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RESUMO

Historia evolutiva de Achyrocline flaccida (Weinm.) DC. no sul da Mata Atlantica.
Laura Pilati. A Mata Atlantica (MA) é um dos biomas mais biodiversos do pais devido, em
parte a sua grande amplitude de latitude. Esta variagdo possibilita diferentes nichos moldados
por diferentes condicdes climaticas. Uma das fitofisionomias da regido sul da MA ¢ a Floresta
Ombrdéfila Mista que ocorre em associacdo com &reas de Campos Naturais. Estudos
filogeograficos com espécies das regibes centrais e norte da MA demonstram que as
oscilacBes climéaticas dos periodos glaciais do Pleistoceno influenciaram no padrdo de
distribuicdo e estruturacdo das espécies. No sul da MA durante as Gltimas eras glaciais, as
condi¢Bes climéticas parecem ter favorecido a expansdo das areas campestres, em
contrapartida, as florestas de Araucaria ficaram restritas a refagios nos vales dos rios.
Trabalhos tem mostrado que os rios e seus vales tem atuado como barreiras geogréficas na
estruturacdo das espécies. Na literatura sdo escassos 0s estudos relacionados com a histdria
evolutiva de espécies adaptadas a condi¢fes de clima mais frio que ocorre nas regides do sul
da MA, assim como, o papel dessas possiveis barreiras na expansao dessas populagdes.
Achyrocline flaccida (Weinm.) DC. popularmente conhecida como Macela, é uma espécie
amplamente distribuida nos campos do sul da MA e adaptada ao clima frio, portanto, a
avaliacdo da estrutura genética de suas populacbes pode fornecer dados importantes sobre a
influéncia das oscilacGes climaticas do Pleistoceno, na estrutura dessas populacfes, bem
como, contribuir para o entendimento da historia evolutiva da vegetacdo da MA. Neste estudo
foram avaliadas oito populagdes de A. flaccida coletadas na regido sul da MA, sendo quatro
delas coletadas ao norte do vale do rio Uruguai e quatro ao sul. Foram sequenciadas as regioes
cloroplastidiais intergénicas trnL-trnF e psbA-trnH e a regido do DNA nuclear (nDNA) ITS 4
e 5. As sequéncias concatenadas para as duas regides cloroplastidiais geraram um fragmento
de 1264 pb e a analise de todas as sequéncias obtidas identificou 61 haplotipos. As sequéncias
de nDNA foram de 674 pb e geraram 47 ribotipos. As populacGes apresentaram alta
diversidade nucleotidica e haplotipica. Os testes de neutralidade e Bayesian Skyline Plot
evidenciaram que houve uma discreta expansdo populacional, em um periodo de clima mais
frio, durante o Penultimo Méximo Glacial (210-140 mil anos atrés), seguida de estabilidade
no tamanho populacional até o Holoceno. As significancias estatisticas dos indices SSD e
Hrac ndo validaram o padrdo multimodal apresentado pelos graficos de distribuicdo
mismatch, corroborando com a expansdo populacional observada por volta de 200 mil anos
atras. Foi observada alta estrutura filogeografica para A. flaccida e elevado nimero de
haplotipos e ribotipos exclusivos nas populacdes ao norte e ao sul do vale do rio Uruguai.
Todos os dados obtidos corroboram que o vale do rio Uruguai pode ter atuado como uma
barreira geogréafica limitando o fluxo génico entre as populacGes de Macela do sul da MA.
Ainda, a alta diversidade das populacgdes e a estabilidade populacional durante o Pleistoceno
evidencia, assim como observado para outras espécies, a existéncia de grandes areas de
ocorréncia de espécies de clima frio no Sul do Brasil durante os tltimos periodos glaciais.

Palavras-chave: Filogeografia; Barreira Geografica; DNA Cloroplastidial; DNA Nuclear.



ABSTRACT

Evolutionary history of Achyrocline flaccida (Weinm.) DC. in the south of the Atlantic
Forest. Laura Pilati. The Atlantic Forest (AF) is one of the most biodiverse biomes in Brazil,
due in part to its wide variation in latitude. This variation allows different niches shaped by
different climatic conditions. One of the vegetation formations in the southern region of AF is
the Araucaria Forest that occurs in association with large areas of grasses known as
"Campos". Phylogeographic studies with species from the central and northern regions of AF
show that the climatic oscillations of the glacial periods of the Pleistocene influenced the
pattern of distribution and structuring of species. In the south of AF during the last ice ages,
climatic conditions seem to have favored the expansion of grass areas, in contrast, the
Araucaria Forests that were restricted to refuges in the river valleys. Studies have shown that
rivers and their valleys have acted as geographical barriers in structuring species. There are
few studies in the literature related to the evolutionary history of species adapted to colder
climatic conditions occurring in the southern regions of AF, as well as the role of these
possible barriers in the expansion of these populations. Achyrocline flaccida (Weinm.) DC.
popularly known as macela, is a species widely distributed in the grassy areas of southern AF
and adapted to the cold climate, therefore, the evaluation of the genetic structure of its
populations may provide important data on the influence of Pleistocene climatic oscillations
on the structure of these populations, as well as, contribute to the understanding of the
evolutionary history of the vegetation of AF. In this study, eight populations of A. flaccida
collected in the southern region of AF were evaluated, four of which were collected in the
north of the Uruguay river valley and four in the south. The intergenic chloroplast regions
trnL-trnF and psbA-trnH and the nuclear DNA region (nDNA) ITS 4 and 5 were sequenced.
The concatenated sequences for the two chloroplast regions generated a fragment of 1264 bp
and the analysis of all sequences obtained identified 61 haplotypes. The nDNA sequences
were 674 bp length and generated 47 ribotypes. The populations showed high nucleotide and
haplotypic diversity. The neutrality and Bayesian Skyline Plot tests showed that there was a
slight population expansion, in a period of colder climate, during the penultimate glacial
maximum (210-140 thousand years ago), followed by stability in population size until the
Holocene. The statistical significance of the SSD and HRAG indexes did not validate the
multimodal pattern presented by the mismatch distribution charts, corroborating the
population expansion observed around 200 thousand years ago. A high phylogeographic
structure for A. flaccida and a high number of exclusive haplotypes and ribotypes were
observed in populations north and south of the Uruguay river valley. All the data obtained
corroborate that the Uruguay river valley may have acted as a geographical barrier limiting
the gene flow between the populations of macela in southern AF. Also, the high diversity of
populations and population stability during the Pleistocene shows, as observed for other
species, the existence of large areas of occurrence of cold-climate species in southern Brazil
during the last glacial periods.

Keywords: Phylogeography; Geographic Barrier; Chloroplast DNA; Nuclear DNA.
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1. INTRODUCAO

1.1  Filogeografia da Ameérica do Sul

Os padrdes e processos historicos responsaveis pela distribuicdo geogréfica dos
organismos nos biomas podem ser estudados por meio da Filogeografia (AVISE et al., 1987),
que faz uma conexdo entre as areas de estudos evolutivos como a genética de populacdes,
filogenia e biogeografia, relacionando a variacdo genética das linhagens e sua distribuicédo
geogréfica, a fim de desvendar quais processos foram determinantes nessa distribuicdo
(AVISE, 2009). Os estudos filogeogréficos realizados com espécies ocorrentes nos biomas da
América do Sul vem aumentando consideravelmente segundo a revisao feita por Turchetto-
Zolet et al. (2013). Por meio destes estudos, torna-se possivel esclarecer padrdes historico-
evolutivos, testar hipdteses biogeogréficas e até mesmo inferir processos demograficos
historicos de uma espécie (AVISE et al., 1987; AVISE, 2000).

Dessa forma, ao entender quais forcas evolutivas atuaram na distribuicdo geografica
de determinada espécie, os resultados obtidos podem ser extrapolados para outras espécies
com padrdes semelhantes de distribuicdo com o objetivo de fornecer um padrao biogeografico
mais completo sobre os biomas (BRANDAO, 2018). Revisdes dos padrdes filogeograficos de
alguns biomas especificos da América do Sul, como Amazo6nia, Mata Atlantica e Pampa ja
foram publicados (ANTONELLI et al., 2010; MARTINS, 2011; FREGONEZI et al., 2012).

Dentre as ferramentas disponiveis para estudos filogeograficos, os marcadores
moleculares baseados em sequenciamento que avaliam SNPs (Single Nucleotide
Polymorphism) se tornam a melhor opc¢éo pois, sdo fontes de variacdo genética sendo possivel
avaliar uma mutacao ou polimorfismo que tenha ocorrido em apenas um nucleotideo (CHO et
al., 1999; BRUMFIELD et al., 2003).

Os marcadores SNPs sdo altamente abundantes e distribuidos nos genomas da maioria
dos organismos, incluindo as plantas (CHAGNE et al., 2007), o que os torna um excelente
marcador para estudos de adaptacdo, evolucdo, filogenia e demografia populacional. Em
comparagdo com outros marcadores, principalmente com microssatélites, os SNPs apresentam
baixas taxas de variacdo, 0 que os tornam evolutivamente estaveis para o desenvolvimento
desses estudos (JEHAN; LAKHANPAUL, 2006). Entre os marcadores moleculares
frequentemente utilizados em estudos filogenéticos e filogeograficos de plantas temos 0s
baseados em DNA nuclear (nDNA) e em DNA cloroplastidial (cpDNA).



2

Além destes marcadores as sequéncias do espacador interno transcrito (ITS) para RNA
ribossémico sdo utilizadas em estudos filogenéticos de plantas desde a década de 1990
(HAMBY; ZIMMER, 1992; BALDWIN, 1992). Essa regido € uma parte do DNA, que é
transcrito na parte do RNA ndo-funcional localizado entre os RNAs ribossdOmicos estruturais
(rRNA) em um RNA precursor comum (HAO et al., 2010). A utilizagdo do ITS na taxonomia
e filogenia molecular pode ser explicada pela disponibilidade de primers universais, seus
niveis consideraveis de variacdo genética, facilidade de isolamento e de amplificacdo de suas
regides (ALVAREZ; WENDEL, 2003; FELINER; ROSSELLO, 2007).

Contudo, para as plantas a utilizagdo de sequéncias ndo codificantes do DNA
cloroplastidial tem sido a classe preferencial para os estudos evolutivos. Os genes de cpDNA
sdo extremamente conservados, devido ao fato de que este DNA possui apenas heranca
maternal na maioria das angiospermas, além de raras taxas de recombinacdo e baixo indice
mutacional (RESENDE-MOREIRA et al., 2017; ZHAO et al., 2017). Por possuir uma taxa
evolutiva lenta, esses marcadores sdo ideais para medidas filogenéticas e tem permitido
elucidar padrdes historicos e avaliar a diversidade genética dentro de populacdes e entre elas
(BORSCH; QUANDT, 2009; BAI et al., 2010). Podendo ainda fornecer informacdes
complementares sobre fluxo génico e diversificagdo em diferentes espécies, sejam elas
endémicas, com potencial comercial ou medicinal (HARTL; CLARK, 2010; ZHAO et al.,
2017).

Atualmente ha uma tendéncia na utilizacdo de cpDNA e de nDNA em estudos
relacionados a filogeografia (WANG, M. et al., 2013; BUZATTI et al., 2018; LU et al.,
2020). Assim, o estudo do polimorfismo no DNA de uma espécie utilizando a combinacéo
desses marcadores, pode fornecer a compreensdo dos processos evolutivos que compdem sua
histéria (BRITTEN et al., 2003).

O continente Sul-Americano abriga a maior biodiversidade do planeta, além de ser
composto por uma grande variedade de biomas e ecossistemas associados (MYERS et al.,
2000). De acordo com Mittelbach et al. (2007) a estabilidade climatica de longo prazo e o
isolamento geoldgico que afetaram a América do Sul teriam favorecido o acumulo gradativo
de biodiversidade ao longo do tempo. A historia geoldgica dinamica e complexa da América
do Sul e de grande importancia para a compreensdo das origens da alta biodiversidade atual
(CARVALHO; ALMEIDA, 2011; RUZZANTE; RABASSA, 2011). Neste sentido, acredita-
se que a historia evolutiva deste continente tem sido associada a uma sucessdo de grandes

eventos geoldgicos e mudancas climaticas que modificou continentes e oceanos, impactando
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0 continente e criando diferentes cendrios para a diversificacdo de espécies (COLINVAUX et
al., 1996; BEHLING, 2002; ANTONELLI; SANMARTIN, 2011; CAVALLOTTO;
VIOLANTE, 2011).

Afim de explicar os processos envolvidos na diversificacdo das espécies Sul-
Americanas, diferentes hipdteses biogeograficas vém sendo propostas, em que 0s eventos
vicariantes sdo considerados os principais agentes responsaveis pela diversificacdo. Dentre as
hipdteses temos o soerguimento da Cordilheira dos Andes, que desencadeou episddios
geomorfoldgicos e climaticos, formando uma barreira abidtica e modificando profundamente
a hidrologia e o clima da regido (ANTONELLI et al., 2009). Estudos filogenéticos mostraram
que a elevacgdo andina agia como uma rota de dispersdo para linhagens boreotropicais (BELL;
DONOGHUE, 2005) e como promotora da diversificacdo rapida, via especiacao alopatrica e
deslocamento ecoldgico, nas terras altas (HUGHES; EASTWOOD, 2006).

Outro fator que pode ter influenciado a distribuicdo de algumas espécies sdo 0s rios,
atuando como barreiras geograficas (WALLACE, 1852; PELLEGRINO et al., 2005;
GIUDICELLLI et al., 2019). As barreiras geograficas podem ser primarias, impedindo o fluxo
génico entre as populagdes, ou secundarias, que impediriam total ou parcialmente o fluxo
génico entre linhagens que divergiram por motivos alheios a barreira (PATTON et al., 1994,
CABANNE et al., 2008). Estudos realizados por Aleixo (2004) e Fernandes et al. (2014)
apontam o rio Amazonas como uma possivel barreira primaria, promovendo a especiacdo
alopatrica. Para a Mata Atlantica, Pellegrino et al. (2005), Cabanne (2008), Martins (2011) e
Carnaval et al. (2014), ndo descartam a possibilidade de rios como possivel barreira ao fluxo
génico, mesmo que, ndo necessariamente, como uma barreira priméaria. Outra hipotese de
diversificacdo seria a teoria dos refugios florestais, pautada na ideia de que as flutuacdes
climaticas durante o Pleistoceno levaram a especiacdo de taxons (HAFFER, 1969; BROWN;
AB'SABER, 1979; BEHLING; NEGRELLE, 2001; BEHLING, 2002; CARNAVAL,
MORITZ, 2008).

1.2 Histéria Evolutiva do Bioma Mata Atlantica

O Brasil possui uma grande diversidade de formacgdes vegetacionais, que estdo
distribuidas dentro de diferentes biomas. Os biomas brasileiros sdo constituidos pela
Amazonia, distribuida na maior parte da Regido Norte do pais; Cerrado, que ocorre desde o

Nordeste até as Regides Centro-Oeste e Sudeste do Brasil; Caatinga, distribuida na Regido do
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semiérido Nordestino; Mata Atlantica, distribuida desde a Regido Nordeste até a Regido Sul
do pais; Pampa, localizado na Regido Sul do Brasil; e Pantanal, localizado nos estados do
Mato Grosso e Mato Grosso do Sul (IBGE, 2004).

Dentre estes biomas, a Mata Atlantica é um dos mais biodiversos do pais, sendo a
segunda maior floresta tropical do continente americano. No entanto, é também um dos
biomas mais degradados, restando apenas 8,5% de areas remanescentes com pouco mais de
100 hectares da floresta original (FUNDACAO SOS MATA ATLANTICA, 2017). Devido a
sua fragmentacdo, grande diversidade e alto endemismo, este bioma foi classificado como um
dos hotspots mundiais de biodiversidade (MYERS et al., 2000). No Brasil, a Mata Atlantica
abrange 17 estados, compreendendo um mosaico de diferentes tipos vegetacionais como
Florestas Estacionais Decidual e Semidecidual; Florestas Ombrofilas Densa, Aberta e Mista;
Mangues, Restingas e Campos de Altitude (FUNDACAO SOS MATA ATLANTICA, 2013).
Devido a sua grande variagdo latitudinal, o bioma possui diferentes climas ao longo de sua
distribuicéo.

Estudos apontam que a formacdo do bioma Mata Atlantica se deu a partir do fim do
Cretaceo, hd aproximadamente 65 milhdes de anos (COLOMBO; JOLY, 2010), sendo
considerada a formacdo florestal mais antiga do Brasil. Alguns fatores que contribuiram para
0 surgimento desta floresta foram o aumento na temperatura da Terra, surgimento do Oceano
Atlantico e formacdo das montanhas na borda costeira da América do Sul (DASILVA et al.,
2011; PEIXOTO et al., 2016).

A diversificagdo das Angiospermas na Mata Atlantica coincidiu com o0
estabelecimento de um clima Umido e a formacdo de uma zona latitudinal. Contudo, cerca de
40% das plantas vasculares podem ter sido eliminadas na grande extincdo em massa do
Cretaceo. Porém, a recuperacdo do clima Uumido ha aproximadamente 50 milhdes de anos
favoreceu a expansdo das Angiospermas ao longo da América do Sul (MORLEY, 2000).

Durante 0 Mioceno Médio, ha aproximadamente 10 milhdes de anos, as florestas
tropicais eram mais extensas do que sdo atualmente. Entretanto, ha aproximadamente 5
milhdes de anos atras, a partir do Plioceno, com os ciclos glaciais levando ao resfriamento e
diminuicdo da umidade, houve a expansdo de areas de savana, que na América do Sul,
compreendem o0s biomas Cerrado, Caatinga e Chaco. Com o aparecimento dessa diagonal
seca, a Mata Atlantica ficou definitivamente separada das demais florestas, dando inicio a sua
evolucdo de forma isolada (DASILVA et al., 2011).
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Assim, durante os ultimos maximos glaciais esse bioma passou por diversas mudancgas
em sua conformacdo. Estudos de Carnaval e Moritz (2008) e Carnaval et al. (2009) propoem
que durante os periodos glaciais, houve a retracdo das florestas permitindo a expansdo da
vegetacdo de campo, resultando em remanescentes de pequenas areas de endemismo e

estabilidade climatica dentro do hioma.

1.3 Teoria dos Refagios para a Mata Atlantica

Para a historia evolutiva do bioma Mata Atlantica, foi proposta a existéncia de
refagios florestais durante o Gltimo periodo glacial do Pleistoceno. Estudos palinoldgicos,
geoldgicos e de modelagem de nicho climéatico reconhecem trés regides de reflgio para a
Mata Atlantica: um localizado na Regido Norte, outro na Regido Central entre o rio S&o
Francisco e o rio Doce e, um terceiro reflgio na Regido Sudeste ao sul do rio Doce (BROWN;
AB'SABER, 1979; BEHLING; NEGRELLE, 2001; BEHLING, 2002; CARNAVAL;
MORITZ, 2008). Foi relatada ainda a provavel existéncia de uma regido de floresta tropical
estdvel em S&o Paulo estabelecida durante o final do Pleistoceno (CABBANE et al., 2008).
No entanto, os autores ndo incorporaram ao modelo diferencas no gradiente de latitude, aliado
a auséncia de estudos utilizando espécies de regides subtropicais, possivelmente resultou na
auséncia de refugios ao sul da Mata Atlantica (BATALHA-FILHO; MIYAKI, 2011).

As regibes ao norte e centro da Mata Atlantica teriam mantido a estabilidade florestal
em um ambiente mais Umido ao longo dos ultimos 21.000 anos, constituindo reflgios
florestais durante o Ultimo Maximo Glacial (UMG). Assim, haveria maior diversidade nas
populacdes localizadas em areas de reflgios quando comparadas com as que ocorreram em
areas externas (CARNAVAL; MORITZ, 2008; CABANNE et al., 2008). De acordo com
Hewitt (1996) espera-se que as populacdes que ocorrem fora das areas de reflgio apresentem
sinal de expansdo populacional recente como consequéncia da expansdo da floresta e a
colonizacao de novas areas no periodo interglacial.

No modelo de reflgios proposto por Carnaval e Moritz (2008) para a Mata Atlantica,
estes ficavam restritos ao norte do bioma, principalmente em zonas costeiras com florestas
tropicais, enquanto grandes contragdes florestais quase eliminaram as florestas em latitudes
mais altas. Posteriormente, durante o Holoceno, a regido sul da Mata Atlantica seria
colonizada a partir da expansdo de fontes de refugios do Norte, em direcdo a Regido Sul
(THOME et al., 2014).
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A existéncia desses refagios vem sendo bem documentada, considerando sua presenca
até o limite da Regido Sudeste do pais, principalmente para espécies de plantas e animais
tropicais (CARNAVAL; MORITZ, 2008; CARNAVAL et al., 2009; CABANNE et al., 2008
BATALHA-FILHO et al., 2010). Entretanto, estudos realizados na Regido Sul do Brasil tém
mostrado um padrdo de reflgios diferente dos propostos para espécies tropicais. Behling
(1997), por meio de estudos paleopalinoldgicos indicaram a presenca de pélen de taxons
pertencentes a Floresta de Araucaria, com predominancia da espécie Araucaria angustifolia
em &reas proximas aos vales dos rios durante os periodos glaciais. Barros et al. (2015)
sugeriram a existéncia de areas adequadas para a ocorréncia de espécies florestais em latitudes
mais altas do Sul durante o UMG. Premoli et al. (2010) também identificaram a presenca
desses refugios em seu trabalho. Quando avaliado, o padrdo de estruturacdo genética e
distribuicdo descontinua latitudinal das florestas de A. angustifolia na Regido Sul do Brasil,
também é sugerida a existéncia de reflgios nas latitudes mais altas da regido (STEFENON et
al., 2007; STEFENON et al., 2008). Em estudo realizado por Stefenon et al. (2019), os
autores modelaram a distribuicdo de A. angustifolia hd 20.000 anos, revelando areas de
ocorréncia da espécie que poderiam ser refugios glaciais ao sul da Mata Atlantica. A
avaliacdo da diversidade genética da espécie também realizada pelos autores confirmou esta

ocorréncia.

1.4  Reflgios no Sul da Mata Atlantica

A vegetagdo de campo do sul da Mata Atlantica sofreu varias mudangas durante as
Gltimas eras glaciais. Durante estes periodos, as condi¢des climaticas eram mais frias e com
menor umidade, 0 que permitiu a expansdo das areas de campo, onde antes predominavam
florestas (BEHLING, 1997; BEHLING et al., 2004).

Essas oscilagdes climaticas afetaram as histdorias evolutivas de espécies do sul da
América do Sul. Principalmente devido a essa expansdo de espécies campestres durante 0s
periodos glaciais. No entanto, em periodos interglaciais, as temperaturas mais altas e a maior
umidade levaram a contracdo de espécies de vegetacdo de campo, permitindo a expansdo de
espécies florestais. Ao longo do tempo, essa dindmica de retracfes e expansdes entre 0s
ambientes de floresta e campo, promoveu a fragmentacdo dessas areas (BEHLING, 2002;
CARNAVAL et al., 2009).
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O sul da Mata Atléantica possui uma fitofisionomia particular, chamada de Floresta
Ombrofila Mista, caracterizada principalmente pela presenca da espécie A. angustifolia. Essa
formacdo florestal que ocorre em associacdo com areas de Campos Naturais, forma um
sistema de mosaico que caracteriza grande parte da Regido Sul do pais (BACKES, 2001). A
formacdo desse mosaico estd ligada a alternancia entre periodos glaciais e interglaciais
durante os ultimos ciclos paleoclimaticos. Durante as glaciacfes, 0s campos eram abundantes
e dispersos enquanto que as florestas de Araucéria estavam provavelmente presentes apenas
em vales de rios (BEHLING, 1997; BEHLING 2002; STEFENON et al., 2019).

Atualmente a vegetagdo de Campos do bioma Mata Atlantica, é caracterizada pela
presenca de gramineas, pequenos arbustos e herbaceas. Os Campos sdo fisionomicamente
representados, principalmente, pelas familias Iridaceae, Poaceae, Oxalidaceae e Asteraceae
(SAFFORD, 1999).

A familia Asteraceae é a maior e mais abundante em numero de espécies,
compreendendo 10% de todas as espécies de plantas com flores e exibe uma incrivel
diversidade de formas, constituindo a maior familia dentro do grupo Angiospermae
(STEVENS, 2017; MANDEL et al., 2019). Segundo a filogenia proposta por Mandel et al.
(2019) a familia tem sua origem no final do Cretaceo, e sofreu numerosas dispersdes e
diversificagcbes que foram acompanhadas por uma aceleracdo nas taxas de diversificagdo
durante o Eoceno médio, coincidindo com o clima frio desse periodo.

Dentre as espécies da familia Asteraceae, uma das mais frequentes na Regido Sul do
Brasil é a Achyrocline flaccida (Weinm.) DC.. Conhecida popularmente como Macela,
Marcela e Macela-amarela, sua identidade é normalmente confundida com Achyrocline
satureioides (DEBLE, 2007; DA SILVA; MACHADO; RITTER, 2007). A. flaccida possui
porte herbaceo de até 1,5 metros de altura (Figura 1A e 1B), levemente ramificadas na base,
com folhas de até 11 centimetros de comprimento e 1,5 centimetros de largura (Figura 1E),
suas inflorescéncias sdo em capitulos e seus frutos do tipo cipsela (Figura 1C e 1D)
(DAVIES, 2004). A espécie é diploide e apresenta conjuto cromossémico 2n = 28
(MAZZELLA etal., 2010).

A Macela cresce espontaneamente em areas de campos nativos e areas de regeneracao
vegetacional (RETTA et al., 2008). No entanto, com a crescente degradacdo ambiental, suas
populacbes ocupam além das formacgdes de Campo, também bordas de florestas, pastagens,
beiras de estradas e outros locais abertos (DAVIES, 2004).
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Achyrocline flaccida é uma das plantas nativas mais comumente usadas na medicina
popular na América do Sul, devido a presenca de compostos bioativos como flavondides,
flavonas e acidos caféicos em suas infrutescéncias, folhas e caules que sdo responsaveis por
suas atividades bioldgicas (BROUSSALLIS et al., 1988; RETTA et al., 2008). Esta espécie é
utilizada principalmente no tratamento de disturbios gastricos e estados inflamatorios
(TEIXEIRA; BASSANI, 1997; GARCIA et al., 1999) e para relaxamento quando utilizada
dentro dos travesseiros e cobertores (VENDRUSCOLO; MENTZ, 2006).

A espécie possui ampla distribuicdo geogréfica, ocorrendo desde a Venezuela, Bolivia
e Colémbia (BADILLO; GONZALES-SANCHEZ, 1999), até a metade norte da Argentina
(CABRERA, 1978) e Uruguai (GIANGUALANI, 1976). No Brasil, a espécie ocorre de forma
abundante na Regido Sul e em algumas areas altas da Regido Sudeste (FLORA DO BRASIL
2020), porém, seu limite de ocorréncia ndo ultrapassa a barreira de clima quente e seco
formada pelos biomas do Cerrado e Caatinga (Figura 1F).

°  Tipos de Clima
I equatorial
Semi-arido
I subtropical
[ Tropical
Tropical Atlantico '
- I Tropical de Attitude Y-

' '
[l '
' '
Il 1
1 1
' il
[l 1
] |
[l 1
[l
1 1
l [l

2.500 km

Figura 1. Caracteristicas fenoldgicas e mapa de distribuicdo da espécie Achyrocline flaccida
(Weinm.) DC. A) Aspecto de uma planta da espécieem estado reprodutivo e em B) em seu
estado vegetativo. C) Detalhe da inflorescéncia na fase de polinizacdo e em D) a
inflorescéncia na fase de dispersdo. E) Detalhes da parte vegetativa da espécie. F) Mapa
adaptado de Deble (2007) com os pontos de ocorréncia da espécie no Brasil.



Estudos feitos por Behling (1997) e Behling et al. (2005) comprovam a presenca de
espécies de Asteraceae ha aproximadamente 20 mil anos atras nos Campos de Altitude do Sul
do Brasil. Sendo assim, por ser uma espécie abundante, bem distribuida na Regido Sul do pais
e estar adaptada a um clima frio A. flaccida se mostra um bom modelo bioldgico para fornecer
informag@es sobre a dindmica populacional das herbaceas do Sul do Brasil durante os ultimos
periodos glaciais. Provavelmente, essas espécies que dependem de frio para seu
desenvolvimento colonizaram regides diferentes dos reflgios do Pleistoceno descritos para
florestas tropicais. Devido ao fato de cada espécie possuir caracteristicas bioldgicas proprias,
as mudancas na sua distribuicdo geografica e estrutura genética podem ter respondido de
maneira diferente as oscila¢des climaticas do Quaternario (HEWITT, 2000).

Além das oscilagbes climaticas, também podem existir barreiras fisicas a dispersédo
entre as populacBes. Especialmente em espécies com capacidade de dispersdo limitadas, as
populacGes podem ser parcialmente isoladas apenas pela distancia. Barreiras fisicas, como
rios ou montanhas, geralmente aumentam os efeitos da limitagdo da dispersao, promovendo a
estruturacdo populacional. Algumas barreiras podem ser semipermeaveis e permitirem trocas
ocasionais de linhagens genéticas, mas outras podem bloquear toda a troca de genes por
periodos substanciais de tempo evolutivo (AVISE, 2009). A estruturacdo genética de
populacdes que sdo fragmentadas por uma barreira de dispersdo depende da duragdo da
barreira fisica e da historia demogréafica das populacées disjuntas (TURCHETTO-ZOLET et
al., 2013). A presenca de rios como barreiras ja foi relatada por Giudicelli et al. (2019) na
Regido Sul do Brasil para espécies do género Petunia. Em trabalho utilizando seis das oito
populacdes de A. flaccida avaliadas no presente estudo, os autores Rosa et al. (2017) ao
observarem o padrao de diversidade e estruturacdo genética da espécie a partir de marcadores
dominantes, propuseram que a presenca do vale do rio Uruguai pode ser uma barreira entre
essas populacBes. Diversos estudos baseados em analises de sequéncias de DNA tém revelado
um pouco da histéria filogeografica e demogréafica de diferentes populacdes de espécies
vegetais em diversos locais do mundo (CARON et al., 2000; PREMOLI et al., 2010; WANG
et al., 2013; MAIA et al., 2017). No entanto, estudos como este ainda sdo escassos na Regido
Sul do Brasil, tornando as pesquisas sobre a historia evolutiva e atuacdo de barreiras
geograficas na estrutura genética das populacdes de A. flaccida ainda mais importantes. Neste
sentido, o estudo das populagdes de A. flaccida do Sul da Mata Atlantica poderdo fornecer

dados importantes, que auxiliardo no conhecimento da historia vegetacional do Sul brasileiro.
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2. OBJETIVOS

2.1  Objetivo Geral

Avaliar a diversidade, estrutura genética e filogeografica de populacdes de A. flaccida

separadas pelo vale do rio Uruguai.

2.2  Objetivos Especificos

- Estimar a diversidade genética de oito populagdes de A. flaccida a partir das sequéncias de
DNA cloroplastidial e nuclear;

- Analisar a estrutura filogeografica e genética espacial da distribuicdo das populacgdes;

- Inferir dados sobre a expansdo populacional da espécie;

- Avaliar o efeito do vale do rio Uruguai como uma barreira fisica na estruturacdo das

populagdes.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1  Coleta de Material Vegetal e Extracdo de DNA

Foram coletadas folhas de oito populacdes da espécie A. flaccida. Estas populagdes
estdo localizadas nos trés estados da Regido Sul do Brasil, nos municipios de Guarapuava e
Marialva no Parand; Campos Novos e Xanxeré em Santa Catarina; Coxilha, Panambi,
Herveiras e Itapuca no Rio Grande do Sul, totalizando quatro populagdes localizadas ao norte
do vale do rio Uruguai e quatro populacdes localizadas ao sul do vale. Para cada populagéo
foram coletadas folhas de 7 a 11 individuos (Tabela 1). As folhas de cada planta foram
acondicionadas em silica gel até 0 momento da extracdo do DNA.

Para a extracdo do DNA, as folhas foram trituradas com o auxilio do nitrogénio
liqguido (N.) até a obtencdo de um po bem fino. Posteriormente o material vegetal foi
armazenado sob refrigeracdo (-20°C) até o0 momento da extracdo do DNA. O protocolo para a
extracdo do DNA utilizado foi o proposto por Doyle e Doyle (1987). Nos tubos contendo 100
mg de material vegetal, foram adicionados 700 uL de tampdo composto por: 20 mM de
EDTA (acido etilenodiamino); 0,1 M de Tris-HCI pH 8,0 (tris (hidroximetil) /aminometano);
1,4 M de NaCl (Cloreto de sodio); 2% de CTAB (Brometo de cetil-trimetilaménio); e 0,4%
de B-mercaptoetanol. Posteriormente, as amostras foram incubadas em banho-maria (65°C)
por 45 minutos, lavadas com cloroférmio-alcool isoamilico (24:1) e centrifugadas por 10
minutos a 12.000 rpm por duas vezes.

O DNA entdo foi precipitado com isopropanol, seguido de diversas lavagens com
etanol para a obtencdo de amostras livres de contaminantes. Apos a secagem do DNA (pellet)
por 12 horas, este foi ressuspenso em 100uL de tamp&o TE, tratado com RNAse a 10mg.mL*
e incubado a 37°C por aproximadamente 1 hora. Posteriormente, o DNA foi precipitado em
10 pL de acetato de sédio 3 M e 200 uL de etanol gelado. Depois de sucessivas lavagens com
etanol, as amostras foram ressuspensas em agua ultrapura e armazenadas a -20°C até a sua

utilizag&o.
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Tabela 1. Locais de coleta e nimero de individuos amostrados de Achyrocline flaccida
(Weinm.) DC.

NUmero de individuos

Populacdo Estado Coordenadas geograficas  Localizagcdo™ Cloroplastidial Nuclear
Marialva PR 23"24'35.25"S 51"47'42.75"0 Norte 9 10
Guarapuava PR 25"22'12.81"S 51"30'25.44"0 Norte 9 9
Campos Novos SC 27"20'10.58"S 51"21'08.86"0 Norte 7 7
Xanxeré SC 26"51'35.77"S 52'"21'50.46"0 Norte 11 9
Panambi RS 28"21'11.94"S 53"28'30.99"0 Sul 9 10
Coxilha RS 28"05'37.18"S 52"16'23.36"0 Sul 10 10
Itapuca RS 28"48'37.58"S 52"16'52.27"0 Sul 8 10
Herveiras RS 29"26'06.04"S 52"40'10.20"0 Sul 7 10

* Referente ao vale do rio Uruguai

3.2  Amplificacdo por PCR e Sequenciamento

Apos a extracdo do DNA, as regides do DNA cloroplastidial, trnL-trnF intergénica,
psbA-trnH intergénica e nuclear ITS (Internal Transcribed Spacer), foram amplificadas pela
PCR (Polymerase Chain Reaction). Os primers utilizados estdo descritos na Tabela 2.

As regides do DNA cloroplastidial e nuclear foram amplificadas utilizando 20ng de
DNA gendmico, 1 X de tampéo de PCR, com 1,0 mM de MgCl,, 10 uM de cada primer
(forward e reverse), 0,25 mM de cada dNTP, 1 U de Taq DNA polimerase e agua ultrapura
para completar um volume final de 10 pL. Para a regido trnL-trnF intergénica, o programa de
amplificacdo foi: desnaturacdo inicial de 94°C por 4 min, seguido de 35 ciclos de 94°C por 1
min, 55°C (temperatura de pareamento) por 1 min, 72°C por 1 min e 10 min & 72°C para a
extensdo final. Para a regido psbA-trnH: desnaturacéo inicial de 94°C por 5 min, em seguida,
30 ciclos de 94°C por 45 s, 55°C por 45 s, 72°C por 50 s e para extensdo final 72°C por 4 min.
Para a regido ITS: desnaturacdo inicial a 94°C por 2 min, seguido de 30 ciclos de 95°C por 30
s, 50°C por 1 min e 72°C por 1 min, finalizando a extensdo final a 72°C por 7 min.

Para comprovar a amplificagdo das regides a serem sequenciadas, os produtos da PCR
foram resolvidos por eletroforese em gel de agarose com concentracdo de 1,8%, corados com
brometo de etidio e visualizados em fotodocumentador sob luz ultravioleta (UV). Foi

utilizado como padréo de peso molecular o marcador DNA Ladder 100pb.
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Tabela 2. Relacdo dos primers e suas sequéncias utilizados para amplificacdo de regides do
DNA cloroplastidial (intron do gene trnL e regido intergénica psbA-trnH) e nuclear de

Achyrocline flaccida (Weinm.) DC.

Tamanho de fragmento

Primers Sequéncia dos primers 5’ — 3’ Referéncia
esperado (pb)

trnL CGAAATCGGTAGACGCTACG 1015 Taberlet et al.,
trnF ATITGAACTGGTGACACGAG 1991
trnH CGCGCATGGTGGATTCACAAATC

495 Sang et al., 1997
psbA GTTATGCATGAACGTAATGCTC
ITS5 GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG

645 White et al., 1990
ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC

Apbs a confirmacdo da amplificacdo, foi realizada nova amplificacdo por PCR como
descrito anteriormente, porém, com um volume final de 40 pL, para obter gquantidade
suficiente de produto para o sequenciamento. Parte dos produtos foram novamente resolvidos
por eletroforese em gel de agarose a 1,8%. Confirmada a amplificagdo, os produtos da
amplificacdo foram purificados utilizando o kit de purificacdo GenElute da Sigma Aldrich ou
por meio da precipitacdo do DNA com etanol como descrito por New England Biolabs (2017)
com modificacdes, que consistem em adicionar 150 pL de etanol absoluto ao produto da PCR,
deixa-lo por 12 horas a -20°C, posteriormente centrifugar a 12000 rpm por 5 minutos,
descartar o sobrenadante e, em seguida, adicionar 300 pL de etanol 70%, centrifugar por 2
minutos e descartar o sobrenadante. Por fim, secar as amostras por 2 horas a 37°C e
ressuspende-las em 30 pL de gua ultrapura.

Os produtos de PCR purificados foram quantificados em eletroforese utilizando gel de
agarose a 1,8%, corados com brometo de etidio e visualizados em fotodocumentador sob luz
UV, utilizando como base os marcadores DNA fago A 100ng/uL. e DNA Ladder 100 pb. Foi
avaliada a concentracdo de DNA obtida e preparada para cada individuo, uma solucéo
contendo 50 ng de DNA e 4,5 picomol dos respectivos primers utilizados na amplificacdo
descritos na tabela 2. As amostras foram secas a 60°C. O sequenciamento foi realizado pela
empresa ACTGene Analises Moleculares LTDA. O sequenciamento foi realizado pelo
método de terminacdo de cadeia utilizando o aparelho ABI-Prism 3500 Genectic Analyzer

(Applied Biosystems).
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3.3 Edicdo e Alinhamento das Sequéncias

As sequéncias obtidas foram avaliadas e editadas manualmente para correcao de erros.
Apés, foi realizado o alinhamento multiplo a partir do programa ClustalW (THOMPSON et
al., 1994) no progama BioEdit 7.0.5 (HALL, 2005) e posteriormente editadas por inspe¢éo
visual para correcdo de erros. Foram obtidas 69 sequéncias de cpDNA e 75 sequéncias de
nDNA. A ferramenta BLAST — Basic Local Alignment Search Tool (ALTSCHUL et al.,
1997) do NCBI  (National Center for  Biotechnology Information -
http://www.ncbi.nlm.nih.gov), foi utilizada para verificar homologias das sequéncias obtidas
com sequéncias depositadas no Genbank.

34 Andlises Estatisticas

Foram definidos trés grupos a partir das oito populagdes, sendo um grupo contendo as
oito populacdes de A. flaccida, um grupo formado pelas quatro populacdes localizadas ao
norte do vale do rio Uruguai e o terceiro grupo composto pelas quatro populacées ao sul do
vale. Todas as analises estatisticas foram realizadas para as sequéncias das duas regides
cloroplastidiais concatenadas. As sequéncias obtidas para a regido de nDNA foram utilizadas
para analises de diversidade genética e obtencdo do numero de ribotipos.

O indice de diversidade haplotipica (Hd), nimero de sitios polimorficos (S),
diversidade nucleotidica (x) e numero de haplétipos (H) foram estimados utilizando o
programa Arlequin 3.5 (EXCOFFIER; LISCHER, 2010). A média da diversidade genética
dentro das populacdes (Hs) foi obtida a partir do programa DnaSP (LIBRADO; ROZAS,
2009). A analise de variancia molecular (AMOVA), indice de diferenciacdo genética (PhiPT)
anadlogo ao Fst, € 0 fluxo génico (Nm) foram calculados no programa GenAlEXx 6.5
(PEAKALL; SMOUSE, 2012). Todos os indices citados anteriormente foram calculados para
0s trés grupos avaliados no trabalho.

A rede de haplétipos foi obtida pela abordagem de median-joining (BANDELT et al.,
1999), implementada no software NETWORK 5.0.1.1 (http://www.fluxus-engineering.com),
a fim de inferir as relagc6es filogenéticas entre os haplétipos. O nimero de grupos genéticos
entre as populagdes amostradas foi inferido por meio da analise Bayesiana utilizando o pacote
GENELAND 4.05 (GUILLOT; SANTOS, 2010) disponivel no programa R

(http://www.cran.r-project.org/). Este método mostra grupos genéticos distintos e detecta
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descontinuidades genéticas atraves da distribuicdo geografica da espécie. Foi utilizado o k
variando de 1 a 10. A corrida teve 1000000 interacdes de Cadeia de Monte Carlo Markov
(MCMC) com um thinning de 100 e burnin de 1000.

A fim de inferir variagdes no tamanho efetivo da popula¢do ao longo do tempo foi
realizada a analise Bayesian Skyline Plot (BSP), utilizando o pacote estatistico BEAST 2
(DRUMMOND et al., 2005). O modelo evolutivo de substitui¢do de nucleotideos que melhor
se adequou aos nossos dados foi previamente selecionado pelo critério de Akaike
(KELCHNER; THOMAS, 2007), utilizando o jModelTest 2.1.5 (DARRIBA et al., 2012). O
modelo de substituicdo nucleotidica calculado que melhor explica a evolugdo das sequéncias
foi HKY. Os pardmetros de analise no BEAST foram criados no BEAUTiI 2.0
(BOUCKAERT et al., 2014), usando um reldégio molecular relaxado com distribuicdo log-
normal (selecionado pelo fator Bayes como o modelo de evolugdo mais adequado:
l0gelognormalclock-10Qestrictclock = 13,34; KASS; RAFTERY, 1995). Devido a falta de uma taxa de
substituicdo especifica para as regides de cpDNA de A. flaccida, foi assumida uma taxa de
substituicdo de 1,52x10° (WOLFE et al., 1987). Portanto, foi estabelecido 1,0x10° como
limite minimo e 3,0x10° como limite maximo para a taxa de substituicio de nucleotideos
nesta analise. Foi realizada uma corrida de 200 milhdes de geracdes, com todas as arvores
amostradas a cada 20.000 geracdes. Obteve-se a convergéncia e a estabilidade da analise (ESS
> 200) e o grafico BSP através do Tracer 1.7 (RAMBAUT et al., 2018).

Para testar se A. flaccida passou por uma recente expansdo populacional, as
distribuices de mismatch pareadas foram calculadas usando o Arlequin 3.5 (EXCOFFIER,;
LISCHER, 2010) para o total de populacdes e grupos de populacdes ao norte e sul do vale do
rio Uruguai definidos. A soma dos quadrados do desvio (SSD) e o indice de Harpending's
Raggedness (Hrac) foram utilizados como metodo estatistico para testar a validade dos
modelos de expansdo. A significancia foi determinada com 1000 permutacdes de bootstrap
paramétricas. O grafico da distribuicdo mismatch foi obtido no programa DnaSP (LIBRADO;
ROZAS, 2009) e no mesmo programa testes de neutralidade foram realizados para verificar se
as populacdes estavam sob neutralidade seletiva, incluindo D de Tajima (TAJIMA, 1989) e
estatistica Fs de Fu (FU, 1997).
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4. RESULTADOS

4.1  Diversidade Genética e Histdria Demografica

Para as regides espacadoras intergénicas trnL-trnF e psbA-trnH foram obtidos
fragmentos de 811 e 453 pares de bases (pb) respectivamente. As duas regides concatenadas
geraram fragmentos de 1264 pb com 318 sitios polimorficos para todas as populagdes. Para a
regido do nDNA ITS4 e ITS5 foram obtidos fragmentos de 674 pb, com um total de 108 sitios
polimorficos para todas as populacdes (Tabela 3).

Para o cpDNA a diversidade nucleotidica e haplotipica total foi de 0,026 + 0,013 e
0,992 + 0,005, respectivamente. A diversidade nucleotidica foi mais alta nas populacdes ao
norte do vale (= = 0,030 £ 0,014) do que ao sul (= = 0,009 £ 0,004). Enquanto a diversidade
de hapldtipos foi semelhante nos dois grupos. Os dados de diversidade haplotipica para o
nDNA foram semelhantes entre os trés grupos avaliados e de diversidade nucleotidica
seguiram o padrédo apresentado para o cpDNA (Tabela 3).

Foi observada diferenciacdo genética moderada entre todas as populacdes para o
cpDNA (PhiPT = 0,19) e muito alta para nDNA (PhiPT = 0,57). Quando comparadas entre
elas, as populacGes dos grupos norte e sul do vale do rio Uruguai apresentaram diferenciacédo
genética media para cpDNA e alta para nDNA. Ao serem avaliadas como grupos Unicos as
populacBes ao norte e ao sul apresentaram baixa diferenciacdo genética para cpDNA e alta
para nDNA (Tabela 4).

A AMOVA baseada em cpDNA para os diferentes grupos testados evidenciou que a
maior variacao foi encontrada dentro das popula¢cdes quando comparada com a variagdo entre
as populacOes. Para as sequéncias de nDNA os resultados foram semelhantes para 0s mesmos
grupos testados, exceto entre todas as populagdes que apresentou uma maior variagdo entre as
populacdes (57%) do que dentro delas (43%). O fluxo génico por dispersdao de sementes
(cpDNA) entre as populac@es de A. flaccida foi de 2,06. O fluxo génico entre as populacbes
ao norte e entre as populacdes ao sul do vale foi elevado, 6,70 e 2,13 respectivamente (Tabela
4). O fluxo génico por meio da dispersdo de polen (nDNA) foi mais baixo entre todos os

grupos testados quando comparado com o cpDNA (Tabela 4).
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Tabela 3. Diversidade genética e dinamica evolutiva das populacfes de Achyrocline flaccida (Weinm.) DC. obtidas com base em 69 sequéncias
de cpDNA e 75 sequéncias de nDNA.

indices genéticos e estatisticas

CLOROPLASTIDIAL

NUCLEAR

Todas Grupo norte Grupo sul Todas Grupo norte Grupo sul
Indices de Diversidade
Numero de sitios polimérficos (S) 381 292 74 108 104 23
Diversidade Haplotipica (Hd + DP) 0,992 + 0,005 0,998 + 0,007 0,976 +0,016 0,960 + 0,012 0,952 + 0,024 0,960 + 0,019
Diversidade Nucleotidica (x = DP) 0,026 + 0,013 0,030+ 0,014 0,009 + 0,004 0,009 + 0,005 0,017 + 0,009 0,003 + 0,002
Numero de Haplédtipos 61 35 27 47 23 28
Média da diversidade genética 0,810 0,895 0,794 0,668 0,671 0,667
dentro da populagéo (Hs)
Testes de Neutralidade
D de Tajima -2,531* (P<0,001) -2,573* (P<0,001) -2,464* (P<0,001) -2,570* (P<0,001)  -2,611* (P<0,001) -1,801* (0,10 >P >0,05)
Fsde Fu -2,003* (P<0,02)  1,197* (P<0,02)  -0,317* (P<0,02)  -1,65* (P<0,02) 2,02* (P<0,02) 0,49* (P<0,02)

Expansao Demografica

Soma dos quadrados dos desvios
indice Harpending’s Raggedness
Expanséo Espacial

Soma dos quadrados dos desvios
indice Harpending’s Raggedness

0,00152 (P=0,997)
0,00144 (P=1,000)

0,00404 (P=0,998)
0,00144 (P=0,999)

0,00461 (P=0,8609)
0,00430 (P=0,926)

0,00910 (P=0,941)
0,00430 (P=0,945)

0,00613 (P=0,645)
0,01336 (P=0,898)

0,00947 (P=0,891)
0,01336 (P=0,993)

0,01488* (P=0,006)
0,09435* (P=0,011)

0,04163 (P=0,396)
0,09435 (P=0,634)

0,02739* (P=0,010)
0,07839 (P=0,090)

0,01501* (P=0,038)
0,12561* (P=0,045)

0,03602 (P=0,396)
0,07839 (P=0,735)

0,01791* (P=0,002)
0,12561 (P=0,117)

*Valores estatisticamente significativos P > 0,05;

DP — Desvio padréo.
P — Probabilidade.
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Os testes de neutralidade apresentaram valores préximos a zero. O indice de D de
Tajima para cpDNA e nDNA evidenciou que houve expansdo demografica para os trés grupos
testados. O teste Fs de Fu apresentou valores significativos para todas as populagfes tanto
para cpDNA, quanto para todas as populacdes com nDNA, demonstrando expansao
populacional (Tabela 3).

Os gréficos de distribuicdo de mismatch mostraram uma distribuicdo multimodal para
o0s trés grupos de populagdes, o que levaria a conclusdo de que as populacdes estdo em
equilibrio demografico (Figura 2). No entanto, o indice de Harpending’s Raggedness e o teste
estatistico da soma dos quadrados do desvio apresentaram valores ndo significativos
rejeitando a hipdtese de equilibrio demografico para todos os conjuntos de populactes
avaliadas a partir do cpDNA (Tabela 3).

Para as sequéncias de nDNA obteve-se resultados semelhantes ao cpDNA nos
graficos de distribuicdo de mismatch (Figura 3). O indice de Harpending’s Raggedness
aceitou a hipétese de expansdo demografica para todas as populacfes e para 0 grupo ao sul e
rejeitou a hipdtese de expansédo espacial para todos os grupos testados. A soma dos quadrados
do desvio aceitou a hipdtese de expansdo demografica para todos 0s grupos e rejeitou a

expansdo espacial para todas as populacdes e grupo norte (Tabela 3).

Tabela 4. indice de diferenciacdo genética (PhiPT), fluxo génico (Nm) e Anélise de Variancia
Molecular (AMOVA) com base em sequéncias do espacador intergénico trnL-trnF e psbA-
trnH de cpDNA e nas sequéncias do espacador interno transcrito ITS4 e ITS5 de nDNA, para

diferentes grupos das populacgdes de Achyrocline flaccida (Weinm.) DC.

. Cloroplastidial Nuclear
Populagbes  ppipT  Nm AMOVA PhiPT Nm AMOVA
Todas 0,19 2,06 80% dentro e 20% entre 0,57 0,37  43% dentro e 57% entre
Norte e Sul 0,07 6,87 93% dentro e 7% entre 0,22 1,68  77% dentro e 23% entre
Norte 0,07 6,70  95% dentro e 5% entre 0,18 2,16  81% dentro e 19% entre

Sul 0,19 2,13 94% dentro e 6% entre 0,17 2,42 83% dentro e 17% entre
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Figura 2. Gréficos de distribuicdo mismatch para as sequéncias de cpDNA de 69 individuos

de Achyrocline flaccida (Weinm.) DC. A) Todas as populagdes; B) Populacbes ao norte do

vale do rio Uruguai; C) Populagdes ao sul do vale do rio Uruguai.
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Figura 3. Gréaficos de distribuicdo mismatch para as sequéncias de nDNA de 75 individuos de

Achyrocline flaccida (Weinm.) DC. A) Todas as populacgdes; B) Populagdes ao norte do vale

do rio Uruguai; C) Populagdes ao sul do vale do rio Uruguai.
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Baseado nas simulacGes Bayesianas utilizando cpDNA, o BSP evidenciou crescimento

populacional sutil em um periodo de 65 mil anos compreendido entre 205 e 145 mil anos atras

para as populacdes de A. flaccida (Figura 4).
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Figura 4. Relacdo entre o tamanho das populagfes de Achyrocline flaccida (Weinm.) DC.,

estimado pela Bayesian Skyline Plot (A), e variacdo na temperatura da terra nos atimos 210

mil anos em relacdo ao pico maximo médio de temperatura do Holoceno (B). A area

sombreada em rosa representa o periodo de maior crescimento populacional que coincide com

os ultimos 100 mil anos do penultimo periodo glacial da terra ocorrido no final do Pleistoceno

Médio, entre aproximadamente 210 e 140 mil anos. Este periodo corresponde ao final do

estagio de isotopos marinhos MIS 7 (entre 243 e 191 mil anos antes do presente) e todo 0 MIS

6 (entre 191 e 130 mil anos antes do presente). Estes estagios sdo denominados como

Glaciagdo de Riss (para regido Alpina) e periodo Glacial de Illinois (para a América do

Norte). A figura B foi adapatada de Luthi et al. (2008).
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4.2  Rede de Hapl6tipos e Estrutura Populacional

As regides de cpDNA trnL-trnF e psbA-trnH combinadas apresentaram 61 hapl6tipos
para os 69 individuos sequenciados. Foram encontrados 34 haplotipos exclusivos das
populacdes ao norte do vale do rio Uruguai e 26 exclusivos das populacdes ao sul. Somente
um haplétipo (H10) foi compartilhado entre os grupos de populacdes (Figura 5). Alguns
desses haplotipos diferiam por mutagdes em apenas uma ou duas posi¢des, enquanto a
maioria mostrou-se mais divergente.

As 75 sequéncias avaliadas da regido nDNA ITS 4 e ITS 5 resultaram em 47 ribotipos,
sendo 19 exclusivos do grupo ao norte do vale do rio Uruguai, 24 ribotipos exclusivos do
grupo sul e quatro compartilhados entre as populacdes ao norte e ao sul (H2, H3, H7 e H11)
(Figura 6).
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Figura 5. Mapa da Regido Sul do Brasil e rede de haplétipos baseada em sequéncias dos
espacadores intergénicos trnL-trnF e psbA-trnH concatenadas para 69 individuos de oito
populacbes de Achyrocline flaccida (Weinm.) DC. O tamanho da circunferéncia €
proporcional a frequéncia do haplétipo. Os pequenos circulos pretos representam 0s vetores
médios. A cor rosa representa os hapl6tipos encontrados nas populaces ao norte do vale do
rio Uruguai e a cor azul representa os hapl6tipos encontrados nas populagdes ao sul. Os tracos
transversais as linhas que conectam os haplétipos representam 0s passos mutacionais que
diferenciam os haplétipos. A letra ap6s o nimero do haplotipo representa a populagdo em que
0 mesmo pertence: m — Marialva; g — Guarapuava; n — Campos Novos; X — Xanxeré; ¢ —
Coxilha; p — Panambi; i — Itapuca; h — Herveiras. Os haplotipos das populacdes ao norte do
vale do rio (rosa) posicionados ao sul do vale s&o aqueles que apresentam maior relacéo

filogenética com haplétipos ao sul do rio. A area em verde representa o vale do rio Uruguai.
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Figura 6. Mapa da Regido Sul do Brasil com a distribuicdo dos ribotipos obtidos a partir da
sequéncia do ITS (Internal transcribed spacer) de oito populagbes de Achyrocline flaccida
(Weinm.) DC. com destaque para o vale do rio Uruguai (em verde), que possivelmente
abrigou florestas de galerias durante as ultimas eras glaciais. Os ribotipos em branco no
grafico de frequéncia sdo os compartilhados entre as populagdes norte e sul do vale. Os

ribotipos coloridos sdo os exclusivos das populagdes norte e sul do vale.

Na anélise Bayesiana com as sequéncias de cpDNA, o numero de k (clusters; grupos
genéticos) foi definido como cinco (Figura 7). Todos os individuos pertencentes a uma

mesma populacéo ficaram agrupados no mesmo grupo genético, mostrando que as populacoes
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s8o homogéneas em nivel regional. As populacfes de Coxilha, Itapuca e Herveiras, todas
localizadas ao sul do vale do rio Uruguai, ficaram em um mesmo grupo genético (Figura 8).
O mesmo ocorreu com as populaces de Campos Novos e Xanxeré, localizadas ao norte do
vale (Figura 8). As demais populacGes ficaram individualizadas em diferentes grupos
genéticos (Figura 8). Na Tabela 5 sdo apresentadas as probabilidades posteriores de cada

populacdo pertencer a cada um dos grupos genéticos.

025
1

Densidade

0.05
1

Figura 7. Determinacdo do nimero étimo de K (grupos genéticos) para Achyrocline flaccida

(Weinm.) DC. pelo método Bayesiano.

Tabela 5. Probabilidade posterior de cada populagdo de Achyrocline flaccida (Weinm.) DC.
pertencer a cada grupo genético. Os valores sombreados em cinza correspondem ao grupo
genético que apresenta a maior probabilidade. Dados obtidos com as regides trnL-trnF e

psbA-trnH concatenadas.

Populacdo Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Grupo 5
Guarapuava 0,1650 0,1828 0,1871 0,2898 0,1753
Campos Novos 0,2376 0,2415 0,1814 0,1639 0,1757
Xanxeré 0,1821 0,2112 0,2098 0,2109 0,1860
Marialva 0,1639 0,1732 0,1899 0,1942 0,2788
Panambi 0,2105 0,1743 0,2571 0,1810 0,1771
Coxilha 0,2496 0,2280 0,1871 0,1625 0,1728
Herveiras 0,2169 0,1945 0,1895 0,1970 0,2020

ltapuca 0,2290 0,2208 0,1856 0,1871 0,1775
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Figura 8. Mapa da Regido Sul do Brasil com o posicionamento de oito populacdes de
Achyrocline flaccida (Weinm.) DC. em cada um dos cinco grupos genéticos (Vermelho, rosa,
verde claro, amarelo e verde escuro) inferidos pela analise bayesiana, baseada nas sequéncias
dos espacadores intergénicos trnL-trnF e psbA-trnH concatenados. A area em verde

contornada por uma linha preta representa o vale do rio Uruguai.



26

5. DISCUSSAO

5.1 Diversidade Genética e Historia Demografica

As populagdes de A. flaccida possuem alta diversidade haplotipica e nucleotidica para
ambas as regides estudadas (cpDNA e nDNA) (Tabela 3) quando comparada com outras
espécies de Asteraceae como Lychnophora ericoides = = 0,006 + 0,004 e Hd = 0,399 + 0,044
baseado no polimorfismo das regides cloroplastidial (trnL intron e psbA-trnH) e nuclear (ITS)
(COLLEVATTI et al., 2009); Ligularia hodgsoni = = 0,00306 e Hd = 0,895 (WANG et al.,
2013) e também com espécies de campos como Tibouchina hatschbachii = = 0,313 £+ 0,160 e
Hd = 0,908 £ 0,012 ambas avaliadas com trés regides do DNA cloroplastidial (MAIA et al.,
2017). Ja, quando avaliadas separadamente as populacBes ao sul e ao norte do vale do rio
Uruguai apresentaram alta diversidade haplotipica, porém, baixa diversidade nucleotidica foi
observada no grupo de populacdes do sul do vale. A diversidade genética intrapopulacional
(Hs) foi alta para as populacGes e também para os grupos (norte e sul) avaliados
separadamente, corroborando com grande nimero de haplotipos exclusivos encontrados para
cada grupo de populacbes. Esta alta diversidade genética pode estar relacionada com a
historia demogréafica da espécie no sul da Mata Atlantica que seré discutida posteriormente.

A analise de variancia molecular demonstrou que a maior diversidade genética é
encontrada dentro das populagdes, 0 que é caracteristico de espécies pioneiras e aldégamas
como A. flaccida (NYBOM, 2004; TACUATIA et al., 2012). Resultados semelhantes foram
obtidos para estas mesmas populacbes de A. flaccida utilizando marcadores dominantes
(ROSA et al., 2017), reforcando este padrdo de distribuicdo da variabildiade genética para a
especie.

O teste D de Tajima é baseado na diferenca entre 0 numero de sitios polimorficos e o
namero médio de diferencas entre pares de nucleotideos, demonstrando eventos de expanséao
populacional (TAJIMA, 1989). Para os testes de neutralidade, valores negativos,
significativos e muito elevados sdo indicativos de uma expansdo populacional abrupta
(AMZATI et al., 2018). A mesma interpretagdo é valida para o Fs de Fu (FU 1997), porém o
calculo é baseado na distribuicdo da frequéncia dos haplotipos. Os valores observados nas
populacbes de A. flaccida para D de Tajima e Fs de Fu foram negativos e significativos,
porém, muito proximos a zero (Tabela 3), o que indicaria discreta expansao populacional para

A. flaccida. J4, os graficos de distribuicdo de mismatch apresentaram um padrdo multimodal o
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que € esperado para populagdes em equilibrio demogréafico (sem expansdo) (HARPENDING,
1994). No entanto, os indices de Hrac € SSD, que sdo utilizados para validar os modelos de
expansdo demogréafica e espacial, apresentaram valores ndo significativos, ou quando
significativos ficaram muito proximos a zero (Tabela 3), rejeitando a hipotese de equilibrio
demogréfico para as populagdes. Esse resultado n&o significativo fortalece o observado nos
testes de neutralidade, que sdo mais sensiveis na deteccdo da expansdo populacional
(RAMOS-ONSINS; ROZAS, 2002). Desse modo, as populacdes de A. flaccida do sul da
Mata Atlantica apresentaram crescimento demografico discreto nos dltimos 210 mil anos, sem
variagBes abruptas no aumento ou declinio populacional.

A dindmica populacional através do tempo mostrada pelo gréafico de BSP (Figura 4)
corrobora com os resultados encontrados para os testes de neutralidade, evidenciando um
crescimento demografico discreto, porém continuo. Apesar de continuo, a expansdo das
populacbes de A. flaccida que ocorreu entre 210 e 145 mil anos atras (intervalo de 65 mil
anos) foi proporcionalmente 560% maior que o crescimento que ocorreu nos ultimos 145 mil
anos (Figura 4). Este intervalo de maior crescimento ocorreu durante o periodo do Penultimo
Méaximo Glacial que corresponde a Glaciacdo de Riss (para regido Alpina) e periodo Glacial
de Illinois (para a América do Norte) e como padrdo para o mundo, periodo MIS 6. Neste
intervalo a extensdo da camada de gelo foi maior do que durante o Ultimo Maximo Glacial,
indicando provavel maior frio neste periodo (EHLERS; GIBBARD, 2004). Esta condi¢do
mais fria influenciou na distribuicdo das espécies sendo que provavelmente as espécies
arboreas foram drasticamente retraidas aos vales de rios. Ja, as espécies mais adaptadas ao
frio, comuns no sul da Mata Atlantica, podem ter expandido para as regides abertas
(BEHLING, 1997; BEHLING et al.; 2005; BARROS et al., 2015; GIUDICELLI et al., 2019).
Neste sentido, esta hipétese pode explicar a maior expansao populacional observada neste
trabalho para A. flaccida nos periodos mais frios uma vez que a espécie é adaptada a regides
de frio mais intenso.

Outro dado apresentado anteriormente que corrobora com a hip6tese de estabilidade
das populacBes de A. flaccida durante os Gltimos periodos glaciais e interglaciais é a alta
diversidade genética (Tabela 3). Diversos fatores histdricos e contemporaneos podem
influenciar na diversidade de populagdes naturais, porém a persisténcia de grandes populagdes
em uma determinada regido é um dos mais importantes (CARNAVAL et al., 2009). A
persisténcia das populacdes depende das caracteristicas bioldgicas da espécie e da adequacéo
do seu habitat, o que esta fortemente relacionada com eventos climaticos historicos e com as
caracteristicas geogréaficas da regiao (HEWITT, 2000; CARVALHO et al., 2017). O periodo
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Quaternério foi marcado por grandes oscilagdes climéaticas que podem ter afetado a historia
evolutiva das espécies, principalmente na Regido Sul do Brasil (BEHLING, 2002;
WERNECK et al., 2012). Durante os periodos glaciais, a diminuicdo da temperatura e
umidade favoreceram a vegetacdo de campo, possibilitando a permanéncia dessas espécies
por todo sul da Mata Atlantica e sul do Brasil (BEHLING, 1997; BEHLING et al.; 2005;
BARROS et al., 2015; GIUDICELLI et al., 2019). No entanto, durante periodos interglaciais,
com o0 aumento da temperatura e umidade, era esperado a expansdo das florestas de
Araucaria, que estavam em regides de reflgio, ao longo dos vales dos rios, sobre as areas de
Campos (BEHLING et al.,, 2004; BEHLING, 2002). Esta situagdo levaria ao declinio
populacional e, consequentemente da diversidade genética, das espécies de campo por perda
de habitat, situacdo ndo observada em A. flaccida. Uma hipdtese que justifica a ndo
diminuicdo do tamanho populacional a niveis detectaveis em A. flaccida sdo as caracteristicas
de solo da regido sul da Mata Atlantica. Em grande parte das regides altas do Sul da Mata
Atlantica o solo é raso ndo suportando florestas e isso limitou a expansdo das florestas de
Araucaria sobre as areas de campo formadas durante os periodos glaciais. Neste sentido,
mesmo em periodos interglaciais provavelmente grandes populacbes de A. flaccida foram
mantidas no sul da Mata Atlantica o que pode ter garantido a elevada diversidade genética
observada nestas populacdes, e ndo observacdo de declinio populacional nestes periodos.
Estudos filogeograficos realizados com outras espécies da Mata Atlantica e adaptadas
a regides mais frias apoiam a constancia de populacées em grandes areas geogréaficas durante
as oscilagcdes climaticas do Pleistoceno (JAKOB et al., 2009; COSACOV et al., 2010;
PINHEIRO et al., 2011). Como exemplos temos as populacdes de Vriesea incurvata
(AGUIAR-MELO et al., 2019), de Epidendrum fulgens (PINHEIRO et al., 2011) e de
Eugenia se¢do Phyllocalyx (BUNGER et al., 2016). O comportamento das populagfes destas
espécies € diferente do observado para espécies analisadas por diversos autores (BROWN;
AB'SABER, 1979; BEHLING; NEGRELLE, 2001; BEHLING, 2002; CARNAVAL,
MORITZ, 2008; CARNAVAL et al., 2009) para proposicao da hipdtese dos refugios do
Pleistoceno para espécies ocorrentes na regido Central e Norte da Mata Atlantica. Segundo
esta teoria, esses refugios florestais teriam sido responsaveis por manter o padrdo de
diversidade e endemismo observado hoje e também, das variacbes no padrdo demografico
historico das espécies. Assim, para a maioria das espécies estudadas das regides, para quais
foram propostos refligios por estes autores, ha varia¢fes abruptas no tamanho populacional ao
longo do Pleistoceno como também, populacbes com diferentes niveis de diversidade

genética. Nenhum destes padrbes genéticos foram observados para a A. flaccida, uma vez que
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as populacBes apresentaram crescimento continuo durante as oscilagdes climéaticas do
Pleistoceno (Figura 4) assim como ndo apresentaram variacdo no nivel de diversidade
genética entre as populacdes (Tabela 3). Neste sentido, os dados obtidos com A. flaccida
reforcam aqueles obtidos para demais espécies adaptadas a regides frias, sugerindo a nao

limitacdo destas espécies em refligios durante as oscila¢des climaticas do Pleistoceno.

5.2  Estrutura Populacional de Achyrocline flaccida

A rede de hapl6tipos do cpDNA indica estruturacdo filogeogréafica das populagdes de
A. flaccida uma vez que dos 61 hapldtipos somente um foi compartilhado (Figura 5). Este
resultado é reforcado pela alta diferenciacdo genética observada entre as populactes (PhiPT =
0,19). Para 0 nDNA também foi observado elevado nimero de ribotipos exclusivos e apenas
quatro compartilhados (Figura 6) e também PhiPT muito alto (0,57). A alta diversidade
observada aliada ao elevado numero de hapl6tipos e ribotipos exclusivos € um padrao tipico
de populacdes que ocorrem por longos periodos (milhares de anos) em um determinado local
(BUZATTI et al., 2018) estes resultados corroboram com os dados de estabilidade
populacional discutido anteriormente. Ainda, dentre as principais inovacfes na evolucdo das
angiospermas, esta a rapida evolucdo das plantas herbaceas (ERIKSSON; BREMER, 1992).
Por este fato, é provavel que estas espécies, possam estar sofrendo uma diferenciacao
significativa nas suas sequéncias de DNA (ERIKSSON; BREMER, 1992; HAMRICK, 1996).
Além disso, a subclasse Asteridae, a qual pertence A. flaccida, possui taxa de diversificacdo
excessivamente alta (KUZOFF; GASSER, 2000). Neste sentido, o alto niumero de haplétipos
exclusivos para as populac@es A. flaccida, provavelmente esta relacionado com a estabilidade
populacional e com a alta taxa evolutiva da espécie.

A provavel alta taxa evolutiva e consequente rapida diferenciacdo refletiu na
estruturacdo das populacdes de A. flaccida. Isto é constatado quando observamos que com
oito populagdes foram obtidos cinco grupos genéticos (Figura 8). E interessante, que os dois
grupos genéticos que incluiram mais de duas populacdes foram formados somente por
populacdes ao sul ou ao norte do vale do rio Uruguai (Figura 8), indicando uma provavel
barreira geogréafica limitando o contato entre as populacdes. Rosa et al. (2017) utilizando
marcadores ISSR avaliaram a variabilidade e estrutura genética de seis das oito populacdes de
A. flaccida analisadas neste estudo, e observaram um padrdo de distribuicdo da variabilidade

genética e estruturagcdo semelhante ao encontrado em nosso estudo. Ainda, estes autores,
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sugerem que o vale do rio Uruguai pode ter atuado como uma possivel barreira entre as
populagdes de A. flaccida.

Rio e seus vales ttm demonstrado ser barreiras efetivas entre populacdes podendo
levar a diferenciacéo genética de populacdes e consequente especiacdo (PELLEGRINO et al.,
2005; TURCHETTO et al., 2014; JIAN et al., 2015; CAZE et al., 2016; DA SILVA et al.,
2017; PECANHA et al., 2017; L1 et al., 2019). Para o entendimento do vale do rio Uruguai
como uma barreira para as populacdes de A. flaccida devemos considerar a histéria da
vegetacdo do sul da Mata Atlantica com a presenca de refugios florestais nestas regides.
Porém, a teoria dos reflgios do Pleistoceno proposta para a Mata Atlantica, relata a presenca
desses refugios somente até a Regido Central da Mata Atlantica (CARNAVAL; MORITZ,
2008; THOME et al., 2014). No entanto, Behling (1997; 2002) e Behling et al. (2004) ja
relatavam, a partir de estudos paleopalinologicos, a possivel presenca de florestas de galeria
nos vales dos rios no sul da Mata Atlantica. Segundo estes autores, durante os periodos
glaciais do Pleistoceno, os vales dos rios permaneceram com maior umidade, constituindo
refigios para as espécies arboreas. Esta hipotese foi reforcada por Stefenon et al. (2019) que
com a avaliacdo filogeografica de populac@es de A. angustifolia e modelagem de nicho para a
espécie ao longo do Pleistoceno evidenciaram a presenca de potenciais refugios glaciais para
espécie no sul da Mata Atlantica coincidindo com a localizacdo do vale do rio Uruguai. Este
vale na sua porgdo central e leste se estende lateralmente da cava do rio por até 5 km em cada
margem, o que poderia permitir a ocorréncia de florestas continuas por até 10 km de extensao.
Neste sentido, estas florestas formadas por Araucarias e espécies associadas, poderiam formar
uma barreira de até 10 km de extensdo e altura variando de 20 a 35 metros, o que € de dificil
transposicao para sementes e pdlen de uma espécie herbacea que raramente ultrapassa 1 m de
altura como A. flaccida. Neste sentido, apesar das populaces de A. flaccida aparentemente
ndo terem sofrido retracdo e consequente estruturacdo devido as oscilagbes climéaticas do
Pleistoceno, o vale do rio Uruguai pode ter atuado como uma barreira (formada por Floresta
de Araucéria) culminando na diferenciacdo e estruturacdo genética das populacdes ao norte e
sul deste vale conforme observado.

O fluxo génico por meio da dispersdo de polen observado entre as populacdes de
Macela aqui avaliadas foi baixo (Tabela 4), possivelmente a barreira gerada pelo vale do rio
Uruguai entre as populacdes seja muito longa para que os polinizadores cruzassem, limitando
o fluxo via pdlen. J4, o fluxo génico via sementes foi mais elevado, quando comparado com
polen, provavelmente devido ao fato das sementes de Macela possuirem dispersao

anemocorica. No entanto, o habito herbaceo da planta pode dificultar a sua disseminacéo por
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longas distancias (CORREA JR et al., 2006), principalmente quando da presenca de barreiras
altas como as Florestas de Araucaria o que justificaria a estruturacdo observada nas
populacdes.

As barreiras geogréaficas e as oscilacBes climaticas historicas podem, conjuntamente,
moldar a variagdo e estrutura genética de uma espécie (EVANS et al., 2015). Em nosso estudo
foram observados um alto nimero de hapl6tipos e ribotipos exclusivos para as populagdes
separadas pelo vale do rio Uruguai, aléem de alta estruturacdo e diversidade genética. Neste
sentido, nossos dados fortalecem a hipotese levantada por Rosa et al. (2017) que o vale do rio
Uruguai atuou como uma barreira geogréafica entre as populacbes de A. flaccida. Também,
estes dados, ajudam a fortalecer a teoria da existéncia de grandes areas com ocorréncia de

espécies herbaceas de clima frio durante os ultimos periodos glaciais no Sul do Brasil.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Os dados obtidos relacionados a histéria demografica e diversidade genética,
demonstraram que as populacdes de A. flaccida apresentaram crescimento continuo durante as
oscilacBes climaticas do Pleistoceno médio e ndo apresentaram variagdes nos seus niveis de
diversidade genética, sugerindo que grandes populacdes de A. flaccida foram mantidas no sul
da Mata Atlantica durante os ultimos periodos glaciais. A alta estruturacdo populacional e a
diversidade genética observada nas populagdes de A. flaccida sugerem que aparentemente
suas populagcdes ndo sofreram retracdo e consequente estruturacdo devido as oscilagoes
climaticas do Pleistoceno, mas sim o vale do rio Uruguai, que manteve florestas de Araucaria
nos periodos glaciais e interglaciais, pode ter atuado como uma barreira geografica
delimitando as populacgdes de A. flaccida levando a diferenciacéo e estruturacdo genética das
suas populacOes ao norte e sul deste vale. Por fim, os dados obtidos neste estudo auxiliam no
entendimento da dinamica da vegetacdo do sul da Mata Atlantica nos dltimos 200 mil de

anos.
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