<
L
UNICENTRO

PARANA

UNIVERSIDADE ESTADUAL DO CENTRO-OESTE - UNICENTRO
SETOR DE CIENCIAS AGRARIAS E AMBIENTAIS - SEAA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOLOGIA EVOLUTIVA PPGBIOEVOL
Associacdo Ampla entre a UEPG e a UNICENTRO

YURI KATAOKA SILVA

HISTORIA EVOLUTIVA DE Baccharis crispa Spreng. NO SUL DO BRASIL

GUARAPUAVA
2021



YURI KATAOKA SILVA

HISTORIA EVOLUTIVA DE Baccharis crispa Spreng. NO SUL DO BRASIL

Dissertacdo de mestrado apresentada ao Programa
de POs-Graduacdo em Biologia Evolutiva na
Universidade Estadual do Centro-Oeste em
associacdo com a Universidade Estadual de Ponta
Grossa, como parte dos requisitos para a obtencédo
do titulo de mestre em Ciéncias Bioldgicas (Area de

Concentragdo em Biologia Evolutiva).

Orientador: Prof. Dr. Paulo Roberto Da Silva

GUARAPUAVA
2021



Catalogacéo na Publicacéo
Rede de Bibliotecas da Unicentro

S586h

Silva, Yuri Kataoka

Histoéria evolutiva de Baccharis crispa Spreng. no sul do Brasil / Yuri
Kataoka Silva. — — Guarapuava, 2021.

vi, 41 f. :il.; 28 cm

Dissertacao (mestrado) - Universidade Estadual do Centro-Oeste, em
Associacdo Ampla com UEPG, Programa de Po6s-Graduagdo em Biologia
Evolutiva. Area de Concentracdo: Biologia Evolutiva, 2021.

Orientador: Paulo Roberto Da Silva

Banca examinadora: Luciana Cristina Vitorino, Rogério Pincela Mateus,
Renata Mussoi Giacomin

Bibliografia
1. Mata Atlantica. 2. Floresta com Araucdria. 3. Campos de altitude. 4.

Filogeografia. 5. Barreira Geografica. 6. DNA Cloroplastidial. 7. DNA
Nuclear. I. Titulo. Il. Programa de Pés-Graduagao em Biologia Evolutiva.

CDD 575




AGRADECIMENTOS

Ao professor Paulo Roberto, meu orientador e “pai cientifico”, por me apresentar a genética e
a biologia molecular, por me aceitar em seu laboratdrio no qual pude ter a melhor experiéncia
possivel na construcdo do meu conhecimento na area, a qual considero como a “ciéncia do
futuro”. Sou eternamente grato por todo 0 ensinamento que me proporcionou, por possibilitar
minha participacdo em congressos impares e por me permitir realizar pesquisas com
ferramentas de ciéncia de fronteira. Agradeco também por todo ensinamento no ambito
pessoal como conselhos, perspectivas e repreensdes. Obrigado por ser meu guia e ampliar

minha visdo do mundo.

Aos meus pais, Adriana e Denny, por todo o apoio durante essa jornada, buscando sempre me
incentivar e auxiliar em momentos de dificuldades. As minhas irmas, Nicole e Irina, por

acreditarem em mim e me motivarem a me tornar uma pessoa melhor.

A todos os meus colegas de laboratério e colegas do mestrado, em especial Laura e Felipe,

VvOcés me ensinaram e me ajudaram muito, vocés fazem parte desse trabalho.

A Universidade Estadual do Centro-Oeste, ao Programa de Pés-Graduacdo em Biologia

Evolutiva e a todos os meus professores por proporcionarem minha formagéo.

A CAPES pela bolsa concedida.



RESUMO

Historia evolutiva de Baccharis crispa Spreng. no sul do Brasil. Yuri Kataoka Silva. A
Mata Atlantica estd entre os biomas de maior diversidade do mundo. Boa parte de rica
biodiversidade € devida a grande variacédo de latitude ocupada por este bioma. No sul da Mata
Atlantica estdo formacdes vegetacionais que sdo tipicas de regides de clima mais ameno,
como a Floresta Ombrofila Mista (Floresta com Araucarias) e os campos de altitude. Nestes
campos estdo espéecies adaptadas a clima mais frio e seco, com presenca de temperaturas
negativas nos meses mais frios do ano. Inimeros estudos foram realizados sobre a histéria
evolutiva de espécies ocorrentes na Mata Atlantica, ajudando a esclarecer a origem e
diversificacdo deste bioma ao longo do tempo. Porém, estes tipos de estudos sdo escassos com
espécies vegetais de maior abundancia, ou mesmo endémicas, das regides frias do sul da Mata
Atlantica. Neste sentido, este trabalho teve como objetivo o estudo da histdria evolutiva de
populagdes de Baccharis crispa Spreng Asteraceae do Sul do Mata Atlantica. Para o estudo
foram obtidas sequéncias das regides do genoma cloroplastidial (trnL-trnF e psbA-trnH) e
nuclear (ITS) de individuos de seis populagdes coletadas nos municipios de Guarapuava, no
Parand, Joacaba e Xanxeré, em Santa Catarina, e Coxilha, Panambi e Herveiras, no Rio
Grande do Sul. Destas populagdes, as dos estados do PR e SC estdo localizadas ao norte do
vale do Rio Uruguai e as do RS ao sul do vale. Os resultados obtidos evidenciaram alta
diversidade nucleotidica e haplotipica quando comparada com outras espécies de Asteraceae
da Mata Atlantica. A avaliacdo dos resultados dos testes de neutralidade, do Bayesian Skyline
Plot, da distribuicdo mismatch e das significancias estatisticas dos indices SSD e Hrac
evidenciaram discreta expansdo populacional nos ultimos 200 mil anos, com possivel
expansdo demografica das populacdes do norte para o sul do vale do rio Uruguai. Foi
observada alta estrutura filogeografica para B. crispa e elevado nimero de hapl6tipos e
ribotipos exclusivos nas popula¢fes ao norte e ao sul do vale do rio Uruguai. A analise de
grupos genéticos mostrou que a diversidade genética € melhor explicada considerando quatro
grupos genéticos, sendo dois formados pelas populacdes ao norte do vale do rio Uruguai e
dois pelas popula¢des ao sul do vale. A anélise conjunta dos dados deste estudo corroboram
que o vale do rio Uruguai pode ter atuado como uma barreira geografica limitando o fluxo
génico entre as populacdes de B. crispa do sul da Mata Atlantica. Ainda, a alta diversidade
das populagbes e a estabilidade populacional nos ultimos 200 mil anos evidenciam a
permanéncia de B. crispa no Sul do Brasil durante os ultimos periodos glaciais.

Palavras-chave: Mata Atlantica; Floresta com Araucéaria; Campos de altitude; Filogeografia;
Barreira Geografica; 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 Parana state, Joacaba and Xanxeré, 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 Hrac 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. INTRODUCAO

1.1. Filogeografia da Mata Atlantica

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 Atlantica pela sua
notavel diversidade bioldgica e uma variedade de formacgdes vegetacionais (MYERS et al.,
2000; MARCHESE, 2015). No entanto, a reconstru¢cdo dos processos evolutivos na
diversificacdo dessas regides tem se mostrado uma tarefa desafiadora devido a pequena
porcéo de espécies estudadas em um contexto evolutivo (THOME et al., 2014).

Estudos de Filogeografia tém revelado padrdes e processos historicos responsaveis
pela distribuicdo histdrica de organismos em diversos biomas, pois permitem testar hipoteses
biogeogréaficas e até mesmo inferir processos demograficos historicos de uma espécie (AVISE
et al., 1987; AVISE, 2000). Os marcadores moleculares baseados em sequenciamento séo a
melhor ferramenta para estudos filogeograficos, pois sdo fontes de variacdo genética e
permitem avaliar o polimorfismo com base na sequéncia de nucleotideos (JEHAN;
LAKHANPAUL, 2006; CHO et al., 1999; BRUMFIELD et al., 2003). As sequéncias do
espacador interno transcrito (ITS) do marcador nuclear (nDNA) séo utilizadas em estudos
filogenéticos de plantas desde a década 1990 (HAMBY; ZIMMER, 1992; BALDWIN, 1992),
no entanto, as sequéncias ndo codificantes do DNA cloroplastidial (cpDNA) tém sido a classe
preferencial para estudos evolutivos. Esta escolha esta baseada na evolugdo mais lenta destas
regides tornando-as ideais para medidas filogenéticas (RESENDE-MOREIRA et al., 2017;
BORSCH; QUANDT, 2009; BAI et al., 2010). Ademais, a utilizagdo combinada de cpDNA e
nDNA podem fornecer melhor compreensdo dos processos evolutivos que compde a historia
de uma espécie (BRITTEN et al., 2003).

A Mata Atlantica é caracterizada por uma elevada biodiversidade e riqueza natural,
considerada um hotspot de biodiversidade. Este bioma compde a segunda maior floresta do
continente americano, abrangendo 17 estados do territorio brasileiros (TABARELLI et al.,
2005; VARJABEDIAN, 2010; FUNDACAO SOS MATA ATLANTICA, 2013). Considerada
a formacéo florestal mais antiga do Brasil, estudos apontam a formacéo da Mata Atlantica a
partir do fim do Cretaceo, ha aproximadamente 65 milhdes de anos (COLOMBO; JOLY,
2010). Mas sua histdria evolutiva esta associada a eventos de sucessdo de grandes eventos
geoldgicos e mudancas climaticas que modificaram continentes e oceanos, criando cenarios
distintos para a diversificacdo das espécies (COLINVAUX et al., 1996; BEHLING, 2002;
ANTONELLI; SANMARTIN, 2011; CAVALLOTTO; VIOLANTE, 2011). Dentre estes

5



eventos, é possivel destacar o soerguimento da Cordilheira dos Andes que desencadeou
episodios geomorfoldgicos e climéaticos, formando uma barreira abiotica, e as mudangas
climaticas terciarias e quaternarias, que influenciaram a distribuicdo espacial de espécies e
ambientes em todo o mundo, atuando como um motor de diversificacdo em regides
temperadas e tropicais (ANTONELLI et al., 2009; HEWITT, 1999; HEWITT, 2004). A
estruturacdo genética de populacdes que sdo fragmentadas por uma barreira de dispersao
depende da duracdo da barreira fisica e da historia demografica das populagdes disjuntas
(TURCHETTO-ZOLET et al., 2013). Aleixo (2004) e Fernandes et al. (2014) sugerem a
atuacdo do rio Amazonas como barreira promovendo especiacdo alopatrica. Diante disso, a
historia geoldgica dindmica e complexa da América do Sul é de grande importancia para a
compreensdo das origens da sua atual biodiversidade (CARVALHO; ALMEIDA, 2011;
RUZZANTE; RABASSA, 2011).

A estabilidade climética de longo prazo e isolamento geoldgico observado na América
do Sul favoreceram o acimulo gradativo de biodiversidade (MITTELBACH et al., 2007). As
florestas tropicais eram mais extensas ha cerca de 10 milhdes de anos, durante o Mioceno
Médio, mas, 5 milhdes de anos depois, a partir do Plioceno, ciclos glaciais promovendo
reducdo de umidade e temperatura levaram a expansdo de areas de savana, que correspondem
os biomas Cerrado Caatinga e Chaco. Estes biomas formaram uma diagonal seca isolando a
Mata Atlantica das demais florestas, iniciando uma evolugdo independente desse bioma
(DASILVA et al., 2011), o qual passou por diversas mudancas em sua conformacdo durante
as glaciacBes do Pleistoceno. Neste periodo muitas espécies migraram para latitudes mais
baixas, porém outras moveram-se para refugios, levando a fragmentacdo na distribuicdo de
populacdes e desencadeando especiacdo em regibes florestadas, conhecida como hipotese de
refigio (DUMOLIN-LAPEGUE et al., 1997; HAFFER, 1969; WHITMORE; PRANCE,
1987; RULL et al., 2008).

No paleomodelo proposto por Carnaval e Moritz (2008), na Mata Atlantica os refugios
estavam restritos ao norte do bioma, principalmente em areas costeiras, enquanto em latitudes
mais altas as florestas quase foram eliminadas por contraces florestais. Sendo assim, as
formac0es florestais ao sul teriam sido colonizadas a partir da expansao de refugios do norte
do bioma durante o Holoceno (THOME et al., 2014). As regides ao norte e centro da Mata
Atlantica teriam mantido a estabilidade populacional ao longo dos ultimos 21.000 anos em
um ambiente mais Umido, constituindo refugios florestais durante o Ultimo Maximo Glacial
(UMG). A existéncia desses refugios 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
caracteristicas proprias, e as mudancas na sua distribuicdo geografica e estrutura genética
podem responder de maneiras diferentes as oscilagcbes climaticas do Quaternario
(BATALHA-FILHO; MIYAKI, 2011). E a menor disponibilidade de estudos de espécies
subtropicais em comparacdo dados em biomas de paises mais desenvolvidos possivelmente
vém dificultando a identificacdo de refgios ao sul da Mata Atlantica, porém estudos mais

recentes mostram provaveis ocorréncias de reflgios para a regido (STEFENON et al., 2019).

1.2. Historia evolutiva da vegetacéo do Sul do Brasil

A regido sul da Mata Atlantica apresenta clima subtropical, principalmente nas terras
altas, apresentando predominancia de Floresta Ombrofila Mista e Campos de Altitude
(REITZ; KLEIN, 1966). A Floresta Ombrofila Mista é caracterizada principalmente pela
presenca da Araucaria angustifolia (Bertol.) Kuntze, uma espécie de conifera endémica da
Mata Atléantica 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 associacdo com a Floresta Ombroéfila Mista
(BACKES, 2001), sdo caracterizados pela presenca de gramineas, pequenos arbustos e
herbaceas, representados principalmente pela presenca das familias 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 expansdo e retracdo durante as mudancas climaticas do
Quaternario (BARBOSA et al., 2012; COLLEVATTI et al., 2012; BONATELLI et al., 2014).

O mosaico formado na Mata Atlantica no sul do Brasil pela presenca da Floresta com
Araucarias e Campos de Altitude forma um ec6tono que parece estar presente nesta regido a
milhares de anos. Estudos paleopalinologicos realizados por Behling (1997) indicaram a
presenca de polen de Araucaria em areas proximas dos rios durante os periodos glaciais. Um
estudo recente de modelagem da distribuicdo de Araucéria ha 20.000 anos atras revelou areas
de possiveis ocorréncias da espécie no sul do Brasil, formando assim possiveis reflgios
glaciais para espécies arboreas no sul da Mata Atlantica, sendo um deles o vale do rio
Uruguai (STEFENON et al., 2019). Também, em estudos paleopalinolégicos foram
encontrados pélen de inumeras espécies de gramineas nestes periodos no Sul do Brasil
(BEHLING, 1997; BEHLING, 2002), inclusive nas areas onde também estavam presentes

polen de Araucéaria (BEHLING, 1997). Estes achados comprovam que 0s ec6tonos



relacionados a Floresta com Araucéria e os Campos de Altitude apresentam uma longa
historia evolutiva.

Estudos realizados na Regido Sul do Brasil tém demonstrado um padréo de refugio
diferente daqueles para espécies tropicais. Dados paleopalinoldgicos indicam a presenca de
tAxons pertencentes a Floresta com Araucéria e espécies de Campos ausentes em outras
regidbes (BEHLING, 1997; BEHLING, 2002; BEHLING et al., 2004). Interessante que
préximos aos vales dos rios, nos periodos glaciais, foram encontrados polén de espécies
florestais, dentre elas a Araucaria (BEHLING, 1997). Estudos posteriores corroboraram com
o0s dados de Behling (1997). Marchelli e Leonardo (2006), baseados em dados de marcadores
de DNA plastidial, propuseram a existéncia de refagios florestais em latitudes mais altas do
Sul. Também, Barros et al., (2015) apontam a ocorréncia de areas adequadas para espécies
florestais no Sul do Brasil durante o UMG. Mais recentemente, Stefenon et al (2019)
modelaram a distribuicdo de A. angustifolia ha 20.000 anos e encontraram &reas no Sul da
Mata Atlantica que possivelmente foram reflgios glaciais para espécie. Estes dados
corroboraram com os dados de diversidade genética e distribuicdo de haplotipos obtidos com
genes cloroplastidias. Interessante que uma das regides de possivel reflugio para espécie
engloba o vale do rio Uruguai. Estes reflgios florestais possivelmente desempenharam um
papel importante na histéria evolutiva das espécies de campos, pois podem ter agidos como
barreira ao fluxo génico.

Diversos estudos tém mostrado que nos periodos 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 condicdo se deu pela diminuicdo da
temperatura e umidade nestes periodos que favoreceram a expansdo da distribuicdo das
espécies de plantas tipicas de regides campestres. Contudo, no Holoceno superior, entre 0s
ultimos cinco mil e 930 anos, com o0 aumento da temperatura e umidade nesta regido, ocorreu
a expansdo das florestas de Araucaria das regides de refugios, ao longo dos vales dos rios,
sobre as areas de Campos (BEHLING et al., 2004; BEHLING, 2002). Os campos antes
conectados ficaram isolados nas regides mais altas por extensas faixas de florestas formando
mosaicos floresta-campo. Neste sentido, é possivel que as populacfes de espécies de campos
apresentem assinaturas genéticas destes isolamentos que podem ser detectadas nos estudos
destas populagdes, auxiliando no entendimento da histéria evolutiva da Mata Atlantica no Sul
do Brasil.

Estudos filogeograficos com espécies de plantas endémicas dos campos do sul

sugerem que estas apresentam uma historia de estabilidade (também em reflugios) no e ao Sul
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da Mata Atlantica (MARCHELLI; LEONARDO, 2006; GIUDICELLI et al.,, 2019). De
acordo com Hewitt (1996) as populaces que ocorrem em areas de reflgio apresentam sinal
de expansédo populacional recente devido a colonizacdo de novas areas no periodo interglacial,
mas esse efeito pode ser limitado ou ofuscado quando associado a uma barreira de fluxo
génico. Esta condigdo provavelmente pode ter ocorrido com as espécies de campos em
algumas regides do Sul do Brasil. Por exemplo, nas regides proximas aos vales dos rios, a
presenca de florestas com Araucéria, nos periodos interglaciais podem ter agido como uma
barreira ao fluxo génico entres as populacdes de espécies de campos ocorrentes em lados
opostos destes vales (ROSA et al., 2017). Apesar de alguns dos estudos apontarem para este
componente na histéria evolutiva das espécies de campos do sul da Mata Atlénica, a
abrangéncia desses ainda ndo atingem grandes proporcGes comparativamente a outros biomas.
Neste sentido, a maior disponibilidade de dados de espécies ocorrentes nesta regido, aliada a
andlise de padrdes filogenéticos de espécies endémicas, sdo criticos para o entendimento da
historia evolutiva da vegetacdo da regido e também dos efeitos das mudancas climaticas, nas

espeécies, 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 capitulos (BUDEL; DUARTE, 2009). E uma espécie diploide com
propagacdo pela dispersdo 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 estavel 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 importancia econdmica, sendo utilizada na indudstria de
cervejaria como substituto do Iupulo, na aromatizacao de refrigerantes e licores, na agricultura
pelas suas propriedades alelopéticas (CASTRO; FERREIRA, 2000). Porém, devido suas
propriedades medicinais e amplo uso pela populacdo, na comercializagdo de chés para
utilizacdo na medicina tradicional € que reside sua maior importancia econémica (CASTRO;
FERREIRA, 2000; LORENZI; MATOS, 2002; AULER, 2004; CARREIRA, 2007). Também,
a espécie é utilizada na apicultura, pois € muito visitada por abelhas. Ainda apresenta elevada
importancia ecoldgica na manutencdo de polinizadores no seu ecossistema (AULER;
BATTISTIN; REIS, 2006).



A espécie € um dos subarbustos mais comuns nas areas de Campos do sul do Mata
Atlantica e ndo ocorre no interior das florestas. Esta condicdo a torna um excelente modelo
para estudo da historia evolutiva de espécies de campos da regido sul da Mata Atlantica.
Neste sentido, este estudo buscou avaliar os padrdes de distribuicdo da variacdo genética em
populacbes de B. crispa na regido Sul do Brasil e inferir sua historia demografica. Para isto,
foi realizada uma andlise genética baseada na variacdo da sequéncia do DNA da espécie.
Também foi testada a possivel presenca de uma barreira geogréafica para B. crispa na regido

formada pelo provavel reflgio de florestas com Araucaria ao longo do vale do rio Uruguai.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo geral
Auxiliar no entendimento da diversidade genética e historia demogréafica de B. crispa no Sul

do Brasil.

2.2. Objetivos especificos

- Quantificar a diversidade genética de seis populacdes de B. crispa utilizando sequéncias de
DNA cloroplastidial e nuclear;

- Determinar a estrutura filogeogréfica das populacdes;

- 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. Material Vegetal

Para obtencdo dos dados genéticos foram amostradas seis populacdes da espécie B. crispa. As
populacdes foram coletadas no municipio de Guarapuava, no Parana, nos municipios de
Joacaba e Xanxeré, em Santa Catarina e nos municipios de Panambi, Coxilha e Herveiras, no
Rio Grande do Sul. As popula¢Bes do Parané e Santa Catarina estdo localizadas ao norte do
vale do rio Uruguai e as populacdes do Rio Grande do Sul, ao sul do vale (Figura 1). Foram
coletadas folhas de oito a dez individuos de cada populacéo (Tabela 1). As amostras coletadas

foram acondicionadas em silica gel até 0 momento da extragdo do DNA.

" Regiao Sul do Brasil

Parana

Guarapuava @

Xanxere
® @ Joacaba

Vi
a"do.'b'l[m
Coxilha () n
(O Panambi

() Herveiras

Rio Grande do Sul
250 km

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

de Baccharis crispa Spreng. e localizacéo do vale do rio Uruguai.
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Tabela 1. Locais de coleta e nimero de individuos de cada populacdo amostrada de
Baccharis crispa Spreng.

Ndmero de individuos

Populacao Estado Coordenadas geograficas  Localizagédo™ Cloroplastidial Nuclear
Guarapuava PR 25"22'12.81"S 51"30'25.44"0 Norte 10 9
Joagaba SC 27°07'40.57"S 51°36'58.58"0 Norte 9 10
Xanxeré SC 26"51'35.77"S 52"'21'50.46"0 Norte 10 10
Panambi RS 28"21'11.94"S 53"28'30.99"0 Sul 9 8
Coxilha RS 28"05'37.18"S 52"16'23.36"0 Sul 10 10
Herveiras RS 29"26'06.04"S 52"40'10.20"0 Sul 9 10

* Referente ao vale do rio Uruguai

3.2. Extracéo do DNA

Para a extracdo do DNA, as folhas foram trituradas em nitrogénio liquido (N2) até a obtencéo
de um po6 bem fino, acondicionadas em microtubos, e armazenadas sob refrigeracdo (-20°C)
até o 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 pL de tampdo composto por: 20 mM de EDTA (&cido etilenodiamino
tetracético); 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 f-
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. Apés a secagem do DNA (pellet)
por 12 horas, este foi ressuspenso em 100uL de tampdo TE, tratado com RNAse a 10 mg mL™*
e incubado a 37 °C por aproximadamente 1 hora. Posteriormente, o DNA foi precipitado em
10 puL de acetato de sodio 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
utilizagdo. A concentragdo de DNA foi determinada por eletroforese, utilizando gel de
agarose 0.9% corado com brometo de etideo. Foram usadas como padrdo quantidades
conhecidas do DNA do Fago A.

3.3. 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.
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As regides do DNA cloroplastidial e nuclear foram amplificadas utilizando 20 ng de
DNA gendmico, 1 X de tampdo 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 Tag DNA polimerase e dgua ultrapura
para completar um volume final de 10 pL. Para a regido trnL-trnF intergénica, o programa de
amplificagéo foi: desnaturacao 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: desnaturacao 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 extensao final 72 °C por 4
min. Para a regido ITS: desnaturacéo 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 extens&o final a 72 °C por 7 min.
Para comprovar a amplificacdo 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 padrdo de peso molecular o marcador DNA Ladder 100pb.

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 (Internal

transcribed spacer - ITS) de Baccharis crispa Spreng.

Tamanho de fragmento

Primers  Sequéncia dos primers 5’ — 3’ Referéncia
esperado em bases

trnL CGAAATCGGTAGACGCTACG 1015 Taberlet et al.,

trnF ATI'TGAACTGGTGACACGAG 1991

trnH CGCGCATGGTGGATTCACAAATC 495 Sang et al., 1997

psbA GTTATGCATGAACGTAATGCTC B

ITS5 GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG 645 White et al., 1990

ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC

Apos a confirmacdo da amplificacdo, foi realizada nova amplificacdo por PCR como
descrito anteriormente, porem, com um volume final de 20 pL, 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 amplificagdo, os produtos da
amplificagcdo foram purificados utilizando o kit de purificagdo GenElute da Sigma Aldrich ou
por meio da precipitagdo do DNA com etanol como descrito por New England Biolabs (2017)
com modificagdes, 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
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minutos e descartar o sobrenadante. Por fim, secar as amostras por 2 horas a 37°C e
ressuspende-las em 30 pL de agua 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 ¢ DNA Ladder 100 pb. Foi
avaliada a concentragdo de DNA obtida e preparada para cada individuo, uma solucéo
contendo 50 ng de DNA e 4,5 picomol dos respectivos primers utilizados na amplificagcdo
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).

3.4. Edicéo e Alinhamento das Sequéncias

As sequéncias obtidas foram avaliadas e editadas manualmente para correcdo de erros. Apds,
foi realizado o alinhamento mdaltiplo a partir do programa ClustalW (THOMPSON et al.,
1994) no progama BioEdit 7.0.5 (HALL, 2005) e posteriormente editadas por inspecdo visual
para correcdo de erros. Foram obtidas 60 sequéncias de cpDNA e 57 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.

3.5. Anédlises Estatisticas

Foram definidos trés grupos a partir das seis populacdes, sendo um grupo contendo as seis
populacgdes de B. crispa, um grupo formado pelas trés populacdes localizadas ao norte do vale
do rio Uruguai e o terceiro grupo composto pelas trés populagdes ao sul do vale. Todas as
andlises 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 nimero de ribotipos.

O indice de diversidade haplotipica (Hd), nimero de sitios polimorficos (S),
diversidade nucleotidica (m) e nimero de haplotipos (H) foram estimados utilizando o
programa Arlequin 3.5 (EXCOFFIER; LISCHER, 2010). A media da diversidade genética
dentro das populagfes (Hs) foi obtida a partir do programa DnaSP (LIBRADO; ROZAS,
2009). A anélise de variancia molecular (AMOVA), indice de diferenciacdo genética (PhiPT)

andlogo ao Fst, e 0 fluxo génico (Nm) foram calculados no programa GenAlEx 6.5
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(PEAKALL; SMOUSE, 2012). Todos os indices citados anteriormente foram calculados para
0s trés grupos de populacdes avaliados no trabalho.

A rede de hapldtipos 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 relacGes filogenéticas entre os hapl6tipos. O nimero de grupos genéticos
entre as populages amostradas foi inferido por meio da anélise Bayesiana utilizando o pacote
GENELAND 4.0.5 (GUILLOT; SANTOS, 2010) disponivel no programa R
(http://www.cran.r-project.org/). Este método mostra grupos genéticos distintos e detecta
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 variacbes no tamanho efetivo da populacdo 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 substituicdo 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 evolucdo das sequéncias
foi HKY. Os parametros de analise no BEAST foram criados no BEAUTi 2.0
(BOUCKAERT et al., 2014), usando um reldgio molecular relaxado com distribui¢do log-
normal (selecionado pelo fator Bayes como o modelo de evolugdo mais adequado:
l0gelognormalclock-10Qestrictelock = 13,34; KASS; RAFTERY, 1995). Devido a falta de uma taxa de
substituicdo especifica para as regiGes de cpDNA de B. crispa, 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 substituicdo de nucleotideos
nesta analise. Foi realizada uma corrida de 200 milhdes de geracbes, com todas as arvores
amostradas a cada 20.000 geracGes. 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 B. crispa 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 populacGes 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 (Hrag) foram utilizados como método estatistico para testar a validade dos
modelos de expansdo. A significancia foi determinada com 1000 permutagdes de bootstrap

paramétricas. O grafico da distribuicdo 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 populacOes estavam sob neutralidade seletiva, incluindo D de Tajima (TAJIMA, 1989) e
estatistica Fs de Fu (FU, 1997).

4. RESULTADOS

4.1. Diversidade Genética e Histdria Demografica

Para a regido do nDNA ITS4-I1TS5 foram obtidos fragmentos de 601 pares de bases (pb), com
35 sitios polimérficos para todas as populacdes. Para as regides de cpDNA trnL-trnF e psbA-
trnH foram obtidos fragmentos de 251 e 830 pb, respectivamente. As duas regides
concatenadas geraram fragmentos de 1081 pb, com um total de 232 sitios polimorficos para
todas as populagdes (Tabela 3). Quando analisadas separadamente as populacdes ao norte e ao
sul do vale do rio Uruguai, as sequéncias cloroplastidiais e nucleares foram mais polimdrficas
nas populacdes ao norte (Tabela 3).

Quando considerada todas as populacfes a diversidade nucleotidica e haplotipica foi
maior com as sequéncias cloroplastidiais (Tabela 3). A comparagdo destes indices entre as
populacdes ao norte e ao sul do vale do rio Uruguai, mostrou que com o0s 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 nimero de haplétipos
observados em cada grupo de populacdo com cada regido do genoma avaliada assim como
com a média da diversidade genética dentro da populacdo (Tabela 3).

Os testes de neutralidade D de Tajima e Fs de Fu foram negativos para todos 0s grupos
de populagdes estudados quando utilizado o cpDNA (Tabela 3). O maior valor negativo tanto
para 0 D como para o Fs foi observado quando considerada todas as populaces. Para nDNA
0s 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 expansdo populacional nesse
grupo, entretanto o grupo norte apresentou valor positivo e significativo, indicando possivel
sutil contragdo populacional para esse grupo (Tabela 3).

A diferenciagdo genética observada entre todas as populagfes foi moderada para o
nDNA (PhiPT = 0,226) e para cpDNA (PhiPT = 0,228). Quando comparadas entre elas, as
populacdes dos grupos norte e sul do vale do rio Uruguai apresentaram diferenciacdo genética
muito alta para nDNA e baixa para cpDNA (Tabela 4).

A AMOVA fundamentada em cpDNA evidenciou para todos 0s grupos testados uma
maior variagdo dentro das popula¢es quando comparada com a variagdo entre as populagdes

(Tabela 4). Para as sequéncias de nDNA para todas as populacdes e as populacdes ao norte a
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variacdo foi maior dentro das populagfes. Ja, para os grupos norte e sul e Sul a variagéo foi
maior entre as populacdes (Tabela 4). O fluxo génico foi menor que 1 quando considerada as
populacdes do sul com cpDNA e norte e sul e sul com nDNA (Tabela 4).

Os gréficos de distribuicdo mismatch tanto para as analises considerando as diferentes
regides gendmicas avaliadas (nDNA e/ou cpDNA) como para os diferentes grupos avaliados
(todas, norte, sul) mostraram distribuicdo bimodal (Figura 2 e 3), sendo um indicativo de que
as populacdes permaneceram em equilibrio demografico. Entretanto a analise de expanséo
demogréfica e espacial utilizando o indice de Harpending’s Raggedness € 0 teste estatistico
da soma dos quadrados ndo foram significativas usando o cpDNA, ou quando significativas,
préximo a zero, nao validando o equilibrio das populaces. Também, na analise de expansdo
demografica usando nDNA, a soma dos quadrados dos desvios e o Indice de Harpending's
Raggedness apresentaram valores proximos a zero e ndo significativos, exceto quando
considerado todas as populagcfes (Tabela 5). Para expansdo espacial baseada em nDNA,
ambos os indices apresentaram valores proximos a zero e ndo significativos (Tabela 5).
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Tabela 3. Diversidade genética e dindmica evolutiva das populacBes de Baccharis crispa Spreng., obtidas com base em 57 sequéncias de
CpDNA e 57 sequéncias de nDNA.

CLOROPLASTIDIAL NUCLEAR
Todas Grupo norte Grupo sul Todas Grupo norte Grupo sul

indices de Diversidade
NUmero de sitios polimdrficos (S) 232 189 122 35 34 4
Diversidade Haplotipica (Hd £ DP) 0,9912 0,9852 0,9921 0.7914 0.9064 0.4365

10,0057 +0,0124 +0,0133 +0.0471 +0.0312 +0.1129
Diversidade Nucleotidica (n = DP) 0,0305 0,0327 0,0289 0.017916 0.024208 0.001470

+0,0149 +0,0163 +0,0145 +0.009178 +0.012426 +0.001181
Namero de Hapl6tipos 47 23 26 16 13 6
Meédia da diversidade genética 0,98858 0,98925 0,99150 0.67463 0.82800 0.67703
dentro da populacdo (Hs)
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. indice de diferenciacio 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 ITS4 e ITS5 de nDNA, para diferentes grupos das

populacdes de Baccharis crispa Spreng.

Cloroplastidial Nuclear
Populacdes 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 avaliagdo da expansdo demogréfica e espacial dos grupos de popula¢des de Baccharis crispa Spreng., obtidas com base

em 57 sequéncias de cpDNA e 57 sequéncias de nDNA.

Expansdo Demogréfica 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 0,03476 0,00672 0,01892 0,01578 0,04755 0.69874 0.03407 0.03326
(P=0,954) (P=0,693) (P=0,783) (P=0,037) (P=0,102) P=0,010) (P=0.000) (P=0.050) (P=0.400)
indice de Harpendinsg's Raggedness 0,01386 0,03721 0,01016 0,01469 0,02195 0,04949 0.05709 0.01945 0.25970
(P=0,477) P=0,591) (P=0,540) (P=0,058) (P=0,039) (P=10,012) (P=1.000) (P=0.250) (P=0.250)
Expanséo Espacial
Soma dos quadrados dos desvios 0,01032 0,02802 0,00524 0,01267 0,01330 0,02396 0.02458 0.02220 0.01593
(P=0,854) P=0,717) (P=0,964) (P=0,58) (P=0,572) (P=0,742) (P=0.680) (P=0.502) (P=0.551)
indice de Harpending's Raggedness 0,01386 0,03721 0,01016 0,01469 0,02195 0,4949 0.05709 0.01945 0.25970
(0,772) (P=0,732) (P=0,843) (P=0,774)  (P=0,548) (P=0,715) (P=0.623) (P=0.960) (P=0.566)

20



- [\
I\
’,rw‘ LN

R

Pairwise Differences Pairwise Differences

C

T T T T N M A B

Pairwise Differences

Figura 2. Gréficos de distribuicdo mismatch para as sequéncias de nDNA de 57
individuos de Baccharis crispa Spreng. A) Todas as populacdes; B) Populacbes ao

norte do vale do rio Uruguai; C) Populagdes ao sul do vale do rio Uruguai.
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Figura 3. Graficos de distribuicdo mismatch para as sequéncias de cpDNA de 60
individuos de baccharis crispa Spreng. A) Todas as populagdes; B) Populagdes ao norte
do vale do rio Uruguai; C) Populagdes ao sul do vale do rio Uruguai.
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Baseado nas simulagdes Bayesianas utilizando cpDNA, o BSP evidenciou
estabilidade das populac¢des nos dltimos 200 mil anos (Figura 4).
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Figura 4. Tamanho das populacdes de Baccharis crispa Spreng. ao longo do tempo,

estimado pela Bayesian Skyline Plot utilizando dados obtidos com sequéncias de DNA
cloroplastidial.

4.2. Rede de Haplétipos e Estrutura Populacional

As regides de nDNA ITS 4 e ITS 5 resultaram em 16 ribotipos, sendo 8 exclusivos do
grupo ao norte do vale do rio Uruguali, cinco ribotipos exclusivos dos grupos ao sul e
trés compartilhados entre as populagdes ao norte e ao sul (Figura 5).

As regidoes de cpDNA trnL-trnF e psbA-trnH combinadas apresentaram 47
haplotipos, sendo 21 exclusivos das populacbes ao norte do vale do rio Uruguai e 24
exclusivos das populagdes ao sul. Somente dois haplotipos foram compartilhados entre
0s grupos de populagdes ao norte e a sul do vale (Figura 6)
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@ Ribotipos ocorrentes nas populagdes ao norte do vale do rio Uruguai
O Ribotipos ocorrentes nas populagées ao sul do vale do rio Uruguai
Figura 5. Rede de ribotipos obtidos a partir da sequéncia do ITS (Internal transcribed
spacer) para 57 individuos de seis popula¢bes de Baccharis crispa Spreng. O tamanho
da circunferéncia é proporcional a frequéncia do ribotipo. Os pequenos circulos pretos
representam os vetores médios. Os tragos verticais cortando as linhas que conectam o0s
ribotipos representam os passos mutacionais que diferenciam os hapl6tipos. O mapa no

canto superior direito identifica o local de coleta de cada populacéo.
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Figura 6. Rede de haplotipos obtida com as sequéncias dos espacgadores intergénicos
trnL-trnF e psbA-trnH concatenadas de 60 individuos de seis populag¢fes de Baccharis
crispa Spreng. A cor dos haplotipos estdo de acordo com a localizacéo do individuo no
qual foi identificado, sendo os amarelos e verdes ao sul e ao norte do vale do rio
Uruguai, respectivamente. O tamanho da circunferéncia é proporcional a frequéncia do
haplotipo. Os pequenos circulos pretos representam os vetores médios. Cada traco que
corta as linhas representa os passos mutacionais. O mapa a direita identifica o local de

coleta de cada populagéo.
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Na anélise Bayesiana com as sequéncias de cpDNA, o nimero de k (clusters;
grupos genéticos) foi definido como quatro (Figura 7). De acordo com as probabilidades
posteriores (Tabela 6) as populacGes de Guarapuava e Xanxeré, ambas localizadas ao
norte do vale do rio Uruguai, ficaram em um mesmo grupo genético (Figura 8).
Verificou-se 0 mesmo com as populacdes de Coxilha e Herveiras, localizadas ao sul do
vale (Figura 8). As populacdes de Joacaba e Panambi ficaram individualizadas em
grupos genéticos distintos (Figura 8).
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Figura 7. Determinacdo do numero 6timo de K (grupos genéticos) para Baccharis

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

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

pertencer a cada grupo genético. Os valores em destaque correspondem ao grupo

24



genético que apresenta a maior probabilidade. Dados obtidos com as sequéncias de

cpDNA.
Populacao 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
Joacaba 0,1929 0,2038 0,4203 0,1827
Panambi 0,2586 0,2000 0,2161 0,3251
Xanxeré 0,2485 0,3226 0,208 0,2207
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Figura 8. Posicionamento de seis populacfes de Baccharis crispa Spreng. em cada um

dos quatro grupos genéticos inferidos pela anélise Bayesiana, baseada nas sequéncias de

cpDNA.
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5. DISCUSSAO

5.1. Diversidade Genética e Historia Demografica

As populacbes de B. crispa, quando avaliadas em conjunto, apresentaram alta
diversidade nucleotidica e haplotipica para ambas as regides copDNA e nDNA (Tabela
3). Esta conclusdo € possivel uma vez que esta acima do que os obtidos para outras
espeécies de Asteraceae. Por exemplo, a espécie Richterago discoidea, também ocorrente
em areas de campos no Brasil apressentou = = 0.0002 + 0.00005 e Hd = 0.505 + 0.089
(BARRES et al., 2019); Lychnophora ericoides = = 0,006 + 0,004 e Hd = 0,399 + 0,044
(COLLEVATTI et al., 2009); Ligularia hodgsoni = = 0,00306 e Hd = 0,895 (WANG et
al., 2013). Ainda, a espécie Tibouchina hatschbachii, apesar de ndo ser uma Asteraceae,
também ocorre nos Campos do Sul da Mata Atlantica e apresentou valores menores que
0s observados para B. crispa (= = 0,313 £ 0,160 e Hd = 0,908 £ 0,012) (MAIA et al.,
2017). Quando avaliadas separadamente, as popula¢cfes ao norte e ao sul do vale do rio
Uruguai também apresentaram alta diversidade nucleotidica e haplotipica para cpDNA,
entretanto, a diversidade nucleotidica foi bastante inferior no grupo de populacbes ao
sul do vale para nDNA. Esses resultados corroboram com o nimero de haplétipos e a
diversidade genética intrapopulacional (Hs), os quais apresentaram valores mais baixos
para a populacdo do grupo de populacdes ao sul do vale (Tabela 3). Esta alta
diversidade para a espécie, aliada ao elevado numero de hapldtipos e ribotipos
exclusivos (discutidos a frente), sugerem que a histéria demogréafica de B. crispa nas
regides estudadas com aparente estruturacdo populacional estd associada a presenca da
espécie em reflgios durante os periodos glaciais no Sul do Brasil. Esta hipoGtese é
reforcada uma vez que provaveis areas de refagios ja foram relatados no Sul do Brasil
para espécie tipicas dos Campos desta regido [(Petunia axillaris (Lam.) Britton
(GIUDICELLI et al., 2019) e Tibouchina hatschbachii Wurdack (MAIA et al., 2017)],
Ainda, Urtubey et al (2020) propde a presenca de refugios para a Asteraceae Duseniella
patagonica (O.Hoffm.) K. Schum. na Argentina, reforcando que mesmo em altas
latitudes, foi possivel a formag&o de refugios nos periodos glaciais.

A analise de variancia molecular dos dados de cpDNA evidenciou que a maior
diversidade genética é encontrada dentro das populagdes, 0 que é caracteristico de
espécies pioneiras como B. crispa, (NYBOM, 2004; CASTRO et al., 2002). Esse
padrdo foi consistente com o observado para populacGes B. crispa das mesmas regides

analisadas por marcadores microssatélites (MICOLINO, 2016) apoiando padrdo de
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distribuicdo da variabilidade genética observado. Um dos fatores que pode ser
responsavel pela manutencdo da variagdo genética dentro das populacdes de B. crispa é
o fluxo génico uma vez que este s6 nao foi maior que 1 nas populac6es ao sul (Tabela
5). O indice elevado de fluxo génico entre as populac6es do norte pode estar refletindo
um fluxo histdrico devido estas populacfes terem sido mais estaveis nos ultimos 200
mil anos conforme observado neste estudo (discutido a frente). Para o nDNA o fluxo
génico entre as populacdes do norte com as do sul foi menor que entre as populagdes do
sul, corroborando com a maior diferenciacdo genética entre as populacdes destes grupos
(Tabela 4). Esta observacédo evidencia que o fluxo de pdlen parece ser limitado entre as
populagdes de B. crispa destes grupos.

Os valores obtidos nos testes de neutralidade para as populacdes de B. crispa
foram negativos para todos os grupos avaliados com cpDNA, com valores significativos
somente para Fs de Fu (Tabela 3) indicando abrupta expansdo das populacfes. J& 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
retracdo das populacdes quando avaliadas em conjunto e também para as popula¢des ao
norte do vale. J&, para as populacdes ao sul este indice indica discreta expansao
populacional (Tabela 3). O teste de neutralidade D de Tajima é baseado na diferenca
entre 0 nimero de sitios polimorficos e o numero médio de diferencas entre pares de
nucleotideos, demonstrando eventos de expansdo populacional (TAJIMA, 1989). Para
0s testes de neutralidade, valores negativos, significativos e muito elevados séo
indicativos de uma expansdo populacional abrupta e positivos, retracdo populacional
(AMZATI et al., 2018). A mesma interpretacdo € valida para o Fs de Fu (FU 1997),
porém o calculo € baseado na distribuicdo da frequéncia dos haplétipos. Neste sentido,
apesar do Fs de Fu indicar expansdo abrupta das populagdes, o D de Tajima ndo
corrobora esta observacdo. Assim, os resultados do Fs de Fu devem ser interpretados
com cautela, sendo necessario levar em consideracdo outras analises para refutar ou
aceitar esta expansdo. A andlise da distribuicdo mismatch pode auxiliar nesta
interpretacao.

Os gréaficos de distribuicdo mismatch do nDNA apresentaram padrédo bimodal,
sugerindo que as populacdes estdo em equilibrio demografico (HARPENDING, 2004).
No entanto, os indices Hrag € SSD utilizados na validacdo de modelos de expanséo
demogréfica e espacial, apresentaram valores significativos para expansdo demogréafica

quando considerada todas populacbes e populacdo norte (Tabela 5). Estes resultados
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sugerem estabilidade espacial das populacbes e leve expansdo demogréafica quando
considerada todas as populagcOes e as populagdes ao norte, indicando expansdo da
espécie de norte para sul. Também com os dados do cpDNA os valores e significancias
obtidos ndo validaram o modelo de estabilidade populacional, o que pode indicar
discreta expansdo demografica. Neste sentido, os resultados de expansdo populacional
observado pelos valores do Fs de Fu podem ser considerados como representativos do
comportamento historico das populacdes de B. crispa aqui avaliadas.

A dindmica populacional através do tempo demonstrada pelo grafico BSP
(Figura 4) evidenciou estabilidade populacional ao longo do Pleistoceno, com um stil
crescimento demogréafico observado préximo dos ultimos 30 mil anos abrangendo o
final do Ultimo Maximo Glacial. Este periodo tem sido relatado como de expans&o
populacional para as espécies de campo do sul do Brasil (GIUDICELLI et al., 2019),
bem como para populagdes endémicas de Asteraceae da Argentina (URTUBEY et al.,
2020). Neste sentido, considerando os dados do teste de neutralidade juntamente com os
de dindmica populacional, € possivel evidenciar uma possivel expansdo de norte para
sul das populagdes de B. crispa. Ainda, a observacdo de estabilidade populacional nas
populacbes ao norte do vale do rio Uruguai durante os Gltimos 200 mil anos
potencializam a teoria de presenca de reflgios durante o pleistoceno de populagdes de
espécies de campos no Sul do Brasil. Para B. crispa, estes reflgios paracem ter sido
mais significativos ao norte do vale do rio Uruguai.

As populacdes de B. crispa demonstraram estabilidade durante os ultimos
periodos glaciais provavelmente devido sua alta diversidade genética e adaptacdo a
condicdes de clima frio e seco. Estas condi¢cdes podem ter possibilitado a persisténcia de
grandes populacbes de B. crispa em uma determinada regido, mesmo sobre forte
influéncia de eventos climaticos historicos e de caracteristicas geogréaficas da regiao.
Apesar da persisténcia das populacfes, as espécies que permanecem em refugios em
uma determianda regido, como ocorreu com B. crispa, foram influénciadas pelos
eventos paleoclimaticos do periodo Quaternario (CARNAVAL et al., 2009,
CARVALHO et al., 2017). Dentre estes eventos, as oscilacfes climaticas, que alteraram
significativamente a disponibilidade de habitats, sdo as de maior significancia na
distribuicéo e histdria evolutiva de diversas especies (KNOWLES, 2001; CARNAVAL
et al., 2009). No sul do brasil, a reducdo da temperatura e umidade nos periodos glaciais
favoreceram a vegetacdo do campo, em virtude da retracdo das formacGes florestais em

refugios nos vales dos rios, como relatado para as florestas de Araucéria na Regido Sul
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do Brasil (BEHLING, 1997; BEHLING et al., 2004; STEFENON et al., 2019). J4, nos
periodos interglaciais o aumento da temperatura e umidade favoreceram a expansao das
formacdes florestais deixando os campos restritos a regides mais altas e frias, resultando
na formacdo de mosaicos. Esses eventos podem ter contribuido para a estruturacdo e
diferenciacdo genética das populacGes de B. crispa. Essa interpretacdo € consistente
com os resultados obtidos através da analise de variancia molecular e fluxo génico (Nm)
(Tabela 4). No entanto, apés o Ultimo Maximo Glacial, apesar da elevacdo da
temperatura o solo raso das regifes mantanhosas do sul do Brasil, pode ter dificultado a
migracdo das florestas, e recentemente a colonizacdo pelos humanos e posterior
desmatamento das florestas, podem ter auxiliado na manutencéo de grandes populagdes

de B. crispa, refletindo na ndo observacédo de declinio populacional nestes periodos.

5.2. Estrutura Populacional de Baccharis crispa

Os ribotipos e a rede de hapl6tipos de cpDNA demonstram estruturacao filogeografica
das populacdes de B. crispa. Esta estruturacdo € clara quando observamos que de 16
ribotipos, apenas 3 foram compartilhados entre individuos ao norte e ao sul do vale do
rio Uruguai (Figura 5). O mesmo foi observado na rede de haplétipos, em que de 47
apenas dois foram compartilhados com individuos ao norte e ao sul do vale do rio
Uruguai (Figura 6). Estes dados corroboram com a diferenciacdo genética observada
entre as populacdes (PhiPT = 0,148 para cpDNA e PhiPT = 0,842 para nDNA).
Também, quando observamos a relacdo filogenética entre os ribotipos e entre os
hapl6tipos é possivel observar estruturagdo (Figura 5) o que pode evidenciar menor
intercdmbio genético entre as populacdes ao norte e ao sul do vale do rio Uruguai.
Ainda, o alto numero de haplétipos exclusivos nas populacdes pode ser consequéncia da
alta taxa evolutiva observada em espécies de Asteraceae (HAMRICK 1996; WEBER et
al. 2020). Neste sentido é possivel hipotetizar que as populacdes do norte do vale do rio
Uruguai tenham contribuido na formacgdo das populagdes ao sul, e estas ultimas
rapidamente se diferenciado gerando a estrutura¢do observada.

Dentre as seis populacdes de B. crispa avaliadas foram obtidos 4 grupos
genéticos (Figura 8). Os dois grupos com as populacfes de Guarapuava e Xanxeré e
Joacaba representam as trés populacfes ao norte do vale do rio Uruguai, enquanto os
outros dois grupos foram formados pelas populagfes ao sul, Coxilha, Herveiras e
Panambi (Figura 8). A distribuicdo geogréfica dos grupos genéticos sugere uma

provavel barreira geografica que pode ter limitado o fluxo génico entre as populacGes ao
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norte e ao sul do vale do rio Uruguai. Estes dois grupos de populagdes (ao norte e ao
sul) estdo separadas pelo vale do rio Uruguai (Figura 8). Essa interpretacdo € 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 génico entre as populagdes ao norte e ao sul do vale baseado em nDNA
foi muito baixo (Nm = 0,094) diferindo do fluxo génico do cpDNA (Nm = 2,870). Essa
discrepancia entre os resultados obtidos atraves de diferentes genomas pode ser em
decorréncia a diferencas no tempo de coalescéncia (GIUDICELLI et al., 2019). Devido
a taxa de evolucdo mais réapida, ndo sofrer recombinacdo e herdabilidade uniparental, o
efeito de reducdo do tamanho populacional na distribuicdo dos haplétipos pode ser
maior no genoma cloroplastidial (COLLEVATTI et al., 2009). O fluxo génico para o
grupo norte foi elevado tanto para o genoma nuclear como para o cloroplastidial,
corroborando com a permanéncia dessas populacdes por longos periodos, em regides
abertas. Esta situacdo, possivelmente favoreceu a dispersdo de sementes e polens, visto
que a polinizacdo por abelhas e dispersdo de sementes principalmente pelo vento nédo
ocorrem por distancias muito extensas (AULER; BATTISTIN; REIS, 2006).

Barreiras geogréficas associadas a oscilagbes climaticas historicas podem
moldar a variacdo e estrutura genética de uma espécie (EVANS et al., 2015). Para B.
crispa a interpretacdo desta afirmacéo € consistente quando considerando a presenca de
reflgios florestais na histéria da vegetacdo do sul da Mata Atlantica. Apesar da teoria
dos reflgios do Pleistoceno descrever majoritariamente a presenca de refigios na Mata
Atlantica na regido Sudeste e Norte do Brasil (CARNAVAL:; MORITZ, 2008; THOME
et al., 2014), estudos paleopalinolégicos ja indicavam que estes também poderiam estar
no sul deste Bioma. Isto devido a estes estudos apontarem a ocorréncia de florestas de
galeria nos vales dos rios no sul da Mata Atlantica (BEHLING, 1997; BEHLING, 2002;
BEHLING et al., 2004). O fortalecimento desta hipdtese veio com a avaliacdo
filogeografica de populagdes de A. angustifolia e modelagem de nicho para a espécie ao
longo do Pleistoceno que evidenciaram a presenca de potenciais refgios glaciais para a
espeécie no sul da Mata Atlantica coincidindo com a localizagdo do vale do rio Uruguai
(STEFENON et al., 2019). Essa permanéncia de formacdes florestais ao longo do vale
do rio Uruguai pode ter ocasionado a formacgdo de uma extensa barreira, dificultado a
transposicdo de sementes e polinizadores, podendo ter levado a diferenciacdo e

estruturacdo genetica observada em B. crispa.
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Os resultados obtidos neste estudo revelaram que as populagdes de B. crispa
apresentam elevada diversidade e estruturacdo genética. Também foi observado
estabilidade populacional ao longo do Pleistoceno com uma sutil expansédo populacional
para o sul. A elevada estruturacdo populacional e diversidade genética evidenciam que o
vale do rio Uruguai associado a permanéncia de florestas de Araucéria nos periodos
glaciais e interglaciais provavelmente consistiu em uma barreira geogréafica ao fluxo
génico entre as populacdes de B. crispa. Esses dados reforcam a hipotese da ocorréncia
de reflgios floretais para o sul da Mata Atlantica e auxiliam no entendimento da

dindmica da vegetacdo do sul do Brasil durante o Pleistoceno.
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