostrado importantes ferramentas para descrever os
padroes da variabilidade genética de uma populagdo natural e, com o seu uso, ¢ possivel
avaliar como esta variabilidade encontra-se distribuida dentro e entre as populacdes (Sebbenn
2001; Telles et al. 2003).

A primeira técnica descrita para obtencdo de marcador genético de DNA,
baseia-se na agdo de enzimas de restricdo apds reconhecimento de uma sequéncia de DNA, no
qual o marcador RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) é fundamentado. A
técnica de RFLP surgiu na década de 70 em um experimento destinado a deteccao de mutacao
de DNA de virus (Grodzicker et al. 1974) ele foi usado mais tarde por Botstein et al. (1980)
para analise gendmica. Os marcadores RFLP tornaram-se uma ferramenta 1til e importante
para varias areas da biologia. Porém, em estudos de genética de populagdes este marcador nao
foi muito difundido e utilizado devido ao grau de dificuldade e o alto custo da técnica, quando
aplicada a um grande nimero de individuos.

Os marcadores minissatélites desenvolvidos na década de 80 permitem
também a identificagdo de polimorfismo diretamente no DNA. A primeira regido
hipervariavel foi isolada ao acaso a partir de uma biblioteca gendmica descrita por Wyman e
White, 1980. Os minissatélites tém sido utilizados no melhoramento de plantas para
identificacdo de variedades e clones, na anélise de diversidade genética e na determinacgdo de
paternidade (Dallas 1988; Nybom e Hall 1991; Broun et al. 1992).

O surgimento da técnica de PCR na década de 80 desenvolvida por Mullis e
Faloona (1987), que permitiu a sintese enzimatica de milhdes de copias de um segmento
especifico de DNA, provocou uma verdadeira revolugdo nas técnicas de biologia molecular.
O uso das técnicas de PCR na analise genética permite um melhor entendimento de processos
de especiagdo, padroes de biogeografia ao nivel de espécie, bem como a estrutura genética de
populagdes. Os marcadores de DNA mais utilizados em estudos genéticos de plantas sdo o
RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), RFLP (Restriction Fragment Lenght
Polymorphism), o AFLP (Amplified Fragment Lenght Polymorphism) e os SSRs (Simple

Sequence Repeats) ou microssatélites (Ferreira e Grattapaglia 1998).
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2.4.1 Marcadores AFLP

A técnica AFLP, descrita por Vos et al. (1995), associa o polimorfismo
gerado por enzimas de restricdo com a capacidade de deteccdo da técnica de PCR. O DNA
total da planta ¢ clivado por enzimas de restricdo, originando um nimero extremamente
elevado de fragmentos que, em fun¢do da concentracdo, ndo sdo detectados em eletroforese.
Pequenas sequéncias de DNA (adaptadores) sdo acopladas as extremidades 3’ desses
fragmentos de restri¢dao, as quais se anelam com primers especificos, durante a PCR (pré-
amplificacdo e amplificacdo seletiva). Os fragmentos gerados sdo entdo separados por
eletroforese em gel de poliacrilamida. Porém, atualmente existem equipamentos e programas
especificos para andlise destes fragmentos, ndo sendo necessdrio o uso de géis de
poliacrilamida.

Os marcadores AFLP t€ém como vantagens o grande numero de marcadores
analisados em um tnico gel com alto poder de deteccao de variabilidade genética, ndo requer
informagao prévia de sequéncia de DNA, ainda hé a possibilidade de diferentes combinagdes
entre primers e enzimas de restri¢do e, ¢ possivel maior repetibilidade dos resultados, quando
comparados com a técnica RAPD (Ferreira e Grattapaglia 1998).

Entretanto, a principal limitagdo dos marcadores AFLP ¢ o baixo contetdo
de informagdo genética por loco, pois, assim como os marcadores RAPD, sdo de natureza
dominante (Ferreira e Grattapaglia 1998; Zhivotovsky 1999; Costa et al. 2000).

Os marcadores moleculares de AFLP foram considerados uteis para estudos
de diversidade genética e padrdes biogeograficos, que foram moldados por mudancas
climaticas no Mediterraneo durante o periodo quaternario em espécies de plantas como
Hypochaeris angustifolia (Terrab et al. 2009). Marcadores de AFLP foram também utilizados
para estudos biogeograficos de trés espécies andinas de Hypochaeris na América do Sul: H.
acaulis (Remy) Britton, H. tenuifolia (Hook. et Arn.) Griseb., e H. palustris (Phil.) De Wild.
(Tremetsberger et al. 2003a; 2003b; Muellner et al. 2005), para espécies da Peninsula Ibérica
tais como, H. salzmanniana DC., H. radicata L. still ¢ H. glabra L. e para estudos de
populagdes da espécie endémica na costa Atlantica H. salzmanniana, distribuidas em ambos
os lados do estreito de Gibraltar (Tremetsberger et al. 2004, Ortiz et al. 2007). Os resultados
destes estudos sugerem que o uso de marcadores AFLPs ¢ adequado para a determinacdo da

estrutura genética das populagdes do género Hypochaeris ¢ estes dados podem fornecer
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informacodes relevantes para auxiliar na compreensao sobre a chegada e a radiagdo do género

no continente sul-americano.



24

3 JUSTIFICATIVA

Exemplos de radiagdo adaptativa vegetal em continentes sdo menos
conhecidos. O género Hypochaeris ocorre em dois centros distintos de diversidade, um na
regido Mediterranea e o outro na América do Sul. Porém, as relacdes filogenéticas no grupo
sul-americano, sua chegada a América do Sul e os mecanismos de radiagdo adaptativa que
levaram a diversificacdo do género neste continente ainda ndo foram completamente
elucidados. Sendo assim, o género Hypochaeris tem se mostrado um excelente modelo para
estudos evolutivos em continentes.

No Brasil sdo descritas cerca de 8 a 10 espécies de Hypochaeris as quais se
encontram distribuidas principalmente na regido sul. Dentre estas espécies se encontra
Hypochaeris lutea (Vell.) Britton encontrada em regides frias, altas ¢ de extrema umidade
(banhados e brejos) em associacdo com espécies hidrofilas que sdo encontradas,
principalmente, em turfeiras.

Alguns estudos citogenéticos ja foram realizados para definir a estrutura
cariotipica em H. lutea, mas nenhum trabalho envolvendo técnicas moleculares para estudos
de estrutura genética de populagdes foi realizado até o momento. Estes dados sdo importantes
por fornecerem subsidios para estudos genéticos, pois o conhecimento sobre a estrutura de
populacdes de plantas oferece uma perspectiva historica sobre as mudancas evolutivas que
caracterizam uma espécie. O estudo proposto com H. lutea podera contribuir para uma melhor
compreensdo sobre os mecanismos envolvidos nos processos de radiacdo e evolugdo do

género Hypochaeris no continente sul-americano.
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4 OBJETIVO

Investigar a estrutura genética de 11 populagdes de Hypochaeris lutea

distribuidas nos Estados do Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul.

4.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Mapear populagdes de H. lutea nas diferentes areas de distribuicao;

b) Aplicar a técnica de AFLP para definir a estrutura genética de populacdes
de H. lutea

c¢) Gerar informagdes relevantes que auxiliem nos estudos de biogeografia

do género Hypochaeris.
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ESTRUTURA GENETICA DE POPULACOES DE HYPOCHAERIS LUTEA
(ASTERACEAE)

Abstract

Hypochaeris lutea (Vell.) Britton, Asteraceae is an endemic species from South American,
growing in cold and wet lands in the southern and southeastern of Brazil, as well as in
Uruguay, Paraguay and Argentina. In the present study, 270 individuals representing 11
populations of H. lutea, distributed in the states of Parana, Santa Catarina and Rio Grande do
Sul, were studied using AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphisms) markers, aiming
to elucidate the population genetic structure of this species. Six AFLP primer combinations
rendered 193 markers that were used to estimate the Nei’s genetic distance. The relationships
within and among populations were estimated by AMOVA (Analysis of Molecular Variance)
and Principal Coordinate Analysis (PCoA). The frequency of polymorphic loci and the gene
diversity were high, varying from 83,42% to 91,66% and from 0,2588 to 0,3442, respectively.
As showed by the Mantel test there was no positive correlation between genetic and
geographic distances. The PCA revealed that individuals of all populations are mixed, as
suggested by absence of private alleles. AMOVA used to estimate Fsr indicated that most of
the genetic variability was found within 80,66% than among 19,34% populations, possibly
because a process of long distance dispersion, a common phenomenon in plants of the
Asteraceae family with a system of allogamy. The pattern of genetic structure observed in H.
lutea is consistent with a process of rapid and recent radiation that has been proposed to
explain the origin of the South American species of Hypochaeris.

Keywords: Population genetics. AFLP. Genetic variability. Asteraceae.

INTRODUCAO

O género Hypochaeris L. (Asteraceae) compreende um grupo de espécies
herbaceas cosmopolitas, com maior ocorréncia nas regides subtropicais e temperadas (Barroso
1991). Estas espécies podem ser encontradas em diferentes ecossistemas tais como campos,
ambientes savanicos ¢ florestas abertas (Cabrera 1929; Matzenbacher 1985; Garcia et al.
2000). Hypochaeris possui dois centros de diversidade, a Regido Mediterranea como centro
primario e a América do Sul, o centro secundario, proposto por Stebbins (1971) com base em
nimero e morfologia cromossdmica. O género possui mais de 15 espécies, ocorrendo na
Europa, Asia e nordeste da Africa (DeFillips 1976; Oberprieler 2002) e cerca de 50 espécies
na América do Sul (Bortiri 1999).

Estudos com sequéncias de DNA nuclear ITS, de citogenética molecular
(rDNA 58, 18 e 25S) e marcadores moleculares AFLP (Tremetsberger et al. 2005, 2006) tém

mostrado que Hypochaeris angustifolia,(Litard. & Maire) uma espécie endémica do
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Marrocos, ¢ co-irma do grupo sul-americano de Hypochaeris, sugerindo que um centro
secundario de diversidade tenha surgido no Novo Mundo apés dispersao a longa distancia, a
partir de um ancestral hipotético oriundo do noroeste da Africa (Tremetsberger et al. 2005).
Estes dados encontram suporte também em dados de AFLP (Tremetsberger et al. 20006), e
caracteristicas cariotipicas (Oberprieler ¢ Vogt 2002; Tremetsberger et al. 2005), fornecendo
informagdes importantes que ligam H. angustifolia ao grupo de espécies do Novo Mundo.

Samuel et al. (2003) e Tremetsberger et al. (2005) a partir de estudos
filogenéticos sugerem que o género Hypochaeris tem passado por processos de especiagdo de
forma rapida e recente na América do Sul, tendo surgido ha cerca de 3,5 milhdes de anos atras
durante o Plioceno ou Pleistoceno e evoluido rapidamente, entre 0,25 a um milhdo de anos no
Pleistoceno. Radia¢Ges rapidas e entre continentes, tais como observado em Hypochaeris na
América do Sul e na regido Mediterranea representam um importante fenomeno evolutivo
(Tremetsberger et al. 2005). Neste contexto o género Hypochaeris, fornece um excelente
modelo para estudos evolutivos e de especiacao.

Entre as espécies pertencentes ao grupo sul-americano, Hypochaeris lutea
(Vell.) Britton, com ocorréncia preferencialmente no sul do Brasil e com alguns relatos de
ocorréncia na Argentina ¢ Uruguai (Azevédo-Gongalves e Matzenbacher 2007) ainda carece
de informagdes. Hypochaeris lutea apresenta caracteristicas morfologicas e ecologicas
semelhantes a espécie co-irmd, H. angustifolia, possivel ancestral do grupo sul-americano
(Tremetsberger et al. 2005). Alguns estudos citogenéticos detalhados ja foram realizados em
H. lutea, mas nenhum trabalho envolvendo técnicas moleculares para estudos de estrutura
genética de populacdes foi realizado até o momento nesta espécie.

Os estudos genéticos sdo importantes por fornecerem subsidios para estudos
evolutivos. O conhecimento de uma determinada estrutura de populacdo de plantas oferece
uma perspectiva historica sobre as mudancas evolutivas que caracterizam uma espécie e
permite aos investigadores prever com mais precisdo como essas populacdes vao reagir a
futuros eventos de origem natural e artificial (Ridley 2006).

Os marcadores genéticos sdo a principal ferramenta para descrever os
padroes da variabilidade genética de uma populagdo natural e, com o seu uso, ¢ possivel
avaliar como esta variabilidade encontra-se distribuida dentro e entre as populagdes (Sebbenn
2001; Telles et al. 2003). Dentre as técnicas de marcadores moleculares, o AFLP (Amplified
Fragments Length Polymorphism) destaca-se pelo grande nimero de marcadores gerados por
ensaio, grande poder de deteccdo de variabilidade genética e maior repetibilidade (Vos et al.

1995). Apesar de pouco informativo por locos, por se tratar de um marcador dominante,
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estudos de simulagao mostram que o grande numero de marcadores AFLP compensa o baixo
conteudo de informacao genética por locos (Mariette et al. 2002).

Marcadores AFLP estdo sendo frequentemente utilizados nos estudos de
diversidade genética no género Hypochaeris, tanto nos grupos do velho mundo quanto no
grupo sul-americano (Tremetsberger et al. 2003a; 2003b, 2004; Ortiz et al. 2007; Terrab et al.
2009). Os resultados destes estudos sugerem que o uso destes marcadores ¢ adequado para a
determinacdo da estrutura genética das popula¢des do género Hypochaeris.

Neste trabalho utilizamos o método de AFLP com o objetivo de investigar a
estrutura genética de 11 populagdes de H. lutea, distribuidas nos Estados do Parana, Santa
Catarina e Rio Grande do Sul e também fornecer informagdes relevantes que auxiliem nos

estudos de biogeografia do género Hypochaeris.

MATERIAL E METODOS

Coleta do material

Folhas jovens de H. lutea foram coletadas em silica gel. Aproximadamente
25 individuos de cada uma de 11 populagdes naturais, distribuidas nos Estados do Parana,
Santa Catarina ¢ Rio Grande do Sul, foram amostrados (Tabela 1 e Figura 1) totalizando 270
individuos. Amostras herborizadas, representantes das referidas populagdes encontram-se

depositadas no Herbario da Universidade Estadual de Londrina (FUEL).
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Tabela 1 — Origem geografica de 11 populagdes de H. lutea na regido sul do Brasil com
respectivos coletores, nimeros de coleta e colecdo, (N) — nimero de individuos
coletados.

Coordenadas
geograficas

2

Siglas Localizacao

FCM Proximo a Fazenda Capdo do Muniz, municipio de Sdo 25 29°33°S,
Francisco de Paula. (RS). CR. PR. NM. MO. 13/06 51°51° 0O
(FUEL42225).

BJ  Rodovia entre os municipios de Sdo Joaquim ¢ Bom Jardim 25 28° 17’ S,
da Serra, (SC). CR. PR, EU. 355/08 49° 56" O
(FUEL43).

RR  Alto da Serra do Rio do Rastro, municipio de Bom Jardim 20 28°16° S,
da Serra, (SC). PR, CR, TN. 07/07 (FUEL40654). 49°52° O

CF  Canion Fortaleza. divisa entre os estados de SC e RS, 25 29° 2°86"'S
proximo ao municipio de Cambara do Sul. CR. PR, NM. 50°8° 0
MO. 27/06 (FUEL42233).

PN  Fazenda Sao Maximiniano, Br-116, km 308, Guaiba. (RS). 25 30° 10’ S,
02/06 (FUEL 42235). 51° 23" 0O

SR Serra da Rocinha, municipio de Cambara do Sul. (RS). CR., 25 29°01° S,
PR. NM. MO. 17/06 (FUEL42235). 50°09° O

SM  Saida do Pico Montenegro. municipio de Sdo José dos 25 28°37°S.
Ausentes. (RS). CR. PR, NM. MO. 22/06 (FUEL42241). 49°48° O

RQ  Municipio de Rancho Queimado. (SC). CR, PR, EU. 352 25 27°40'S,
(FUELA42). 49°01'0

ST Municipio de Sdo Joaquim, (SC). PR. CR. TN. 08/07 25 28°17S,
(FUEL40652). 49°55'0

BN Municipio de Balsa Nova. (PR). CR, PR, LR, MR. 10/08a 25 235°31°'16™" S
(FUEL44451). 49° 357157 O

CS  Municipio de Campina Grande do Sul, (PR). CR. PR. LR, 25 25°18'77" S
MR. 10/08b (FUEL44452). 48 55790 O

Abreviagdes dos estados: PR, Parana; RS, Rio Grande do Sul; SC, Santa Catarina. Abreviagdes dos coletores:
CR, C.F. Ruas; EU, E. Urtubey; LR, L.A. Rodrigues; MO, M.A. Ortiz; MR, M. Reck; PR, P.M. Ruas; NM, N.I.
Matzenbacher; TN, T.J. Nakayama. FUEL — Herbario da Universidade Estadual de Londrina.
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Figural— Areas de coleta de 11 populagdes amostradas de H. lutea situadas nos Estados do Parana,
Santa Catarina e Rio Grande do Sul, Brasil.

Reacao de AFLP

Para aplicacdo da técnica de AFLP o DNA de cada amostra foi extraido de
acordo com o protocolo CTAB (cetyltrimethylammonium bromide) (Doyle e Doyle 1987)
com algumas modificagdes (Tremetsberger et al. 2003b). As amostras de DNA foram
quantificadas e cerca de 800 a 1000ng foram submetidas a restricdo com 5U de ECORI e 5U
de Msel em tampao de digestdo com um volume total de 20ul. As amostras foram incubadas
em estufa a 37°C por 16h. Os fragmentos gerados foram ligados a adaptadores especificos,
conforme descrito por Vos et al. (1995) com algumas modificacdes.

A reacdo de ligacdo foi feita em um volume de 10ul contendo tampao de T4
DNA Ligase 1X, NaCL 0,05M, BSA 0,5ng, DTT 2,5mM, adaptadores Mse 50mM,
adaptadores ECOR 5SmM, T4 DNA Ligase 1U, na qual foi adicionada 20ul da pré-digestao,
totalizando 30ul. Esta reacdo foi incubada a 37°C por 3h, 17°C por 30 min, 70°C por 10 min.
A seguir 25l da reagdo de restri¢ao-ligacdo foi diluida em 100 pl de 4gua ultrapura.

A reacgdo pré-seletiva utilizando a reacdo de restricdo-ligacdo diluida foi
efetuada de acordo com Vos et al. (1995) com algumas modificagdes. A amplificagdo pré-

seletiva foi realizada em duas etapas para maior especificidade dos fragmentos utilizando o kit
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GoTaq® Green Master mix (Promega, USA) mais 0,58ul de primer pré-seletivo 4,75uM e
3,0 uL da dilui¢ao da reacdo de restrigdo-ligacao. O programa da amplificacao pré-seletiva foi
realizada em: 1 ciclo 72puC por 2 min, 20 ciclos de 90°C por 1 seg, 56°C por 30 seg e 72°C por
2 min seguido de 1 ciclo final de 60°C por 30 min. Em seguida, um volume de 5 pl da reagdo
pré-seletiva foi diluido em 20 pl de dgua ultrapura.

Para amplificagao seletiva foram testadas 16 combinagdes de primers com 2
ou 3 nucleotideos seletivos na extremidade 3°. Destas foram selecionadas as seguintes seis
combinagdes ECORI-AGC/Msel-CAG, EcoRI-AGC/Msel-CAAG, EcoRI-AGC/Msel-CTAG,
ECORI-ACT/Msel-CTCG, EcoRI-ACT/Msel-CAAG, ECORI-AGC/Msel-CTCG. A reagdo
seletiva foi realizada utilizando 3,5uL do kit GoTaq® Green Master mix (Promega, USA),
acrescentando 0.54ul de cada primer seletivo Msel 5uM e ECoRI 5uM e 2,5ul da reagao pré-
seletiva. O programa utilizado para amplificacdo seletiva foi o seguinte: 1 ciclo 94°C por 2
min, 65°C por 30 seg ¢ 72°C por 2 min; 8 ciclos de 94°C por 1 seg, 64°C por 30 seg e 72°C
por 2 min; 23 ciclos de 94°C por 1 seg, 56°C por 30 seg e 72°C por 2 min e 1 ciclo final de
60°C por 30 min. Os produtos da amplificacdo foram separados em gel de poliacrilaminada
(29 acrilamida : 1 bis-acrilamida) a 7% a 200 volts por um periodo de trés horas e vinte
minutos.

ApoOs eletroforese os géis foram mantidos sob agitacdo durante cinco
minutos em 150 mL de fixador, acrescentando em seguida 1mL de uma solu¢do de nitrato de
prata a 20%, mantendo a agitacdo por mais 8 min. Apos descarte do fixador com nitrato de
prata, o gel foi lavado com agua destilada por trés vezes. A revelagdo foi realizada em 150 mL
de revelador, acrescido de 1,5mL de formaldeido, agitando o gel nesta solugdo até o
aparecimento das bandas. Apos aparecimento das bandas, o revelador foi descartado e o gel
lavado em agua destilada por trés vezes, fixado em 150 mL de fixador por 5 min, lavado
novamente e fotografado usando uma camera digital NIKON Coolpix 995. As imagens foram

transferidas para um computador e amazenadas até analise com o software Canvas X.

Analise dos dados de AFLP

Os géis foram analisados visualmente e os marcadores obtidos foram
acessados para presenca (1) ou auséncia (0), no qual gerou-se uma matriz binaria de dados,
que foi utilizada nas andlises estatisticas. Para o cdlculo do coeficiente de variacdo foi
utilizado o programa dBoot ver. 1.1 (Coelho 2001). A porcentagem de locos polimorficos, a

diversidade génica de Nei (1973) e a distdncia genética foram calculadas para as 11
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populagdes utilizando o programa POPGENE 1.31 (Yeh et al. 2000). Para verificar a variagao
da variabilidade genética total entre e dentro de populagdes bem como o indice de fixagao
alélica (Fsr) utilizou-se a andlise de varidncia molecular (AMOVA) conduzido no programa
Arlequin v. 3.11 (Excoffier et al. 2005). A matriz de distancia genética foi comparada com a
matriz de distancia geografica através de teste de Mantel (Manly 1997), utilizando o programa
TFPGA (Tools For Population Genetics Analyses) versdao 1.3 (Miller 1997). A analise da
coordenada principal foi utilizada para avaliar a distribui¢do da distancia genética através do

programa FAMD (Fingerprint Analysis with Missing Data) (Schluter 2006).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Seis combinagdes de primers, selecionados com base na qualidade dos
produtos de amplificagdo e na quantidade de polimorfismo gerado, foram aplicados em 11
populagoes de H. lutea. As combinagdes de primers utilisadas renderam numeros variaveis de
produtos de amplifica¢do sendo: ECORI-AGC/Msel-CAG, 28 marcadores; ECORI-AGC/Msel-
CAAGQG, 45 marcadores; ECORI-AGC/Msel-CTAG, 24 marcadores; ECORI-ACT/Msel-CTCG,
29 marcadores; ECORI-ACT/Msel-CAAG, 30 marcadores; ECORI-AGC/Msel-CTCG, 37
marcadores. Um total de 193 marcadores foram produzidos, com média de 32,17 marcadores
por primer e 100% de polimorfismo. O tamanho dos fragmentos amplificados variou entre 50
a 1000 pb. A Figura 2 ilustra o padrao de marcadores AFLP obtido com a combinacdo de
primers ECORI-AGC/Msel-CAG em alguns dos individuos de H. lutea.
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Figura 2 — Padrdo de marcadores amplificados por AFLP em alguns individuos
de H. lutea com a combinagdo de primers ECORI-AGC/Msel-CAG, 1-
20 - individuos da populagdo SM —Saida do Pico Montenegro,
Municipio de Sdo José dos Ausentes, M — marcador de peso molecular
de 50pb.

O coeficiente de variacao calculado para o niimero total de marcadores foi
de 8,7%, este valor demonstra que o nimero de marcadores foi suficiente para realiza¢do das
analises de diversidade genética (Figura 3). A estimativa de diversidade genética em H. lutea
(Tabela 2) indicou a existéncia de elevados niveis de diversidade na espécie. A porcentagem

de locos polimorficos apresentou uma variagdo de 83,42% na populacdo da Serra do Rio do
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Rastro - RR (07/07) a 98,96% na populacdo de Serra da Rocinha - SR (17/06) com uma média
de 91,66% entre as populacdes.

'
o

ariacao

Curva do CV (%)

Meédia do coeficiente de v

1 25 49 73 97 121 145 169 193

Numero de marcadores AFLP

Figura 3 — Coeficiente de variagdo aplicados em 193 marcadores moleculares AFLP em 11
populacdes de H. lutea.

Tabela 2 — Comparagao dos indices de diversidade dentro de cada populagdo de H. lutea
coletada na regido Sul do Brasil, obtidos com marcadores AFLP. Pp -
Porcentagem de locos polimorficos, (HS) - diversidade génica de Nei (1973).

Populacao Pp Hs Locos
polimdrficos
Sh 97.41 0.3417 188
FCMI 96.37 0.3078 186
SR 98.96 0.3321 191
BJ 95.34 0.3442 184
RE 83.42 0.2757 161
Cs B8.0B 0.2715 170
RO 92.75 0.2853 179
P 8o.12 0.2668 172
CF 291.71 0.2929 177
BN B7.56 0.2588 169
5T B7.56 0.2875 169

Abreviagoes das populagdes SM — Saida do Pico de Montenegro, Municipio de Sao José dos
Ausentes RS; FCM — Proximo a Fazenda Capao do Muniz, Municipio de Sdo Francisco de Paula,
RS; SR — Serra da Rocinha, Municipio de Cambara do Sul, RS; BJ — Rodovia entre Sdo Joaquim e
Bom Jardim, SC; RR — Alto da Serra do Rio do Rastro, Municipio de Bom Jardim SC; CS —
Municipio de Campina Grande do Sul, PR; RQ - Municipio de Rancho Queimado, SC; PN —
Fazenda Sao Maximiniano, Municipio de Guaiba, RS; CF — Céanion Fortaleza, préximo ao
Municipio de Cambara do Sul, RS; BN — Municipio de Balsa Nova, PR; SJ - Municipio de Séo
Joaquim, SC.
Os valores de porcentagem de locos polimorficos encontrados em H. lutea

sdo considerados elevados em comparagdo a outras espécies sul-americanas de Hypochaeris,
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como o encontrado naquelas espécies que tiveram sua estrutura genética afetada por periodos
glaciais durante o Pleistoceno. Por exemplo, em H. incana (Hook. & Arn.) Macloskie a
porcentagem de locos polimoérficos variou de 8,2 a 23,6% (Tremetsberger et al. 2009), em H.
palustris (Phil.) De Wild. foi de 0,7 a 20,7% (Muellner et al. 2005) e em H. acaulis (Remy)
Britton variou de 1 a 24% (Tremetsberger et al. 2003a). Possivelmente, os refugios originados
deste periodo podem ter afetado a porcentagem de locos polimérficos, devido a uma dréstica
reducdo no tamanho das populagdes nestas espécies, tendo como consequéncia a ocorréncia
de fendmenos de gargalo genético, efeito fundador e/ou deriva genética.

Os indices de diversidade (HS) génica de Nei (1973) encontrados nas
populagdes de H. lutea variaram de 0,2588, na populagdo de Balsa Nova - BN (10/08a), a
0,3442, na populagdo de Bom Jardim da Serra - BJ (355/08) com uma média de 0,2968 nas
populacdes (Tabela 2). Estes indices sdo superiores aos encontrados em outras espécies de
Hypochaeris. Por exemplo, na espécie marroquina irmd do grupo sul-americano, H.
angustifolia, o indice de diversidade génica variou de 0,01 a 0,15 (Terrab et al. 2009). Ja na
espécie endémica do sudeste europeu H. salzmanniana DC. a diversidade génica variou de
0,0426 a 0,1675 (Ortiz et al. 2007). Em outra espécie sul-americana, H. acaulis, também foi
evidenciado um menor indice (0,002 a 0.056) de diversidade génica (Tremetsberger et al.
2003a).

Cornuet e Luikart (1996) e Piry et al. (1999) sugerem que populagdes que
experimentaram uma recente reduc¢do de seu tamanho efetivo exibem um ntimero reduzido na
porcentagem de locos polimorficos e na diversidade génica. Desta maneira, considerando os
elevados valores de diversidade génica e de porcentagem de locos polimorficos, sugere-se que
as populagdes de H. lutea ndo passaram por nenhum processo recente que tenha reduzido seu
tamanho efetivo. E possivel que as caracteristicas intrinsecas a espécie, tais como, modo de
reproducdo, ciclo e historia de vida, tenham contribuido para a manutencdo desta
variabilidade. Além disso, tal como verificado em outros grupos de plantas, como por
exemplo, na familia Poaceae (PySek 1997), espécies pertencentes a familia Asteraceae
apresentam alta capacidade de colonizar novos ambientes, principalmente devido a
caracteristicas como alta taxa reprodutiva e desenvolvimento de estruturas especializadas na
dispersao (Pysek 1997).

As estimativas da distdncia genética entre populacdes, calculadas conforme
Nei (1978), mostraram que a menor distancia genética (0,0318) foi verificada entre as
populacdes de Serra da Rocinha — SR (17/06) e préximo a Fazenda Capao do Muniz — FCM

(13/06), enquanto que a maior distancia genética (0,2274) foi observada entre as populagdes
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de Campina Grande do Sul — CS (10/08b) e da Serra do Rio do Rastro — RR (07/07) (Tabela
3). Foi observado também que as maiores distancias genéticas foram observadas entre a

populacdo de Serra do Rio do Rastro em relagdo as demais populagdes do estudo.

Tabela 3 — Distancia genética de Nei (1978) abaixo da diagonal e distancia geografica (km)
acima da diagonal em 11 populagdes de H. lutea.

SM FCM SR BI RR CS RO PN CF BN 871

SM | *#®% 2248 56 39 39 378 130 230 53 344 39
FCM [0.0482 ws* 175 234 240 553 347 82 178 499 235
SR |0.0364 0.0318 #*%* 84 88 430 186 175 3 301 84
BJ [0.0409 0.0706 0.049] ##%* 7 346 113 252 32 308 2

RR |0.0928 0.1166 0.1090 0.1080 ##*# 342 107 257 85 305 5
CS [0.1617 0.1513 0.1219 0.1750 0.2274 ##*= 262 501 427 71 345

RQ |0.1148 0.0960 0.0871 0.1338 0.1979 0.0753 H## 361 184 244 112
PN [0.1348 0.1190 0.0994 0.1583 0.2155 0.0785 0.0554 H&# 177 544 253
CF [0.1278 0.1015 0.0956 0.1519 0.1973 0.1108 0.0576 0.0443 #H#= 389 82
BN |0.1501 0.1251 0.1074 0.1686 0.2008 0.0886 0.0741 0.0890 0.0982 *®%* 30§

SJ |0.1278 0.1310 0.1002 0.1439 0.1719 0.1067 0.0995 0.1090 0.0909 0.0814 ***®*

Abreviagoes das populagdes SM — Saida do Pico de Montenegro, Municipio de Sao José dos Ausentes
RS; FCM — Préximo a Fazenda Capao do Muniz, Municipio de Sao Francisco de Paula, RS; SR — Serra
da Rocinha, Municipio de Cambara do Sul, RS; BJ — Rodovia entre Sdo Joaquim ¢ Bom Jardim, SC; RR
— Alto da Serra do Rio do Rastro, Municipio de Bom Jardim SC; CS — Municipio de Campina Grande do
Sul, PR; RQ - Municipio de Rancho Queimado, SC; PN — Fazenda Sdo Maximiniano, Municipio de
Guaiba, RS; CF — Canion Fortaleza, préximo ao Municipio de Cambara do Sul, RS; BN — Municipio de
Balsa Nova, PR; SJ - Municipio de Sao Joaquim, SC.

A andlise de varidncia para dados moleculares (AMOVA) aplicada aos
marcadores de AFLP mostrou que a maior parte, 80,66% da variancia genética na espécie H.
lutea se encontra dentro das populagdes, comparada com a varidncia entre de 19,34%
populacdes (Tabela 4). Uma maior variabilidade genética dentro de populagdes, associada a
altos niveis de locos polimérficos, tem sido encontrada em plantas com fecundagdo cruzada
ou mista como observado por Hamrick e Godt (1989) em espécies arboreas com sistema de
cruzamento predominantemente misto.

Tremetsberger et al. (2003b) mostrou que a espécie sul-americana, alogama,
H. tenuifolia (Hook. et Arn.) Griseb.apresenta maior variagdo dentro (69,11%) do que entre
populagoes (30,89%). Ja H. acaulis, uma espécie estritamente autdgama, apresentou maior
variabilidade genética entre (67,9%) as populagdes do que dentro (32,1%) das populagdes

(Tremetsberger et al. 2003a). O mesmo padrdo foi verificado em outra espécie autdogama
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facultativa, H. palustris, onde foi encontrada uma maior variabilidade entre (78%) popula¢des
do que entre (22%) individuos de uma mesma populagdo (Muellner et al. 2005). Com relagdo
a outra espécie sul-americana H. incana ndo se tem informagdes conclusivas sobre o sistema
de cruzamento predominante, mas esta possui autoincompatibilidade esporofitica com poucos
casos de autocompatibilidade (Mra’z et al. 2007) logo, ¢ mais provavel a alogamia e nesta

também foi encontrada uma maior variabilidade dentro de populagdes (75%).

Tabela 4 — Analise de variancia para dados moleculares (AMOVA) em 11 populagdes de H.
lutea a partir de marcadores AFLP.

Fonte de variacio Grau de Soma de Componentes de  Porcentagem de
liberdade quadrados variagdo variacio
Entre populacdes 10 2253.168 7.84899 19,34%%
Dentro de populagdes 259 8476.,01 3272591 80.66
Total 269 10729.178 40.57489
Indice de fixacio Fer 0.1934

** P <0.01; (teste de significancia realizado através de 1023 permutagdes

A AMOVA mostrou uma variagdo interpopulacional intermediaria com um
valor de Fgr igual a 0,1934 para H. lutea. Conforme parametros estabelecidos por Hartl e
Clark (2007), valores de Fsr entre 15% a 25% representam niveis médios a clevado de
variabilidade genética entre populagdes. Em H. lutea este valor intermediario de diferencia¢do
entre populagdes, pode ser explicado pela forma de distribuicdo espécie. Hypochaeris lutea
endémica de regides subtropicais no sul do Brasil, sendo encontrada especificamente em
regides frias de grande altitude, onde ocorre em populagdes extensas, porém isoladas e
restritas a ambientes umidos, como banhados e brejos. Existem alguns relatos da ocorréncia
de H. lutea em regides de serra, no sudeste do Brasil (Minas Gerais, Sao Paulo ¢ Rio de
Janeiro), assim como no Uruguai e Argentina (Azevédo-Gongalvez e Matzenbacher 2007).
Desta forma, esta espécie obedece aos padrdes propostos por Cavalli e Winge, (2003) para
espécies com distribuicao regional, relativamente restrita apresentam niveis de variagdo
intermediaria. Este padrdo de distribuicdo de H. lutea sugere que esta espécie invadiu
ambientes imidos por meio de uma sequéncia de eventos de dispersdo a longa distincia.
Embora tais eventos sejam particularmente dificeis de serem acompanhados, pelo fato de
serem relativamente raros, portanto pouco compreendidos, eles sdo essenciais para a

colonizacdo de novas areas, particularmente para espécies cujos habitats ocorram em manchas
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naturais, ou que tenham sido criadas pelo homem pela fragmentagao de habitats anteriormente

continuos (Ouborg et al. 1999).

Estrutura Genética das populacdes de H. lutea

A partir da anélise da coordenada principal observa-se que as 11 populacdes
estudadas tém pouca ou nenhuma estruturagdo genética. Entretanto, a populagdo da Serra do
Rio do Rastro, parece mostrar indicios de estruturacdo (Figura 4). Os valores de distancia
genética de Nei (1978) (Tabela 3), em conjunto com a analise da coordenada principal (Figura
4) confirmam que a populagdo da Serra do Rio do Rastro ¢ a mais diferenciada
geneticamente. Dados citogenéticos (Fiorin 2008) constataram a natureza poliploide desta
populacao, fato este, que poderia explicar, pelo menos em parte, a maior distin¢ao entre esta e
as outras populagdes de H. lutea estudadas. Nao se tem informagdes que definam o tipo de
poliploidia desta populagdo, se auto - ou alopoliploide. Por outro lado, verificou-se que a
populacdo proxima a Fazenda Capdo do Muniz - FCM (13/06) ¢ a que apresenta uma
dispersao mais ampla, mostrando seus individuos espalhados entre outros das demais
populacdes. Esta populacdo ¢ bem peculiar, ela se encontra distribuida a margem de uma
rodovia, ocupando uma faixa continua com poucos individuos, caracteristico de um processo
recente de dispersdo a longa distancia a partir de outras populagdes.

O teste de Mantel, estimado para as distancias geografica e genética de Nei
(1978), mostrou que ndo existe correlagcdo significativa entre estas distancias (r = 0,0865
P>0,05), mesmo para as populagcdes que apresentam distancia geografica correspondente a
590 km. Foram realizados também o teste de Mantel para cada estado e por regides proximas,
entretanto, a auséncia de correlagdo entre as distdncias geografica e genética foi mantida.
Esses resultados sugerem que H. lutea ndo obedece a um padrdo claro de isolamento por
distdncia, como verificado em H. acaulis, outra espécic também sul-americana de
Hypochaeris (Tremetsberger et al. 2003a) e também na espécie marroquina H. angustifolia
(Terrab et al. 2009).
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Figura 4 — Analise da coordenada principal obtida a partir da matriz de distincia genética de Nei
entre 270 individuos de H. lutea provenientes da regido sul do Brasil.

Abreviagoes das populacdes SM — Saida do Pico de Montenegro, Municipio
de Sao José dos Ausentes RS; FCM — Proximo a Fazenda Capao do Muniz, Municipio de Sao
Francisco de Paula, RS; SR — Serra da Rocinha, Municipio de Cambara do Sul, RS; BJ —
Rodovia entre Sao Joaquim e Bom Jardim, SC; RR — Alto da Serra do Rio do Rastro,
Municipio de Bom Jardim SC; CS — Municipio de Campina Grande do Sul, PR; RQ -
Municipio de Rancho Queimado, SC; PN — Fazenda Sao Maximiniano, Municipio de Guaiba,
RS; CF — Canion Fortaleza, proximo ao Municipio de Cambara do Sul, RS; BN — Municipio
de Balsa Nova, PR; SJ - Municipio de Sao Joaquim, SC.

A pouca estruturagdo genética observada nas populagdes de H. lutea pode
ser atribuida ao fato de que as espécies sul-americanas sdo relativamente jovens e apresentam
uma historia de rapida diversificacdo, em torno de 0,25 a 1 milhdo de anos atras
(Tremetsberger et al. 2005). Resultados obtidos em trabalhos de filogenia molecular,
realizados com espécies sul-americanas de Hypochaeris (Samuel et al. 2003; Stuessy 2003;
Tremetsberger et al. 2005, 2006) mostraram baixos suportes de bootstrap, sugerindo que o
processo recente de diversificagdo destas espécies ndo permitiu ainda uma diferenciacdo mais

significativa ao nivel de DNA. Além disso, foi verificado também que as espécies sul-
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americanas de Hypochaeris ainda ndo estdo completamente isoladas, pois o alto indice de
hibridagdo ¢ observado entre as diferentes espécies. (Azevédo-Gongalves e Matzenbacher
2007). Enquanto que nas espécies da regido mediterrdnea até o momento foi somente
reportada a ocorréncia de hibridos em casa de vegetacdo, ndo foi relatado nenhum de
hibridizacdo natural (Ortiz et al. 2009). A associacdo filogenética de plantas hibridas, entre
dois possiveis parentais, foi confirmada com marcadores AFLP (Tremetsberger et al. 2006).

Hypochaeris lutea ¢ uma erva rizomatosa com habilidade para propagacao
clonal e também para reproducdo sexuada. Entretanto, a visitagdo por abelhas e os altos
indices de locos polimoérficos, juntamente com maior variabilidade encontrada dentro de
populagdes sugerem que a reprodugdo por fecundacdo cruzada ¢ predominante nestas
populagdes, concordando com um padrao de distribuicdo da variabilidade genética dentro e
entre populagdes compativel com aquele observado em espécies aldgamas no género
Hypochaeris. Uma vez que os maiores niveis de varidncia genética dentro de populagdes
foram encontrados em espécies aldgamas (Tremetsberger et al. 2003b) enquanto os menores
niveis de variancia interpopulacional sdo vistos em espécies autdgamas restritas € em espécies
de sistema de cruzamento misto (Tremetsberger et al. 2003a; Muellner et al. 2005).

As plantas de H. lutea florescem entre os meses de setembro e janeiro,
quando sao visitadas por abelhas solitarias, provavelmente responsaveis pela polinizacao da
espécie, assim como evidenciado em outras espécies do género Hypochaeris, como em H.
uniflora (Mra’z et al. 2007) e H. brasiliensis (Noble ¢ Moura 2009). Além da visitacdo das
flores por abelhas verificadas durante as coletas, ndo foram encontrados na literatura outros
dados sobre os agentes polinizadores ou dispersores em H. lutea. Porém observam-se diversos
grupos de insetos atuando como vetores de polen em Asteraceae, incluindo lepidopteros
(borboletas), himenopteros (abelhas e vespas), dipteros (moscas) e coledpteros (besouros)
(Arroyo et al. 1982; Mani e Saravanan 1999). A partir da analise de varios estudos realizados
com plantas dessa familia, Mani e Saravanan (1999) concluiram que 75% das espécies sdo
polinizadas por borboletas, 15% por abelhas, 8% por moscas e 2% por besouros. Borboletas
seriam, portanto, os insetos mais importantes como polinizadores. Porém alguns estudos com
géneros pertencentes a esta familia encontraram as abelhas como o mais importante dispersor,
como ¢ o caso do género Mikania (Eiterer 2005).

Com relagdo aos agentes dispersores, H.lutea possui sementes plumosas,
muito comuns na familia Asteraceae, que sdo facilmente dispersas pelo vento (Soons et al.
2004), e que, conforme Holmes (1995) podem ser transportadas por correntes de ar por

grandes distancias. Além disso, foi observada a ocorréncia de espécies de aves nas areas de
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coleta H. lutea que poderiam ajudar na dispersao destas sementes através da aderéncia destas
em suas penas. E entdo provavel que o padrio moderado de diferenciagdo genética
interpopulacional esteja diretamente relacionado ao fato de aves poderem dispersar sementes
para outras areas e também pela participacdo dos ventos na dispersdo. Sendo assim, a maior
distribuicdo da variabilidade dentro de populagdes pode ser em parte devido a forma de
dispersdo das sementes. Cavalli e Winge, (2003) afirmam que populacdes que apresentam
dispersdo por sementes pelo vento, ingestdo animal ou aderéncia, em regra, mantém niveis de
variagdo menores entre ¢ maiores dentro de suas populagdes, como o encontrado em H. lutea.
Além disso, numerosos estudos experimentais tém mostrado que os membros da familia
Asteraceae tém forte potencial para a dispersdo de longa distancia através de frutos leves e
anexado a cerdas (Sheldon e Burrows, 1973; Anderson 1993).

Estudos filogenéticos com espécies sul-americanas de Hypochaeris,
incluindo H. lutea, mostraram que esta espécie ocorre isolada dos agrupamentos formados,
sugerindo pouca relagdo com outras espécies (Tremetsberger et al 2006). Recentemente H.
lutea foi incluida em outro estudo (dados ndo publicados), no qual se procurava definir a
posicao filogenética de outra espécie (H. catharinensis Cabrera), entre as espécies sul-
americanas de Hypochaeris. Nesse estudo H. lutea apareceu associada a H. catharinensis. As
duas espécies ocorrem em regides altas e frias no sul do Brasil, e, embora apresentem
diferengas morfologicas e ecoldgicas marcantes, aparecem fortemente associadas e isoladas
das outras espécies, caracterizando a formacdo de outro grupo filogenético entre os
Hypochaeris da América do Sul.

Hypochaeris lutea e H. catharinensis também apresentaram padroes
semelhantes de estruturacdo genética entre populacdes, além de maior variabilidade dentro de
populagdes (80,66% para H. lutea e 83,64% para H. catharinensis) em relagdo as demais
espécies sul-americanas ja estudadas, tais como, H. tenuifolia (69,11%; Tremetsberger et al.
2003b), H. acaulis (32,1%; Tremetsberger et al., 2003a), H. palustris (75%; Muellner et al.
2005) e H. incana (75%; Tremetsberger et al. 2009). Algumas destas, como as espécies
andinas H. palustris, H. acaulis e H. incana, sofreram acdo direta de alteragdes climaticas,
ocorridas durante a ultima glaciacdo no Pleistoceno, que possivelmente influenciaram na
diferenciagdo e estruturagdo das populagdes. O padrdo caracteristico de distribuigdo
geografica encontrado nas populagdes de H. lutea e H. catharinensis sugere que alteragdes
climaticas extremas, tal como no periodo da tltima glaciagdo maxima ocorrida nos Andes nao
influenciaram na estrutura de populagdes destas espécies. Além disso, Hypochaeris ¢

considerado um género jovem que passou processos de especiacdo por radiagao adaptativa
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rapida e recente na América do Sul. E entdo possivel que a disponibilidade de ambientes
favoraveis, a diversificacdo recente assim como, a facilidade de dispersdao de sementes de H.
lutea ¢ H. catharinensis tenham contribuido para a auséncia de fragmentos raros e ou fixados

e influenciado para a fraca estruturagdo genética observada entre populagdes.
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CONCLUSAO

As populagdes de H. lutea estdo bem conservadas, conforme demonstram os
elevados valores de porcentagem de locos polimorficos e diversidade genética
intrapopulacional. Quando comparado com outras espécies de Hypochaeris, o valor de Fgr
indica que H. lutea apresenta um padrdo de distribui¢ao genética caracteristico de espécies de
fecundagdo cruzada ou mista, porém predominantemente aldgama. O nivel de divergéncia
entre as popula¢des de H. lutea pode ser considerado de intermediario a alto, entretanto nao
ha estruturacdo genética bem definida entre populagdes, provavelmente devido a um processo
recente de diversificagdo. Dentro do grupo sul-americano de Hypochaeris, a espécie H.
catharinensis mostra-se mais semelhante a H. lutea em termos de distribuicdo geografica e
estruturacdo genética de suas populacdes, o que corrobora os estudos filogenéticos e dados

citogenéticos recentes também mostram a proximidade genética destas espécies.
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ANEXO A — Gel de Poliacrilamida

Solugdes

Solucao A

32mL de TBE10X
216mL de agua ultrapura.

Solucao B — poliacrilamida (29:1) 40%
2,66g de Bis-acrilamida

77, 34g de acrilamida

110mL de dgua ultrapura

Homogeinizar bem e completar o volume para 200mL

Preparo do gel 7%

75mL

60mL de solugdo A

13, 12mL de solucao B

ImL de persulfato de Amonio 10%
70ul de TEMED

Homogeinizar rapido e verter no suporte de placas devidamente higienizadas.
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ANEXO B — Coloragao com Nitrato de prata

Solugdes

Fixador — 1000mL

10 mL 4cido acético
150 mL de alcool etilico

840 mL de 4gua destilada

Revelador — 1000mL
30 gramas de Hidréxido de s6dio (NaOH)

agua destilada.
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