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RESUMO 

História evolutiva de Baccharis crispa Spreng. no sul do Brasil. Yuri Kataoka Silva. A 

Mata Atlântica está entre os biomas de maior diversidade do mundo. Boa parte de rica 

biodiversidade é devida a grande variação de latitude ocupada por este bioma. No sul da Mata 

Atlântica estão formações vegetacionais que são típicas de regiões de clima mais ameno, 

como a Floresta Ombrófila Mista (Floresta com Araucárias) e os campos de altitude. Nestes 

campos estão espécies adaptadas a clima mais frio e seco, com presença de temperaturas 

negativas nos meses mais frios do ano. Inúmeros estudos foram realizados sobre a história 

evolutiva de espécies ocorrentes na Mata Atlântica, ajudando a esclarecer a origem e 

diversificação deste bioma ao longo do tempo. Porém, estes tipos de estudos são escassos com 

espécies vegetais de maior abundância, ou mesmo endêmicas, das regiões frias do sul da Mata 

Atlântica. Neste sentido, este trabalho teve como objetivo o estudo da história evolutiva de 

populações de Baccharis crispa Spreng Asteraceae do Sul do Mata Atlântica. Para o estudo 

foram obtidas sequências das regiões do genoma cloroplastidial (trnL-trnF e psbA-trnH) e 

nuclear (ITS) de indivíduos de seis populações coletadas nos municípios de Guarapuava, no 

Paraná, Joaçaba e Xanxerê, em Santa Catarina, e Coxilha, Panambi e Herveiras, no Rio 

Grande do Sul. Destas populações, as dos estados do PR e SC estão localizadas ao norte do 

vale do Rio Uruguai e as do RS ao sul do vale. Os resultados obtidos evidenciaram alta 

diversidade nucleotídica e haplotípica quando comparada com outras espécies de Asteraceae 

da Mata Atlântica. A avaliação dos resultados dos testes de neutralidade, do Bayesian Skyline 

Plot, da distribuição mismatch e das significâncias estatísticas dos índices SSD e HRAG 

evidenciaram discreta expansão populacional nos últimos 200 mil anos, com possível 

expansão demográfica das populações do norte para o sul do vale do rio Uruguai. Foi 

observada alta estrutura filogeográfica para B. crispa e elevado número de haplótipos e 

ribotipos exclusivos nas populações ao norte e ao sul do vale do rio Uruguai. A análise de 

grupos genéticos mostrou que a diversidade genética é melhor explicada considerando quatro 

grupos genéticos, sendo dois formados pelas populações ao norte do vale do rio Uruguai e 

dois pelas populações ao sul do vale. A análise conjunta dos dados deste estudo corroboram 

que o vale do rio Uruguai pode ter atuado como uma barreira geográfica limitando o fluxo 

gênico entre as populações de B. crispa do sul da Mata Atlântica. Ainda, a alta diversidade 

das populações e a estabilidade populacional nos últimos 200 mil anos evidenciam a 

permanência de B. crispa no Sul do Brasil durante os últimos períodos glaciais. 

 

Palavras-chave: Mata Atlântica; Floresta com Araucária; Campos de altitude; Filogeografia; 

Barreira Geográfica; DNA Cloroplastidial; DNA Nuclear.  

 



ABSTRACT 

Evolutionary history of Baccharis crispa Spreng. in southern Brazil. Yuri Kataoka Silva. 

The Atlantic Forest is among the most diverse biomes in the world. Much of the rich 

biodiversity of this biome is due to the wide range of latitude occupied by this. In the south of 

the Atlantic Forest there are vegetation formations that are typical of regions with a milder 

climate, such as the Araucaria Forest and the ancient grassy fields (Campos de Altitude). In 

these ancient grassy fields are species adapted to a colder and drier climate, with the presence 

of negative temperatures in the coldest months of the year. Numerous studies have been 

carried out on the evolutionary history of species occurring in the Atlantic Forest, helping to 

clarify the origin and diversification of this biome over time. However, these types of studies 

are scarce with plant species of greater abundance, or even endemic, from the cold regions of 

the southern Atlantic Forest. In this sense, this work aimed to study the evolutionary history 

of populations of Baccharis crispa Spreng Asteraceae from the South of the Atlantic Forest. 

For the study, sequences were obtained from the chloroplast (trnL-trnF and psbA-trnH) and 

nuclear (ITS) genome regions of individuals from six populations collected in the county of 

Guarapuava, in Paraná state, Joaçaba and Xanxerê, in Santa Catarina state, and Coxilha, 

Panambi and Herveiras, in Rio Grande do Sul. Of these populations, those from the states of 

PR and SC are located to the north of the Uruguay River valley and those from RS to the 

south of the valley. The results obtained showed high nucleotide and haplotype diversity 

when compared to other species of Asteraceae from the Atlantic Forest. The evaluation of the 

results of the neutrality tests, the Bayesian Skyline Plot, the mismatch distribution and the 

statistical significance of the SSD and HRAG indices showed a slight population expansion in 

the last 200 thousand years, with possible demographic expansion of populations from the 

north to the south of the valley of the Uruguay river. A high phylogeographic structure was 

observed for B. crispa and a high number of unique haplotypes and ribotypes in populations 

from north and south of the Uruguay river valley. The analysis of genetic groups showed that 

genetic diversity is better explained considering four genetic groups, two formed by 

populations north of the Uruguay River valley and two by populations south of the valley. 

The overall analysis of the data from this study corroborates that the Uruguay River valley 

may have acted as a geographic barrier limiting the gene flow between populations of B. 

crispa from the southern Atlantic Forest. Furthermore, the high diversity of populations and 

population stability over the last 200,000 years evidence the permanence of B. crispa in 

southern Brazil during the last glacial periods. 

Keywords: Atlantic Forest; Araucaria Forest; Campos de Altitude; Phylogeography; 

Geographical barrier; Chloroplastid DNA; Nuclear DNA. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1. Filogeografia da Mata Atlântica 

O continente Sul-Americano abriga a maior biodiversidade do planeta, composto por uma 

variedade de biomas (MYERS et al., 2000), no qual destaca-se a Mata Atlântica pela sua 

notável diversidade biológica e uma variedade de formações vegetacionais (MYERS et al., 

2000; MARCHESE, 2015). No entanto, a reconstrução dos processos evolutivos na 

diversificação dessas regiões tem se mostrado uma tarefa desafiadora devido a pequena 

porção de espécies estudadas em um contexto evolutivo (THOMÉ et al., 2014). 

 Estudos de Filogeografia têm revelado padrões e processos históricos responsáveis 

pela distribuição histórica de organismos em diversos biomas, pois permitem testar hipóteses 

biogeográficas e até mesmo inferir processos demográficos históricos de uma espécie (AVISE 

et al., 1987; AVISE, 2000). Os marcadores moleculares baseados em sequenciamento são a 

melhor ferramenta para estudos filogeográficos, pois são fontes de variação genética e 

permitem avaliar o polimorfismo com base na sequência de nucleotídeos (JEHAN; 

LAKHANPAUL, 2006; CHO et al., 1999; BRUMFIELD et al., 2003). As sequências do 

espaçador interno transcrito (ITS) do marcador nuclear (nDNA) são utilizadas em estudos 

filogenéticos de plantas desde a década 1990 (HAMBY; ZIMMER, 1992; BALDWIN, 1992), 

no entanto, as sequências não codificantes do DNA cloroplastidial (cpDNA) têm sido a classe 

preferencial para estudos evolutivos. Esta escolha está baseada na evolução mais lenta destas 

regiões tornando-as ideais para medidas filogenéticas (RESENDE-MOREIRA et al., 2017; 

BORSCH; QUANDT, 2009; BAI et al., 2010). Ademais, a utilização combinada de cpDNA e 

nDNA podem fornecer melhor compreensão dos processos evolutivos que compõe a história 

de uma espécie (BRITTEN et al., 2003). 

A Mata Atlântica é caracterizada por uma elevada biodiversidade e riqueza natural, 

considerada um hotspot de biodiversidade. Este bioma compõe a segunda maior floresta do 

continente americano, abrangendo 17 estados do território brasileiros (TABARELLI et al., 

2005; VARJABEDIAN, 2010; FUNDAÇÃO SOS MATA ATLÂNTICA, 2013). Considerada 

a formação florestal mais antiga do Brasil, estudos apontam a formação da Mata Atlântica a 

partir do fim do Cretáceo, há aproximadamente 65 milhões de anos (COLOMBO; JOLY, 

2010). Mas sua história evolutiva está associada a eventos de sucessão de grandes eventos 

geológicos e mudanças climáticas que modificaram continentes e oceanos, criando cenários 

distintos para a diversificação das espécies (COLINVAUX et al., 1996; BEHLING, 2002; 

ANTONELLI; SANMARTIN, 2011; CAVALLOTTO; VIOLANTE, 2011). Dentre estes 
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eventos, é possível destacar o soerguimento da Cordilheira dos Andes que desencadeou 

episódios geomorfológicos e climáticos, formando uma barreira abiótica, e as mudanças 

climáticas terciárias e quaternárias, que influenciaram a distribuição espacial de espécies e 

ambientes em todo o mundo, atuando como um motor de diversificação em regiões 

temperadas e tropicais (ANTONELLI et al., 2009; HEWITT, 1999; HEWITT, 2004). A 

estruturação genética de populações que são fragmentadas por uma barreira de dispersão 

depende da duração da barreira física e da história demográfica das populações disjuntas 

(TURCHETTO-ZOLET et al., 2013). Aleixo (2004) e Fernandes et al. (2014) sugerem a 

atuação do rio Amazonas como barreira promovendo especiação alopátrica. Diante disso, a 

história geológica dinâmica e complexa da América do Sul é de grande importância para a 

compreensão das origens da sua atual biodiversidade (CARVALHO; ALMEIDA, 2011; 

RUZZANTE; RABASSA, 2011).  

 A estabilidade climática de longo prazo e isolamento geológico observado na América 

do Sul favoreceram o acúmulo gradativo de biodiversidade (MITTELBACH et al., 2007). As 

florestas tropicais eram mais extensas há cerca de 10 milhões de anos, durante o Mioceno 

Médio, mas, 5 milhões de anos depois, a partir do Plioceno, ciclos glaciais promovendo 

redução de umidade e temperatura levaram a expansão de áreas de savana, que correspondem 

os biomas Cerrado Caatinga e Chaco. Estes biomas formaram uma diagonal seca isolando a 

Mata Atlântica das demais florestas, iniciando uma evolução independente desse bioma 

(DASILVA et al., 2011), o qual passou por diversas mudanças em sua conformação durante 

as glaciações do Pleistoceno. Neste período muitas espécies migraram para latitudes mais 

baixas, porém outras moveram-se para refúgios, levando a fragmentação na distribuição de 

populações e desencadeando especiação em regiões florestadas, conhecida como hipótese de 

refúgio (DUMOLIN-LAPÉGUE et al., 1997; HAFFER, 1969; WHITMORE; PRANCE, 

1987; RULL et al., 2008).  

No paleomodelo proposto por Carnaval e Moritz (2008), na Mata Atlântica os refúgios 

estavam restritos ao norte do bioma, principalmente em áreas costeiras, enquanto em latitudes 

mais altas as florestas quase foram eliminadas por contrações florestais. Sendo assim, as 

formações florestais ao sul teriam sido colonizadas a partir da expansão de refúgios do norte 

do bioma durante o Holoceno (THOMÉ et al., 2014). As regiões ao norte e centro da Mata 

Atlântica teriam mantido a estabilidade populacional ao longo dos últimos 21.000 anos em 

um ambiente mais úmido, constituindo refúgios florestais durante o Último Máximo Glacial 

(UMG). A existência desses refúgios vem sendo bem documentada, porém principalmente 

para espécies tropicais e animais (CARNAVAL; MORITZ, 2008; CARNAVAL et al., 2009; 
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CABANNE et al., 2008; BATALHA-FILHO et al., 2010). No entanto, cada espécie possui 

características próprias, e as mudanças na sua distribuição geográfica e estrutura genética 

podem responder de maneiras diferentes às oscilações climáticas do Quaternário 

(BATALHA-FILHO; MIYAKI, 2011). E a menor disponibilidade de estudos de espécies 

subtropicais em comparação dados em biomas de países mais desenvolvidos possivelmente 

vêm dificultando a identificação de refúgios ao sul da Mata Atlântica, porém estudos mais 

recentes mostram prováveis ocorrências de refúgios para a região (STEFENON et al., 2019). 

 

1.2. História evolutiva da vegetação do Sul do Brasil 

A região sul da Mata Atlântica apresenta clima subtropical, principalmente nas terras 

altas, apresentando predominância de Floresta Ombrófila Mista e Campos de Altitude 

(REITZ; KLEIN, 1966). A Floresta Ombrófila Mista é caracterizada principalmente pela 

presença da Araucaria angustifolia (Bertol.) Kuntze, uma espécie de conífera endêmica da 

Mata Atlântica subtropical e das terras altas do Sudeste do Brasil, além de pequenas manchas 

florestais na Argentina e Paraguai (HEITZ; KLEIN, 1966; LUNA; FONTANA, 2017). Os 

Campos de Altitude, que geralmente ocorrem em associação com a Floresta Ombrófila Mista 

(BACKES, 2001), são caracterizados pela presença de gramíneas, pequenos arbustos e 

herbáceas, representados principalmente pela presença das famílias Iridaceae, Poaceae, 

Oxalidaceae e Asteraceae (SAFFORD, 1999). Composto por diversas espécies adaptadas a 

baixa temperatura e umidade, a diversidade e estrutura populacional nos campos pode ter sido 

impulsionada por ciclos de expansão e retração durante as mudanças climáticas do 

Quaternário (BARBOSA et al., 2012; COLLEVATTI et al., 2012; BONATELLI et al., 2014). 

 O mosaico formado na Mata Atlântica no sul do Brasil pela presença da Floresta com 

Araucárias e Campos de Altitude forma um ecótono que parece estar presente nesta região a 

milhares de anos. Estudos paleopalinológicos realizados por Behling (1997) indicaram a 

presença de pólen de Araucária em áreas próximas dos rios durante os períodos glaciais. Um 

estudo recente de modelagem da distribuição de Araucária há 20.000 anos atrás revelou áreas 

de possíveis ocorrências da espécie no sul do Brasil, formando assim possíveis refúgios 

glaciais para espécies arbóreas no sul da Mata Atlântica, sendo um deles o vale do rio 

Uruguai (STEFENON et al., 2019). Também, em estudos paleopalinológicos foram 

encontrados pólen de inúmeras espécies de gramíneas nestes períodos no Sul do Brasil 

(BEHLING, 1997; BEHLING, 2002), inclusive nas áreas onde também estavam presentes 

pólen de Araucária (BEHLING, 1997). Estes achados comprovam que os ecótonos 
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relacionados a Floresta com Araucária e os Campos de Altitude apresentam uma longa 

história evolutiva. 

Estudos realizados na Região Sul do Brasil têm demonstrado um padrão de refúgio 

diferente daqueles para espécies tropicais. Dados paleopalinológicos indicam a presença de 

táxons pertencentes à Floresta com Araucária e espécies de Campos ausentes em outras 

regiões (BEHLING, 1997; BEHLING, 2002; BEHLING et al., 2004). Interessante que 

próximos aos vales dos rios, nos períodos glaciais, foram encontrados polén de espécies 

florestais, dentre elas a Araucária (BEHLING, 1997). Estudos posteriores corroboraram com 

os dados de Behling (1997).  Marchelli e Leonardo (2006), baseados em dados de marcadores 

de DNA plastidial, propuseram a existência de refúgios florestais em latitudes mais altas do 

Sul. Também, Barros et al., (2015) apontam a ocorrência de áreas adequadas para espécies 

florestais no Sul do Brasil durante o UMG. Mais recentemente, Stefenon et al (2019) 

modelaram a distribuição de A. angustifolia há 20.000 anos e encontraram áreas no Sul da 

Mata Atlântica que possivelmente foram refúgios glaciais para espécie. Estes dados 

corroboraram com os dados de diversidade genética e distribuição de haplótipos obtidos com 

genes cloroplastidias. Interessante que uma das regiões de possível refúgio para espécie 

engloba o vale do rio Uruguai. Estes refúgios florestais possívelmente desempenharam um 

papel importante na história evolutiva das espécies de campos, pois podem ter agidos como 

barreira ao fluxo gênico.   

Diversos estudos têm mostrado que nos períodos glaciais, no Holoceno Inferior e 

Médio, faixas campestres se estendiam por todos os estados do sul do Brasil (BEHLING, 

1997; BEHLING, 2002; BEHLING et al., 2004). Esta condição se deu pela diminuição da 

temperatura e umidade nestes períodos que favoreceram a expansão da distribuição das 

espécies de plantas típicas de regiões campestres. Contudo, no Holoceno superior, entre os 

últimos cinco mil e 930 anos, com o aumento da temperatura e umidade nesta região, ocorreu 

a expansão das florestas de Araucária das regiões de refúgios, ao longo dos vales dos rios, 

sobre as áreas de Campos (BEHLING et al., 2004; BEHLING, 2002). Os campos antes 

conectados ficaram isolados nas regiões mais altas por extensas faixas de florestas formando 

mosaicos floresta-campo. Neste sentido, é possível que as populações de espécies de campos 

apresentem assinaturas genéticas destes isolamentos que podem ser detectadas nos estudos 

destas populações, auxiliando no entendimento da história evolutiva da Mata Atlântica no Sul 

do Brasil. 

 Estudos filogeográficos com espécies de plantas endêmicas dos campos do sul 

sugerem que estas apresentam uma história de estabilidade (também em refúgios) no e ao Sul 
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da Mata Atlântica (MARCHELLI; LEONARDO, 2006; GIUDICELLI et al., 2019). De 

acordo com Hewitt (1996) as populações que ocorrem em áreas de refúgio apresentam sinal 

de expansão populacional recente devido a colonização de novas áreas no período interglacial, 

mas esse efeito pode ser limitado ou ofuscado quando associado a uma barreira de fluxo 

gênico. Esta condição provavelmente pode ter ocorrido com as espécies de campos em 

algumas regiões do Sul do Brasil. Por exemplo, nas regiões próximas aos vales dos rios, a 

presença de florestas com Araucária, nos períodos interglaciais podem ter agido como uma 

barreira ao fluxo gênico entres as populações de espécies de campos ocorrentes em lados 

opostos destes vales (ROSA et al., 2017). Apesar de alguns dos estudos apontarem para este 

componente na história evolutiva das espécies de campos do sul da Mata Atlânica, a 

abrangência desses ainda não atingem grandes proporções comparativamente a outros biomas. 

Neste sentido, a maior disponibilidade de dados de espécies ocorrentes nesta região, aliada a 

análise de padrões filogenéticos de espécies endêmicas, são críticos para o entendimento da 

história evolutiva da vegetação da região e também dos efeitos das mudanças climáticas, nas 

espécies, como demonstrado por Rocha et al (2020). 

 

1.3. Baccharis crispa Spreng. 

 Popularmente conhecida como Carqueja, B. crispa é classificada como subarbusto 

com altura de até um metro, apresentando caule trialado com folhas pequenas e onduladas e 

flores reunidas em capítulos (BUDEL; DUARTE, 2009). É uma espécie diploide com 

propagação pela dispersão de sementes, ou vegetativa por rizomas (AULER; BATTISTIN; 

REIS, 2006). A espécie ocorre em campos, beiras de estradas e em diversos tipos de solos, 

sendo considerada pioneira, promovendo um ambiente estável para outras espécies (PAVAN-

FRUEHAUF, 2000). Também, por ser fortemente adaptada a ambientes abertos é considerada 

invasora em pastagens (CASTRO et al., 2002). 

 A carqueja apresenta importância econômica, sendo utilizada na indústria de 

cervejaria como substituto do lúpulo, na aromatização de refrigerantes e licores, na agricultura 

pelas suas propriedades alelopáticas (CASTRO; FERREIRA, 2000). Porém, devido suas 

propriedades medicinais e amplo uso pela população, na comercialização de chás para 

utilização na medicina tradicional é que reside sua maior importância econômica (CASTRO; 

FERREIRA, 2000; LORENZI; MATOS, 2002; AULER, 2004; CARREIRA, 2007). Também, 

a espécie é utilizada na apicultura, pois é muito visitada por abelhas. Ainda apresenta elevada 

importância ecológica na manutenção de polinizadores no seu ecossistema (AULER; 

BATTISTIN; REIS, 2006).  
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 A espécie é um dos subarbustos mais comuns nas áreas de Campos do sul do Mata 

Atlântica e não ocorre no interior das florestas. Esta condição a torna um excelente modelo 

para estudo da história evolutiva de espécies de campos da região sul da Mata Atlântica. 

Neste sentido, este estudo buscou avaliar os padrões de distribuição da variação genética em 

populações de B. crispa na região Sul do Brasil e inferir sua história demográfica. Para isto, 

foi realizada uma análise genética baseada na variação da sequência do DNA da espécie. 

Também foi testada a possível presença de uma barreira geográfica para B. crispa na região 

formada pelo provável refúgio de florestas com Araucária ao longo do vale do rio Uruguai. 
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2. OBJETIVOS 

2.1. Objetivo geral 

Auxiliar no entendimento da diversidade genética e história demográfica de B. crispa no Sul 

do Brasil.  

 

2.2. Objetivos específicos  

- Quantificar a diversidade genética de seis populações de B. crispa utilizando sequências de 

DNA cloroplastidial e nuclear; 

- Determinar a estrutura filogeográfica das populações; 

- Inferir dados sobre a expansão populacional da espécie; 

- Avaliar o efeito do vale do rio Uruguai como uma barreira física na estruturação das 

populações. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

3.1. Material Vegetal 

Para obtenção dos dados genéticos foram amostradas seis populações da espécie B. crispa. As 

populações foram coletadas no município de Guarapuava, no Paraná, nos municípios de 

Joaçaba e Xanxerê, em Santa Catarina e nos municípios de Panambi, Coxilha e Herveiras, no 

Rio Grande do Sul. As populações do Paraná e Santa Catarina estão localizadas ao norte do 

vale do rio Uruguai e as populações do Rio Grande do Sul, ao sul do vale (Figura 1). Foram 

coletadas folhas de oito a dez indivíduos de cada população (Tabela 1). As amostras coletadas 

foram acondicionadas em sílica gel até o momento da extração do DNA. 

 

 

Figura 1. Mapa da região Sul do Brasil com destaque para os locais de coleta das populações 

de Baccharis crispa Spreng. e localização do vale do rio Uruguai. 
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Tabela 1. Locais de coleta e número de indivíduos de cada população amostrada de 

Baccharis crispa Spreng. 

População Estado Coordenadas geográficas Localização*  
Número de indivíduos 

Cloroplastidial Nuclear 

Guarapuava PR 25"22'12.81"S 51"30'25.44"O Norte 10 9 

Joaçaba SC 27°07'40.57"S 51°36'58.58"O Norte 9 10 

Xanxerê SC 26"51'35.77"S 52"21'50.46"O Norte 10 10 

Panambi RS 28"21'11.94"S 53"28'30.99"O Sul 9 8 

Coxilha RS 28"05'37.18"S 52"16'23.36"O Sul 10 10 

Herveiras RS 29"26'06.04"S 52"40'10.20"O Sul  9 10 

* Referente ao vale do rio Uruguai 

 

3.2. Extração do DNA 

Para a extração do DNA, as folhas foram trituradas em nitrogênio líquido (N2) até a obtenção 

de um pó bem fino, acondicionadas em microtubos, e armazenadas sob refrigeração (-20ºC) 

até o momento da extração do DNA. O protocolo para a extração do DNA utilizado foi o 

proposto por Doyle e Doyle (1987). Nos tubos contendo 100 mg de material vegetal, foram 

adicionados 700 μL de tampão composto por: 20 mM de EDTA (ácido etilenodiamino 

tetracético); 0,1 M de Tris-HCl pH 8,0 (tris (hidroximetil) /aminometano); 1,4 M de NaCl 

(Cloreto de sódio); 2% de CTAB (Brometo de cetil-trimetilamônio); e 0,4% de β-

mercaptoetanol. Posteriormente, as amostras foram incubadas em banho-maria (65°C) por 45 

minutos, lavadas com clorofórmio-álcool isoamílico (24:1) e centrifugadas por 10 minutos à 

12.000 rpm por duas vezes. 

O DNA então foi precipitado com isopropanol, seguido de diversas lavagens com 

etanol para a obtenção de amostras livres de contaminantes. Após a secagem do DNA (pellet) 

por 12 horas, este foi ressuspenso em 100μL de tampão TE, tratado com RNAse a 10 mg mL-1 

e incubado a 37 ºC por aproximadamente 1 hora. Posteriormente, o DNA foi precipitado em 

10 μL de acetato de sódio 3 M e 200 μL de etanol gelado. Depois de sucessivas lavagens com 

etanol, as amostras foram ressuspensas em água ultrapura e armazenadas à -20ºC até a sua 

utilização. A concentração de DNA foi determinada por eletroforese, utilizando gel de 

agarose 0.9% corado com brometo de etídeo. Foram usadas como padrão quantidades 

conhecidas do DNA do Fago λ. 

 

3.3. Amplificação por PCR e Sequenciamento 

Após a extração do DNA, as regiões do DNA cloroplastidial, trnL-trnF intergênica, psbA-

trnH intergênica e nuclear ITS (Internal Transcribed Spacer), foram amplificadas pela PCR 

(Polymerase Chain Reaction). Os primers utilizados estão descritos na Tabela 2. 
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As regiões do DNA cloroplastidial e nuclear foram amplificadas utilizando 20 ng de 

DNA genômico, 1 X de tampão de PCR, com 1,0 mM de MgCl2, 10 µM de cada primer 

(forward e reverse), 0,25 mM de cada dNTP, 1 U de Taq DNA polimerase e água ultrapura 

para completar um volume final de 10 µL. Para a região trnL-trnF intergênica, o programa de 

amplificação foi: desnaturação inicial de 94 ºC por 4 min, seguido de 35 ciclos de 94 ºC por 1 

min, 55 ºC (temperatura de pareamento) por 1 min, 72 ºC por 1 min e 10 min à 72 ºC para a 

extensão final. Para a região psbA-trnH: desnaturação inicial de 94ºC por 5 min, em seguida, 

30 ciclos de 94 ºC por 45 s, 55 ºC por 45 s, 72 ºC por 50 s e para extensão final 72 ºC por 4 

min. Para a região ITS: desnaturação inicial a 94 ºC por 2 min, seguido de 30 ciclos de 95 ºC 

por 30 s, 50 ºC por 1 min e 72 ºC por 1 min, finalizando a extensão final a 72 ºC por 7 min. 

Para comprovar a amplificação das regiões a serem sequenciadas, os produtos da PCR foram 

resolvidos por eletroforese em gel de agarose com concentração de 1,8%, corados com 

brometo de etídio e visualizados em fotodocumentador sob luz ultravioleta (UV). Foi 

utilizado como padrão de peso molecular o marcador DNA Ladder 100pb. 

 

Tabela 2. Relação dos primers e suas sequências utilizados para amplificação de regiões do 

DNA cloroplastidial (intron do gene trnL e região intergênica psbA-trnH) e nuclear (Internal 

transcribed spacer - ITS) de Baccharis crispa Spreng. 

Primers   Sequência dos primers 5’ – 3’ 
Tamanho de fragmento 

esperado em bases 
Referência 

trnL 

trnF 

CGAAATCGGTAGACGCTACG 

ATI'TGAACTGGTGACACGAG 
1015 

Taberlet et al., 

1991 

trnH 

psbA 

CGCGCATGGTGGATTCACAAATC 

GTTATGCATGAACGTAATGCTC  
495 Sang et al., 1997 

ITS 5 

ITS 4 

GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG 

TCCTCCGCTTATTGATATGC 
645 White et al., 1990 

 

Após a confirmação da amplificação, foi realizada nova amplificação por PCR como 

descrito anteriormente, porém, com um volume final de 20 µL, para obter quantidade 

suficiente de produto para o sequenciamento. Parte dos produtos foram novamente resolvidos 

por eletroforese em gel de agarose a 1,8%. Confirmada a amplificação, os produtos da 

amplificação foram purificados utilizando o kit de purificação GenElute da Sigma Aldrich ou 

por meio da precipitação do DNA com etanol como descrito por New England Biolabs (2017) 

com modificações, que consistem em adicionar 150 µL de etanol absoluto ao produto da PCR, 

deixá-lo por 12 horas a -20ºC, posteriormente centrifugar a 12000 rpm por 5 minutos, 

descartar o sobrenadante e, em seguida, adicionar 300 µL de etanol 70%, centrifugar por 2 
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minutos e descartar o sobrenadante. Por fim, secar as amostras por 2 horas a 37ºC e 

ressuspende-las em 30 µL de água ultrapura.  

Os produtos de PCR purificados foram quantificados em eletroforese utilizando gel de 

agarose a 1,8%, corados com brometo de etídio e visualizados em fotodocumentador sob luz 

UV, utilizando como base os marcadores DNA fago λ 100ng/uL e DNA Ladder 100 pb. Foi 

avaliada a concentração de DNA obtida e preparada para cada indivíduo, uma solução 

contendo 50 ng de DNA e 4,5 picomol dos respectivos primers utilizados na amplificação 

descritos na tabela 2. As amostras foram secas a 60 ºC. O sequenciamento foi realizado pela 

empresa ACTGene Análises Moleculares LTDA. O sequenciamento foi realizado pelo 

método de terminação de cadeia utilizando o aparelho ABI-Prism 3500 Genectic Analyzer 

(Applied Biosystems).  

 

3.4. Edição e Alinhamento das Sequências 

As sequências obtidas foram avaliadas e editadas manualmente para correção de erros. Após, 

foi realizado o alinhamento múltiplo a partir do programa ClustalW (THOMPSON et al., 

1994) no progama BioEdit 7.0.5 (HALL, 2005) e posteriormente editadas por inspeção visual 

para correção de erros. Foram obtidas 60 sequências de cpDNA e 57 sequências 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 sequências obtidas com sequências depositadas no Genbank. 

 

3.5. Análises Estatísticas 

Foram definidos três grupos a partir das seis populações, sendo um grupo contendo as seis 

populações de B. crispa, um grupo formado pelas três populações localizadas ao norte do vale 

do rio Uruguai e o terceiro grupo composto pelas três populações ao sul do vale. Todas as 

análises estatísticas foram realizadas para as sequências das duas regiões cloroplastidiais 

concatenadas. As sequências obtidas para a região de nDNA foram utilizadas para análises de 

diversidade genética e obtenção do número de ribotipos. 

O índice de diversidade haplotípica (Hd), número de sítios polimórficos (S), 

diversidade nucleotídica (π) e número de haplótipos (H) foram estimados utilizando o 

programa Arlequin 3.5 (EXCOFFIER; LISCHER, 2010). A média da diversidade genética 

dentro das populações (Hs) foi obtida a partir do programa DnaSP (LIBRADO; ROZAS, 

2009). A análise de variância molecular (AMOVA), índice de diferenciação genética (PhiPT) 

análogo ao FST, e o fluxo gênico (Nm) foram calculados no programa GenAlEx 6.5 
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(PEAKALL; SMOUSE, 2012). Todos os índices citados anteriormente foram calculados para 

os três grupos de populações avaliados no trabalho. 

A rede de haplótipos 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 relações filogenéticas entre os haplótipos. O número de grupos genéticos 

entre as populações amostradas foi inferido por meio da análise Bayesiana utilizando o pacote 

GENELAND 4.0.5 (GUILLOT; SANTOS, 2010) disponível no programa R 

(http://www.cran.r-project.org/). Este método mostra grupos genéticos distintos e detecta 

descontinuidades genéticas através da distribuição geográfica da espécie. Foi utilizado o k 

variando de 1 a 10. A corrida teve 1000000 interações de Cadeia de Monte Carlo Markov 

(MCMC) com um thinning de 100 e burnin de 1000. 

A fim de inferir variações no tamanho efetivo da população ao longo do tempo foi 

realizada à análise Bayesian Skyline Plot (BSP), utilizando o pacote estatístico BEAST 2 

(DRUMMOND et al., 2005). O modelo evolutivo de substituição de nucleotídeos 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 substituição nucleotídica calculado que melhor explica a evolução das sequências 

foi HKY. Os parâmetros de análise no BEAST foram criados no BEAUTi 2.0 

(BOUCKAERT et al., 2014), usando um relógio molecular relaxado com distribuição log-

normal (selecionado pelo fator Bayes como o modelo de evolução mais adequado: 

logelognormalclock-logestrictclock = 13,34; KASS; RAFTERY, 1995). Devido à falta de uma taxa de 

substituição específica para as regiões de cpDNA de B. crispa, foi assumida uma taxa de 

substituição de 1,52×10-9 (WOLFE et al., 1987). Portanto, foi estabelecido 1,0×10-9 como 

limite mínimo e 3,0×10-9 como limite máximo para a taxa de substituição de nucleotídeos 

nesta análise. Foi realizada uma corrida de 200 milhões de gerações, com todas as árvores 

amostradas a cada 20.000 gerações. Obteve-se a convergência e a estabilidade da análise (ESS 

> 200) e o gráfico BSP através do Tracer 1.7 (RAMBAUT et al., 2018). 

Para testar se B. crispa passou por uma recente expansão populacional, as 

distribuições de mismatch pareadas foram calculadas usando o Arlequin 3.5 (EXCOFFIER; 

LISCHER, 2010) para o total de populações e grupos de populações ao norte e sul do vale do 

rio Uruguai definidos. A soma dos quadrados do desvio (SSD) e o índice de Harpending’s 

Raggedness (HRAG) foram utilizados como método estatístico para testar a validade dos 

modelos de expansão. A significância foi determinada com 1000 permutações de bootstrap 

paramétricas. O gráfico da distribuição mismatch foi obtido no programa DnaSP (LIBRADO; 
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ROZAS, 2009) e no mesmo programa testes de neutralidade foram realizados para verificar se 

as populações estavam sob neutralidade seletiva, incluindo D de Tajima (TAJIMA, 1989) e 

estatística FS de Fu (FU, 1997).  

 

4. RESULTADOS 

4.1. Diversidade Genética e História Demográfica 

Para a região do nDNA ITS4-ITS5 foram obtidos fragmentos de 601 pares de bases (pb), com 

35 sítios polimórficos para todas as populações. Para as regiões de cpDNA trnL-trnF e psbA-

trnH foram obtidos fragmentos de 251 e 830 pb, respectivamente. As duas regiões 

concatenadas geraram fragmentos de 1081 pb, com um total de 232 sítios polimórficos para 

todas as populações (Tabela 3). Quando analisadas separadamente as populações ao norte e ao 

sul do vale do rio Uruguai, as sequências cloroplastidiais e nucleares foram mais polimórficas 

nas populações ao norte (Tabela 3). 

 Quando considerada todas as populações a diversidade nucleotídica e haplotípica foi 

maior com as sequências cloroplastidiais (Tabela 3). A comparação destes índices entre as 

populações ao norte e ao sul do vale do rio Uruguai, mostrou que com os marcadores 

cloroplastidias a diversidade foi semelhante, enquanto que com os marcadores nucleares o 

grupo ao norte foi o mais diverso (Tabela 3). Este foi corroborado pelo número de haplótipos 

observados em cada grupo de população com cada região do genoma avaliada assim como 

com a média da diversidade genética dentro da população (Tabela 3). 

 Os testes de neutralidade D de Tajima e Fs de Fu foram negativos para todos os grupos 

de populações estudados quando utilizado o cpDNA (Tabela 3). O maior valor negativo tanto 

para o D como para o Fs foi observado quando considerada todas as populações. Para nDNA 

os testes apresentaram valores negativos para o grupo sul, e positivos para os demais, Fs de 

Fu foi significativo apenas para o grupo sul, indicando sutil expansão populacional nesse 

grupo, entretanto o grupo norte apresentou valor positivo e significativo, indicando possível 

sútil contração populacional para esse grupo (Tabela 3). 

A diferenciação genética observada entre todas as populações foi moderada para o 

nDNA (PhiPT = 0,226) e para cpDNA (PhiPT = 0,228). Quando comparadas entre elas, as 

populações dos grupos norte e sul do vale do rio Uruguai apresentaram diferenciação genética 

muito alta para nDNA e baixa para cpDNA (Tabela 4). 

A AMOVA fundamentada em cpDNA evidenciou para todos os grupos testados uma 

maior variação dentro das populações quando comparada com a variação entre as populações 

(Tabela 4). Para as sequências de nDNA para todas as populações e as populações ao norte a 
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variação foi maior dentro das populações. Já, para os grupos norte e sul e Sul a variação foi 

maior entre as populações (Tabela 4). O fluxo gênico foi menor que 1 quando considerada as 

populações do sul com cpDNA e norte e sul e sul com nDNA (Tabela 4). 

 Os gráficos de distribuição mismatch tanto para as análises considerando as diferentes 

regiões genômicas avaliadas (nDNA e/ou cpDNA) como para os diferentes grupos avaliados 

(todas, norte, sul) mostraram distribuição bimodal (Figura 2 e 3), sendo um indicativo de que 

as populações permaneceram em equilíbrio demográfico. Entretanto a análise de expansão 

demográfica e espacial utilizando o índice de Harpending’s Raggedness e o teste estatístico 

da soma dos quadrados não foram significativas usando o cpDNA, ou quando significativas, 

próximo a zero, não validando o equilíbrio das populações. Também, na análise de expansão 

demográfica usando nDNA, a soma dos quadrados dos desvios e o Índice de Harpending's 

Raggedness apresentaram valores próximos a zero e não significativos, exceto quando 

considerado todas as populações (Tabela 5). Para expansão espacial baseada em nDNA, 

ambos os índices apresentaram valores próximos a zero e não significativos (Tabela 5).  
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Tabela 3. Diversidade genética e dinâmica evolutiva das populações de Baccharis crispa Spreng., obtidas com base em 57 sequências de 

cpDNA e 57 sequências de nDNA. 

 CLOROPLASTIDIAL NUCLEAR 

 Todas Grupo norte Grupo sul Todas Grupo norte Grupo sul 

Índices de Diversidade       

Número de sítios polimórficos (S) 232 189 122 35 34 4 

Diversidade Haplotípica (Hd ± DP) 0,9912  

±0,0057  

0,9852 

± 0,0124 

0,9921 

± 0,0133 

0.7914 

± 0.0471 

0.9064 

± 0.0312 

0.4365 

± 0.1129 

Diversidade Nucleotídica (π ± DP) 0,0305 

± 0,0149 

0,0327 

± 0,0163 

0,0289 

± 0,0145 

0.017916 

± 0.009178 

0.024208 

± 0.012426 

0.001470 

± 0.001181 

Número de Haplótipos 47 23 26 16 13 6 

Média da diversidade genética 

dentro da população (Hs) 

0,98858 0,98925 0,99150 0.67463 0.82800 0.67703 

Testes de Neutralidade       

D de Tajima -1,50538 (P>0,10) -1,2640 (P>0,10) -0,37202 (P>0,10) 1,33864 (P>0,10) 2,40386 (P<0,05) -0,36729 (P>0,10) 

Fs de Fu -12,211 (P<0,02) -3,122 (P<0,02) -4,752 (P<0,02) 3,010 (P<0,02) 3,364 (P<0,02) -2,122 (P<0,02) 

 

Tabela 4. Índice de diferenciação genética (PhiPT), fluxo gênico (Nm) e Análise de Variância Molecular (AMOVA) com base em sequências do 

espaçador intergênico trnL-trnF e psbA-trnH de cpDNA e nas sequências do espaçador interno ITS4 e ITS5 de nDNA, para diferentes grupos das 

populações de Baccharis crispa Spreng. 

Populações 

Cloroplastidial Nuclear 

PhiPT Nm AMOVA PhiPT Nm AMOVA 

Todas 0,228 1,694 77% dentro e 23% entre 0,226 1,716 77% dentro e 23% entre 

Norte e Sul 0,148 2,870 85% dentro e 15% entre 0,842 0,094 16% dentro e 84% entre 

Norte 0,134 3,228 87% dentro e 13% entre 0,124 3,545 88% dentro e 12% entre 

Sul 0,351 0,924 65% dentro e 35% entre 0,655 0,263 34% dentro e 66% entre 
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Tabela 5. Resultados da avaliação da expansão demográfica e espacial dos grupos de populações de Baccharis crispa Spreng., obtidas com base 

em 57 sequências de cpDNA e 57 sequências de nDNA. 

Expansão Demográfica CLOROPLASTIDIAL NUCLEAR 

 TRNL PSBA  

 Todas Grupo norte Grupo sul Todas Grupo norte Grupo sul Todas Grupo norte Grupo sul 

Soma dos quadrados dos desvios 0,01374 

(P=0,954) 

0,03476 

(P=0,693) 

 0,00672 

(P=0,783) 

0,01892 

(P= 0,037) 

0,01578 

(P=0,102) 

0,04755  

P= 0,010) 

0.69874 

(P=0.000) 

0.03407 

(P=0.050) 

0.03326 

(P=0.400) 

Índice de Harpendinsg's Raggedness 0,01386 

(P=0,477) 

0,03721  

P=0,591) 

0,01016 

(P=0,540) 

0,01469 

(P= 0,058) 

0,02195 

(P=0,039) 
0,04949  

(P= 0,012) 

0.05709 

(P=1.000) 

0.01945 

(P=0.250) 

0.25970 

(P=0.250) 

Expansão Espacial          

Soma dos quadrados dos desvios  0,01032 

(P=0,854) 

0,02802  

P=0,717) 

0,00524 

(P=0,964) 

0,01267 

(P= 0,58) 

0,01330 

(P= 0,572) 

0,02396 

(P= 0,742) 

0.02458 

(P=0.680) 

0.02220 

(P=0.502) 

0.01593 

(P=0.551) 

Índice de Harpending's Raggedness 0,01386 

(0,772) 

0,03721 

(P=0,732) 

0,01016 

(P=0,843) 

0,01469 

(P= 0,774) 

0,02195 

(P= 0,548) 

0,4949 

(P= 0,715) 

0.05709 

(P=0.623) 

0.01945 

(P=0.960) 

0.25970 

(P=0.566) 
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Figura 2. Gráficos de distribuição mismatch para as sequências de nDNA de 57 

indivíduos de Baccharis crispa Spreng. A) Todas as populações; B) Populações ao 

norte do vale do rio Uruguai; C) Populações ao sul do vale do rio Uruguai.  

 

Figura 3. Gráficos de distribuição mismatch para as sequências de cpDNA de 60 

indivíduos de baccharis crispa Spreng. A) Todas as populações; B) Populações ao norte 

do vale do rio Uruguai; C) Populações ao sul do vale do rio Uruguai. 
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 Baseado nas simulações Bayesianas utilizando cpDNA, o BSP evidenciou 

estabilidade das populações nos últimos 200 mil anos (Figura 4). 

 

 

Figura 4. Tamanho das populações de Baccharis crispa Spreng. ao longo do tempo, 

estimado pela Bayesian Skyline Plot utilizando dados obtidos com sequências de DNA 

cloroplastidial. 

 

4.2. Rede de Haplótipos e Estrutura Populacional 

As regiões de nDNA ITS 4 e ITS 5 resultaram em 16 ribotipos, sendo 8 exclusivos do 

grupo ao norte do vale do rio Uruguai, cinco ribotipos exclusivos dos grupos ao sul e 

três compartilhados entre as populações ao norte e ao sul (Figura 5). 

 As regiões de cpDNA trnL-trnF e psbA-trnH combinadas apresentaram 47 

haplótipos, sendo 21 exclusivos das populações ao norte do vale do rio Uruguai e 24 

exclusivos das populações ao sul. Somente dois haplótipos foram compartilhados entre 

os grupos de populações ao norte e a sul do vale (Figura 6) 
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Figura 5. Rede de ribotipos obtidos a partir da sequência do ITS (Internal transcribed 

spacer) para 57 indivíduos de seis populações de Baccharis crispa Spreng. O tamanho 

da circunferência é proporcional à frequência do ribotipo. Os pequenos círculos pretos 

representam os vetores médios. Os traços verticais cortando as linhas que conectam os 

ribotipos representam os passos mutacionais que diferenciam os haplótipos. O mapa no 

canto superior direito identifica o local de coleta de cada população. 

 

Figura 6. Rede de haplótipos obtida com as sequências dos espaçadores intergênicos 

trnL-trnF e psbA-trnH concatenadas de 60 indivíduos de seis populações de Baccharis 

crispa Spreng. A cor dos haplotipos estão de acordo com a localização do indivíduo no 

qual foi identificado, sendo os amarelos e verdes ao sul e ao norte do vale do rio 

Uruguai, respectivamente. O tamanho da circunferência é proporcional à frequência do 

haplótipo. Os pequenos círculos pretos representam os vetores médios. Cada traço que 

corta as linhas representa os passos mutacionais. O mapa a direita identifica o local de 

coleta de cada população. 
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 Na análise Bayesiana com as sequências de cpDNA, o número de k (clusters; 

grupos genéticos) foi definido como quatro (Figura 7). De acordo com as probabilidades 

posteriores (Tabela 6) as populações de Guarapuava e Xanxerê, ambas localizadas ao 

norte do vale do rio Uruguai, ficaram em um mesmo grupo genético (Figura 8). 

Verificou-se o mesmo com as populações de Coxilha e Herveiras, localizadas ao sul do 

vale (Figura 8). As populações de Joaçaba e Panambi ficaram individualizadas em 

grupos genéticos distintos (Figura 8).  

 

Figura 7. Determinação do número ótimo de K (grupos genéticos) para Baccharis 

crispa Spreng., através do método Bayesiano, baseado nas sequências de cpDNA. 

 

Tabela 6. Probabilidade posterior de cada população de Baccharis crispa Spreng., 

pertencer a cada grupo genético. Os valores em destaque correspondem ao grupo 
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genético que apresenta a maior probabilidade. Dados obtidos com as sequências de 

cpDNA. 

População  Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 

Coxilha 0,2956 0,2217 0,2217 0,2608 

Guarapuava 0,2028 0,3391 0,2028 0,2551 

Herveiras 0,3226 0,24 0,2119 0,2253 

Joaçaba 0,1929 0,2038 0,4203 0,1827 

Panambi 0,2586 0,2000 0,2161 0,3251 

Xanxerê 0,2485 0,3226 0,208 0,2207 

 

 

 

Figura 8. Posicionamento de seis populações de Baccharis crispa Spreng. em cada um 

dos quatro grupos genéticos inferidos pela análise Bayesiana, baseada nas sequências de 

cpDNA. 
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5. DISCUSSÃO 

5.1. Diversidade Genética e História Demográfica 

As populações de B. crispa, quando avaliadas em conjunto, apresentaram alta 

diversidade nucleotídica e haplotípica para ambas as regiões cpDNA e nDNA (Tabela 

3). Esta conclusão é possível uma vez que está acima do que os obtidos para outras 

espécies de Asteraceae. Por exemplo, a espécie Richterago discoidea, também ocorrente 

em áreas de campos no Brasil apressentou π = 0.0002 ± 0.00005 e Hd = 0.505 ± 0.089 

(BARRES et al., 2019); Lychnophora ericoides π = 0,006 ± 0,004 e Hd = 0,399 ± 0,044 

(COLLEVATTI et al., 2009); Ligularia hodgsoni π = 0,00306 e Hd = 0,895 (WANG et 

al., 2013). Ainda, a espécie Tibouchina hatschbachii, apesar de não ser uma Asteraceae, 

também ocorre nos Campos do Sul da Mata Atlântica e apresentou valores menores que 

os observados para B. crispa (π = 0,313 ± 0,160 e Hd = 0,908 ± 0,012) (MAIA et al., 

2017). Quando avaliadas separadamente, as populações ao norte e ao sul do vale do rio 

Uruguai também apresentaram alta diversidade nucleotídica e haplotípica para cpDNA, 

entretanto, a diversidade nucleotídica foi bastante inferior no grupo de populações ao 

sul do vale para nDNA. Esses resultados corroboram com o número de haplótipos e a 

diversidade genética intrapopulacional (Hs), os quais apresentaram valores mais baixos 

para a população do grupo de populações ao sul do vale (Tabela 3). Esta alta 

diversidade para a espécie, aliada ao elevado número de haplótipos e ribotipos 

exclusivos (discutidos a frente), sugerem que a história demográfica de B. crispa nas 

regiões estudadas com aparente estruturação populacional está associada a presença da 

espécie em refúgios durante os períodos glaciais no Sul do Brasil. Esta hipótese é 

reforçada uma vez que prováveis áreas de refúgios já foram relatados no Sul do Brasil 

para espécie típicas dos Campos desta região [(Petunia axillaris (Lam.) Britton 

(GIUDICELLI et al., 2019) e Tibouchina hatschbachii Wurdack (MAIA et al., 2017)], 

Ainda, Urtubey et al (2020) propõe a presença de refúgios para a Asteraceae Duseniella 

patagonica (O.Hoffm.) K. Schum. na Argentina, reforçando que mesmo em altas 

latitudes, foi possível a formação de refúgios nos períodos glaciais. 

 A análise de variância molecular dos dados de cpDNA evidenciou que a maior 

diversidade genética é encontrada dentro das populações, o que é característico de 

espécies pioneiras como B. crispa, (NYBOM, 2004; CASTRO et al., 2002). Esse 

padrão foi consistente com o observado para populações B. crispa das mesmas regiões 

analisadas por marcadores microssatélites (MICOLINO, 2016) apoiando padrão de 
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distribuição da variabilidade genética observado. Um dos fatores que pode ser 

responsável pela manutenção da variação genética dentro das populações de B. crispa é 

o fluxo gênico uma vez que este só não foi maior que 1 nas populações ao sul (Tabela 

5). O índice elevado de fluxo gênico entre as populações do norte pode estar refletindo 

um fluxo histórico devido estas populações terem sido mais estáveis nos últimos 200 

mil anos conforme observado neste estudo (discutido a frente). Para o nDNA o fluxo 

gênico entre as populações do norte com as do sul foi menor que entre as populações do 

sul, corroborando com a maior diferenciação genética entre as populações destes grupos 

(Tabela 4). Esta observação evidencia que o fluxo de pólen parece ser limitado entre as 

populações de B. crispa destes grupos. 

 Os valores obtidos nos testes de neutralidade para as populações de B. crispa 

foram negativos para todos os grupos avaliados com cpDNA, com valores significativos 

somente para Fs de Fu (Tabela 3) indicando abrupta expansão das populações. Já para 

os dados do nDNA, somente os valores do grupo sul foram negativos, sendo também 

somente os valores do Fs de Fu, significativos. Estes resultados evidenciam discreta 

retração das populações quando avaliadas em conjunto e também para as populações ao 

norte do vale. Já, para as populações ao sul este índice indica discreta expansão 

populacional (Tabela 3). O teste de neutralidade D de Tajima é baseado na diferença 

entre o número de sítios polimórficos e o número médio de diferenças entre pares de 

nucleotídeos, demonstrando eventos de expansão populacional (TAJIMA, 1989). Para 

os testes de neutralidade, valores negativos, significativos e muito elevados são 

indicativos de uma expansão populacional abrupta e positivos, retração populacional 

(AMZATI et al., 2018). A mesma interpretação é válida para o Fs de Fu (FU 1997), 

porém o cálculo é baseado na distribuição da frequência dos haplótipos. Neste sentido, 

apesar do Fs de Fu indicar expansão abrupta das populações, o D de Tajima não 

corrobora esta observação. Assim, os resultados do Fs de Fu devem ser interpretados 

com cautela, sendo necessário levar em consideração outras análises para refutar ou 

aceitar esta expansão. A análise da distribuição mismatch pode auxiliar nesta 

interpretação.  

 Os gráficos de distribuição mismatch do nDNA apresentaram padrão bimodal, 

sugerindo que as populações estão em equilíbrio demográfico (HARPENDING, 2004). 

No entanto, os índices HRAG e SSD utilizados na validação de modelos de expansão 

demográfica e espacial, apresentaram valores significativos para expansão demográfica 

quando considerada todas populações e população norte (Tabela 5). Estes resultados 



 28 

sugerem estabilidade espacial das populações e leve expansão demográfica quando 

considerada todas as populações e as populações ao norte, indicando expansão da 

espécie de norte para sul. Também com os dados do cpDNA os valores e significâncias 

obtidos não validaram o modelo de estabilidade populacional, o que pode indicar 

discreta expansão demográfica. Neste sentido, os resultados de expansão populacional 

observado pelos valores do Fs de Fu podem ser considerados como representativos do 

comportamento histórico das populações de B. crispa aqui avaliadas. 

 A dinâmica populacional através do tempo demonstrada pelo gráfico BSP 

(Figura 4) evidenciou estabilidade populacional ao longo do Pleistoceno, com um sútil 

crescimento demográfico observado próximo dos últimos 30 mil anos abrangendo o 

final do Último Máximo Glacial. Este período tem sido relatado como de expansão 

populacional para as espécies de campo do sul do Brasil (GIUDICELLI et al., 2019), 

bem como para populações endêmicas de Asteraceae da Argentina (URTUBEY et al., 

2020). Neste sentido, considerando os dados do teste de neutralidade juntamente com os 

de dinâmica populacional, é possível evidenciar uma possível expansão de norte para 

sul das populações de B. crispa. Ainda, a observação de estabilidade populacional nas 

populações ao norte do vale do rio Uruguai durante os últimos 200 mil anos 

potencializam a teoria de presença de refúgios durante o pleistoceno de populações de 

espécies de campos no Sul do Brasil. Para B. crispa, estes refúgios paracem ter sido 

mais significativos ao norte do vale do rio Uruguai.  

 As populações de B. crispa demonstraram estabilidade durante os últimos 

períodos glaciais provavelmente devido sua alta diversidade genética e adaptação a 

condições de clima frio e seco. Estas condições podem ter possibilitado a persistência de 

grandes populações de B. crispa em uma determinada região, mesmo sobre forte 

influência de eventos climáticos históricos e de características geográficas da região. 

Apesar da persistência das populações, as espécies que permanecem em refúgios em 

uma determianda região, como ocorreu com B. crispa, foram influênciadas pelos 

eventos paleoclimáticos do período Quaternário (CARNAVAL et al., 2009, 

CARVALHO et al., 2017). Dentre estes eventos, as oscilações climáticas, que alteraram 

significativamente a disponibilidade de habitats, são as de maior significância na 

distribuição e história evolutiva de diversas espécies (KNOWLES, 2001; CARNAVAL 

et al., 2009). No sul do brasil, a redução da temperatura e umidade nos períodos glaciais 

favoreceram a vegetação do campo, em virtude da retração das formações florestais em 

refúgios nos vales dos rios, como relatado para as florestas de Araucária na Região Sul 
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do Brasil (BEHLING, 1997; BEHLING et al., 2004; STEFENON et al., 2019). Já, nos 

períodos interglaciais o aumento da temperatura e umidade favoreceram a expansão das 

formações florestais deixando os campos restritos a regiões mais altas e frias, resultando 

na formação de mosaicos. Esses eventos podem ter contribuido para a estruturação e 

diferenciação genética das populações de B. crispa. Essa interpretação é consistente 

com os resultados obtidos através da análise de variância molecular e fluxo gênico (Nm) 

(Tabela 4). No entanto, após o Último Máximo Glacial, apesar da elevação da 

temperatura o solo raso das regiões mantanhosas do sul do Brasil, pode ter dificultado a 

migração das florestas, e recentemente a colonização pelos humanos e posterior 

desmatamento das florestas, podem ter auxiliado na manutenção de grandes populações 

de B. crispa, refletindo na não observação de declínio populacional nestes períodos. 

  

5.2. Estrutura Populacional de Baccharis crispa 

Os ribotipos e a rede de haplótipos de cpDNA demonstram estruturação filogeográfica 

das populações de B. crispa. Esta estruturação é clara quando observamos que de 16 

ribotipos, apenas 3 foram compartilhados entre indivíduos ao norte e ao sul do vale do 

rio Uruguai (Figura 5). O mesmo foi observado na rede de haplótipos, em que de 47 

apenas dois foram compartilhados com indivíduos ao norte e ao sul do vale do rio 

Uruguai (Figura 6). Estes dados corroboram com a diferenciação genética observada 

entre as populações (PhiPT = 0,148 para cpDNA e PhiPT = 0,842 para nDNA). 

Também, quando observamos a relação filogenética entre os ribotipos e entre os 

haplótipos é possível observar estruturação (Figura 5) o que pode evidenciar menor 

intercâmbio genético entre as populações ao norte e ao sul do vale do rio Uruguai. 

Ainda, o alto número de haplótipos exclusivos nas populações pode ser consequência da 

alta taxa evolutiva observada em espécies de Asteraceae (HAMRICK 1996; WEBER et 

al. 2020). Neste sentido é possível hipotetizar que as populações do norte do vale do rio 

Uruguai tenham contribuído na formação das populações ao sul, e estas últimas 

rapidamente se diferenciado gerando a estruturação observada. 

 Dentre as seis populações de B. crispa avaliadas foram obtidos 4 grupos 

genéticos (Figura 8). Os dois grupos com as populações de Guarapuava e Xanxerê e 

Joaçaba representam as três populações ao norte do vale do rio Uruguai, enquanto os 

outros dois grupos foram formados pelas populações ao sul, Coxilha, Herveiras e 

Panambi (Figura 8). A distribuição geográfica dos grupos genéticos sugere uma 

provável barreira geográfica que pode ter limitado o fluxo gênico entre as populações ao 
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norte e ao sul do vale do rio Uruguai. Estes dois grupos de populações (ao norte e ao 

sul) estão separadas pelo vale do rio Uruguai (Figura 8). Essa interpretação é consistente 

com todos os demais resultados obtidos neste estudo e com o observado para 

Achyrocline flaccida (Weinm.) DC. (ROSA et al., 2017), outra espécie de Asteraceae 

com biologia semelhante a de B. crispa.  

 O fluxo gênico entre as populações ao norte e ao sul do vale baseado em nDNA 

foi muito baixo (Nm = 0,094) diferindo do fluxo gênico do cpDNA (Nm = 2,870). Essa 

discrepância entre os resultados obtidos através de diferentes genomas pode ser em 

decorrência a diferenças no tempo de coalescência (GIUDICELLI et al., 2019). Devido 

a taxa de evolução mais rápida, não sofrer recombinação e herdabilidade uniparental, o 

efeito de redução do tamanho populacional na distribuição dos haplótipos pode ser 

maior no genoma cloroplastidial (COLLEVATTI et al., 2009). O fluxo gênico para o 

grupo norte foi elevado tanto para o genoma nuclear como para o cloroplastidial, 

corroborando com a permanência dessas populações por longos períodos, em regiões 

abertas. Esta situação, possivelmente favoreceu a dispersão de sementes e pólens, visto 

que a polinização por abelhas e dispersão de sementes principalmente pelo vento não 

ocorrem por distâncias muito extensas (AULER; BATTISTIN; REIS, 2006). 

Barreiras geográficas associadas a oscilações climáticas históricas podem 

moldar a variação e estrutura genética de uma espécie (EVANS et al., 2015). Para B. 

crispa a interpretação desta afirmação é consistente quando considerando a presença de 

refúgios florestais na história da vegetação do sul da Mata Atlântica. Apesar da teoria 

dos refúgios do Pleistoceno descrever majoritariamente a presença de refúgios na Mata 

Atlântica na região Sudeste e Norte do Brasil (CARNAVAL; MORITZ, 2008; THOMÉ 

et al., 2014), estudos paleopalinológicos já indicavam que estes também poderiam estar 

no sul deste Bioma. Isto devido a estes estudos apontarem a ocorrência de florestas de 

galeria nos vales dos rios no sul da Mata Atlântica (BEHLING, 1997; BEHLING, 2002; 

BEHLING et al., 2004). O fortalecimento desta hipótese veio com a avaliação 

filogeográfica de populações de A. angustifolia e modelagem de nicho para a espécie ao 

longo do Pleistoceno que evidenciaram a presença de potenciais refúgios glaciais para a 

espécie no sul da Mata Atlântica coincidindo com a localização do vale do rio Uruguai 

(STEFENON et al., 2019). Essa permanência de formações florestais ao longo do vale 

do rio Uruguai pode ter ocasionado a formação de uma extensa barreira, dificultado a 

transposição de sementes e polinizadores, podendo ter levado a diferenciação e 

estruturação genética observada em B. crispa.  
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Os resultados obtidos neste estudo revelaram que as populações de B. crispa 

apresentam elevada diversidade e estruturação genética. Também foi observado 

estabilidade populacional ao longo do Pleistoceno com uma sutil expansão populacional 

para o sul. A elevada estruturação populacional e diversidade genética evidenciam que o 

vale do rio Uruguai associado a permanência de florestas de Araucária nos períodos 

glaciais e interglaciais provavelmente consistiu em uma barreira geográfica ao fluxo 

gênico entre as populações de B. crispa. Esses dados reforçam a hipótese da ocorrência 

de refúgios floretais para o sul da Mata Atlântica e auxiliam no entendimento da 

dinâmica da vegetação do sul do Brasil durante o Pleistoceno. 
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