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RESUMO

Phellinotus ¢ um género pertencente a Hymenochaetaceae,
caracterizado por produzir basidiomas perenes, pileados, aplanadas a
unguladas, com uma distinta linha negra resinosa que divide o contexto.
Micromorfologicamente, ndo apresenta setas, mas possui sistema hifal
monomitico no contexto e dimitico na trama himenoforal, os
basidioésporos elipsoides, de coloragdo amarelo-palido, de paredes
expessadas, xantocroicas e ventralmente achadados. Geograficamente,
Phellinotus esta restrito a regido Neotropical. Dentre as espécies,
Phellinotus piptadeniae foi descrita em 1950, por Teixeira, a partir de
espécimes encontrados parasitando Piptadenia gonoachanta, o pau
jacaré (fabaceae), espécie vegetal frequentemente encontrada na Mata
Atlantica. O presente trabalho apresenta elementos para compreender
as bases populacionais dessa espécie de fungo parasita facultativo, na
Ilha de Santa Catarina.Para tal, foram feitas coletas em sete localidades
(uma no norte da ilha, uma no Sul da ilha e cinco na regido central), de
onde foram extraidos DNA totalde 74 espécimescoletados em
hospedeiro vivo de pau jacaré. Marcadores usados foramATP6, ITS,
RPB2, EFl-ae B-TUB, obtendo-se48, 43, 35, 21, 12 sequéncias
respectivamente.O tratamento dos dados se deu a partir de analises

baseadas na diversidade de haplotipos, diversidade de nucleotideos,



testes de neutralidade eMismatch Distribution.Os resultados indicam
que os organismos estdo em pammixia na ilha de Santa Catarina. N&o
h& estruturacdo, o que significa que existe uma Unica populacdo. Ha
evidéncias de que, embora haja fluxo génico entre os individuos
coletados nas diferentes localidades, a populacdo passou por um evento
de reducdo de individuos e se encontra em expansdo. A populacdo
apresenta alta diversidade haplotipica e baixa diversidade nucleotidica.
A hipltese de expansdo recente teve suporte com o resultado
significativo do Teste Fs de Fu& Li para um dos marcadores usados
(ATPS6), indo ao encontro do perfil da curva unimodal encontrada, que
também reitera a hipdtese de expansdo. Os demais marcadores (RPB2,
EF1-a, e B-TUB) ndo tiveram quantidades de sequencias suficientes
para as andalises e ITS ndo demostrou resultados estatisticamente
significativos. Porém, a amostragem pode ter tido significativa
influéncia visto que qualquer mutacdo ja diminuiria o valor dos testes

estastisticos pois a quantidade de sequcncias usadas foram baixas.

Palavras-Chave:Phellinotus piptadeniae; Diversidade genética;

Geneética de Populagdes; Piptadenia gonoacantha.



ABSTRACT

Phellinotus is a genus belonging to Hymenochaetaceae, characterized
by perennial basidiomata, pileate, flattened to ungulate, with a distinct
black resinous line that divides the context. Micromorphologically,
Phellinotusdoes not present setae, but it has a monomythic hifal system
in the context and dimytic hifal system in the hymeniae, ellipsoid, pale
yellow thick walled, xanthocroic and ventrally diseasedbasidiospores.
Geographically, Phellinotus is restricted to the Neotropical region.
Among the species,Phellinotus piptadeniae was described in 1950 by
Teixeira, from specimens found parasitizing Piptadenia gonoachanta, a
species frequently found in the Atlantic Forest. The present work
presents elements to understand the population bases of this fungus
species belonging to Hymenochaetaceae, on the Island of Santa
Catarina. For this,the basidiomatawas collectedin seven locations along
the Island of Santa Catarina (one in the north, one in the South and five
in the central region of the Island). Were extracted total DNA of 74
specimens, all collected in a live host. The PCR reaction was made with
molecular markers for five gene regions (ATP6, ITS, RPB2, EF1-a and
B—TUB), yielding 48, 43, 35, 21, 12 sequences respectively for each of
these markers. The treatment of the data was based on analyzes based

on the diversity of haplotypes, nucleotide diversity, neutrality tests and



Mismatch Distribution. The results indicate that the organisms are in
pammixia on the island of Santa Catarina. There is nostructuring, which
means that there is only one population. There is evidence that,
although there is gene flow among the individuals collected in the
different localities, the population underwent an event of reduction of
individuals and is in expansion. The population presents high
haplotypic diversity and low nucleotide diversity. The recent expansion
hypothesis was supported by the significant result of the Fu Fs Test for
one of the used markers (ATP6), meeting the profile of the unimodal
curve found, which also reiterates the hypothesis of expansion. The
remaining markers (RPB2, EF1-a and B-TUB) did not have sufficient
sequence numbers for the analyzes and ITS did not demonstrate
statistically significant results. However, sampling may have had
significant influence since any mutation already decreases the value of
the tests.

Key-Words: Phellinotus piptadeniae; Genetic Diversity; Populations

Genetic; Piptadenia gonoacantha.
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APRESENTACAO

O presente trabalho consiste em uma imersdo teorico-
pratica sobre as bases do estudo de genética de populacdes em
macro fungos sob a perspectiva da necessidade de acessar e
conhecer a diversidade genética em fungos no contexto da
conservacdo. Para tal, o organismo modelo escolhido foi
Phellinotus piptadeniae. A investigacdo vai ao encontro da
diversidade genética no sentido de sua dinamica e estrutura, assim
como as variagbes ocorridas na(s) populagdo(des) destes
organismos na llha de Santa Catarina.

Foi seguido o modelo tradicional de dissertagdo
subdividido em Introducdo com fundamentacdo teorica, Objetivos
e Questbes orientadoras da pesquisa, Material e Meétodos,
Resultados obtidos e Discussdo, que dialoga com estudos de

diferentes grupos de organismos, e Consideracfes Finais.

Todas as referéncias bibliograficas citadas na Introducéo,
Material e Métodos Resultados e Discussdo sdo apresentadas

depois das ConsideragOes Finais.

Boa Leitural



1.REINO FUNGI — ONDE TUDO COMECA

O Reino Fungi, segundo estimativas, reune cerca 5,1
milhdes de espécies (Hawksworth, 1991; Blackwell, 2011), o que
0 torna um reino megadiverso, mas ainda que contraditério, é
pouco conhecido: apenas cerca de 100 mil espécies sdo
reconhecidas e, em sua maioria, aqueles fungos que s&o
macroscopicos pertencentes a dois Filos, Ascomycota (= 64 mil
espécies) e Basidiomycota (= 32 mil espécies) (Kirk et al. 2008;
Moore et al. 2011). Agora, se fizermos uma comparagdo com 0
que a literatura retne de conhecimento e conservacao para plantas
e fungos, cerca de 400 mil espécies vegetais sdo conhecidas, e
28% destas estdo incorporadas as colecGes bioldgicas (Guerrant et
al. 2004), enquanto para fungos, apenas 16% das espécies
conhecidas sdo encontradas nos bancos de dados (Hawksworth,
2004).

Diversidade aqui, no contexto micol6gico, se encaixa
perfeitamente ndo s6 no que diz respeito a quantidade deseres,
mas as diferentes formas de vida que encontramos (simbiontes,

decompositores, endofiticos, fito/entomopatdgenos).



Os fungos sdo seres eucariontes, de parede celular
quitinosa, e com ergosterol presente na membrana celular.
Podemos encontrar seres unicelulares como as leveduras, ou
multicelulares filamentosos, podendo ser criaturas visiveis apenas
com auxilio de microscopio até apresentar estruturas reprodutivas
macroscopicas. Alguns sdo fermentadores, outros sdo heterétrofos
por absor¢do (Cannon & Kirk 2007; Huhndorf et al. 2004;
Wagner & Fischer 2002).

Sdo encontrados nos mais diferentes habitats, responsaveis
por diversos servicos ecossistémicos, tal como degradar a matéria
organica, atuando na ciclagem de nutrientes e, portanto, sendo
fundamentais para manutencdo da vida na biosfera.Podem ainda
ser simbiontes, fazendo associacBes com outros grupos que vao
desde artropodes a seres humanos, plantas a outros fungos
(Mueller et al. 2004; Webster & Weber 2007; Moore et al. 2011).

Além disso, os fungos sdo organismos de importancia
econbmica, seja como alimento (o que inclui os processos de
fermentacdo de pdes, queijos e bebidas alcodlicas), medicinal
(producdo de antibidticos, como a Penicilina), industrial e
agricola (biorremediacéo, fungicidas e biopesticidas) (Esposito &
Azevedo 2010; Moore et al. 2011).



2.HYMENOCHAETACEAE Donk, A FAMILIA —“Diz-Me Com
Quem Andas E Direi Quem Es”.

Hymenochaetaceae Donk. (Fiassont & Niemeld 1984;
Larsson et al. 2006) pertence a um agrupamento artificial que
relne taxons com himendforo pordide, cujos fungos que
produzem basidiomas, que nada mais sdo que estruturas
reprodutivas macroscopicas, em que o himénio, camada de
células que produzem esporos, recobre o interior dos tubos e sua
superficie externa se apresentana forma de poros (Ryvarden
1991), mas hé& também taxons cujo himendforo é liso, ou seja, 0
himénio ndo possui poros (Cannon & Kirk 2007). Estéo
classificados em Basidiomycota R.T. Moore, pertencendo a
Agaricomycotina Doweld, e Hymenochaetales Oberw. (Hibbett et
al. 2007).

A familia reine fungos caracterizados por conter
estirilpirenos, autapomorfia (carater derivado que é exclusivo de
um unico taxon terminal) que Ihes conferem coloragcdo marrom e
consequente escurecimento permanente das hifas quando em
contato com KOH (reacdo xantocrdica), pela presenca de hifas
generativas com septos simples, pela presenca ou auséncia de

setas (estruturais estéreis) e por causar podriddo branca na
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madeira, degradando a lignina, celulose e hemicelulose (Cannon
& Kirk 2007; Huhndorf et al. 2004; Wagner & Fischer 2002).

3. PHELLINUSS.I. —« Adorno parasita de &rvore abandonada ”
(CAT.O)

Phellinus Quél. representa, em seu sentido amplo, um dos
grandes grupos de Hymenochaetaceae com distribuicdo de
espécies parasitas e saprofitas (Fischer & Binder, 2004).
Historicamente, os géneros Phellinus e Inonotus P. Karst foram
reconhecidos como 0s mais abrangentesem Hymenochaetaceae e,
por longo tempo, muitos autores consideraram o mitismo (tipo de
sistema hifal) e a sazonalidade dos basidiomas, como principais
caracteristicas que distinguiam esses dois grupos e, acabaram por
considerar muitos géneros descritos no século XX como
sinbnimos desses dois taxons (Cunningham, 1947; Larsen &
Cobb-Poulle 1990; Lowe, 1957; Reid, 1963; Ryvarden, 2004,
Wright & Blumenfeld 1984). Ou seja, fungos com basidioma
perene e sistema hifal dimitico foram colocados em Phellinus
enquanto que as espécies com sistema de hifas monomitico e
basidioma anual foram identificados como Inonotus (Fiasson &
Niemeld 1984; Corner, 1991; Wagner & Fischer 2001), o que



levou a dois grandes agrupamentos com espécies de variadas
caracteristicas morfoldgicas, totalmente artificiais (Corner, 1991;
Fiasson & Niemeld 1984; Ryvarden, 1991; Wagner & Fischer
2001).

Em dado momento, essas caracteristicas comegaram a ser
questionadas (Corner 1991; Dai 1999; Fiasson & Niemel& 1984;
Hansen & Knudsen 1997; Jahn 1981) e Phellinussensu lato hoje €
considerado um grupo polifilético, ndo-natural, que apresenta
outros  varios  agrupamentos  menores,  monofiléticos,
representados até por alguns dos géneros anteriormente
sinonimizados (Fiasson & Niemeld, 1984; Fischer, 1996; Hansen
& Knudsen, 1997; Wagner & Fischer, 2001, 2002).

4. DE PHELLINUS A PHELLINOTUS - A taxonomiae a
interpretacdo das entidades que habitam o planeta (J.S.F.)

Por volta de 1950, Alcides Teixeira, que dedicava seus estudos
micoldgicos especialmente a Hymenochaetaceae, numa saida de
campo no Bosque dos Jequitibas em Campinas, S&o Paulo,
coletou um fungo, que foi descrito por ele como Phellinus

piptadeniaeTeixeira. Em seus trabalhos, Teixeira o descreveu



como parasita especialista de Piptadenia communis Benth.
(Fabaceae), sindbnimo de Piptadenia gonoacantha, (Mart.)
J.F.Macbr.conhecido como pau-jacaré, uma espécie vegetal
comum e facil de ser reconhecida na Mata Atlantica e em parte do
Cerrado (Carvalho, 2004).

No protdlogo, além da especificidade de P. piptadeniae
com o pau jacaré, fica mencionado que a espécie deveria
acompanhar a distribuicdo geografica de seu hospedeiro,
naturalmente encontrado em Florestas ombrofilas densas, nas
formac0es de terras baixas, na submontana e na floresta estacional
semidecidual (Klein,1980; Roderjan & Kuniyoshi,1998). Em
outras palavras,: Teixeira acreditava que a abrangéncia geografica
de P. piptadeniae estaria relacionada a distribuicdo geografica do
seu hospedeiro, mesmo que ele, Teixeira, sé tenha estudado
materiais coletados em S&o Paulo (Teixeira 1950).

Anos mais tarde, ja no século XXI, Drechsler-Santos et
al., (2010), expandiram a distribuicdo de P. piptadeniae para o
dominio da Caatinga, tendo como hospedeiros recorrentes
diferentes espécies de Piptadenia entre outros géneros de
Fabaceae. Em 2015, Salvador-Montoya e colaboradores

registraram a ocorréncia do taxon nas florestas tropicais
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sazonalmente secas do Noroeste do Peru, em hospedeiros de
leguminosas distintos (Libidibia glabrataKunth e Pithecellobium
excelsumKunth) e confirmam, a ocorréncia da espécie para Mata
Atlantica do estado de Santa Catarina, também em Piptadenia
gonoachanta, registrando sua ocorréncia para o Sul do Brasil
(Salvador-Montoya, 2014).

Até aqui é possivel perceber que o tadxon sofreu desde
1950 uma significativa ampliacdo de sua distribuicdo, mas a
questdoé que Phellinus piptadeniae,morfologicamente, destoa do
conceito genérico para Phellinuss.s.

Enquanto o conceito de Phellinuss.s. é caracterizado
micro- morfologicamente por apresentar sistema hifal dimitico
(hifas generativas e esqueletais), setas himeniais e basididsporos
hialinos a amarelo pélido (Wagner & Fischer 2002),Phellinus
piptadeniae possui basidiésporos ovalados, de paredes espessas, 0
sistema hifal é dimitico nos tubos e monomitico no contexto e as
setas sdo ausentes, e a macro morfologia se caracteriza por
basidiomas aplanados a triquetosos ou ungulados, com superficie
do pileo concentricamente sulcada, glabra, marrom escuro a
enegrecido, com rachaduras radiais que formam rimosidades, a

medida que os basidiomas se tornamsenescente; o contexto



apresenta uma linha negra notéria na parte superior, 0s tubos sao
estratificados e a superficie abhimenial pordide possui de 4-5
poros/mm (Teixeira 1950; Ryvarden 2004;Salvador-Montoya et
al. 2015; Drechsler-Santos et al. 2016). Na Figura 1 sao

apresentadas algumas dessas caracteristicas.

100 pm
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Figura 1: Caracteres morfologicos de Phellinotus piptadeniae.
Caracteristicas Macromorfologicas (a)superficie superior do pileo; (b)
himendforo (parte inferior do Pileo); (c) detalhe da linha negra do
contexto; (d) contexto e tubos; Caracteristicas Microscopicas (e) esporo
em agua.(f)esporo em KOH3% (reagdo xantocrodica). (g) Esquemas das
hifas generativas; (h) esquemas das hifas esqueletais. Fonte: Salvador-

Montoyaet al.(2015).

Porém, os espécimes coletados nas florestas secas do Peru
diferem, sobretudo, no tamanho dos basidiésporos quando
comparados com aqueles materiais coletados nas demais
localidades (5.5-6 x 4-45 pum e 555 x 354 um,

respectivamente)(Salvador-Montoya et al. 2015).

Diante dessa conjuntura, Salvador-Montoya et al. (2015),
apresenta as seguintes hipoteses: P. piptadeniae corresponde a um
complexo de espécies com pelo menos trés espécies distintas
(espécie da Caatinga, espécie do Peru e espécie da Mata
Atlantica), ou seja, organismos morfologicamente muito
semelhantes, mas com significativas diferencas genéticas,
especializados em seus respectivos hospedeiros com distribuic6es

restritas a diferentes areas, ou P. piptadeniae corresponde a uma
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Unica espécie com distribuicdo geografica ampla e disjunta ao
longo do bioma das Florestas Tropicais Sazonalmente Secas da
América do Sul (Salvador-Montoya et al. 2015).

Os mesmosautores, Salvador-Montoya et al., (2015),a
posteriori,(dados ndo publicados), a partir de analises
filogenéticas da regido rDNA ITS, indicam que o caminho mais
parcimonioso seria a primeira possibilidade, de que ha, ao menos,
trés linhagens independentes para o que chamamos de Phellinus

piptadeniae.

Drechsler-Santos et al. (2016), propbe entdo o género
Phellinotus. A circunscricdo desse novo género para
Hymenochaetaceae reposiciona a espécie de Phellinus para
Phellinotus (comb. nov.), mesmo que a hipotese filogenética
tenha sido apresentadaapenas a partir de espécimes oriundos da
Caatinga (Drechsler-Santos et al. 2016).



12

5. PHELLINOTUS PIPTADENIAE: HISTORIA NATURAL
NO CONTEXTO DA DIVERSIDADE - O meu fim evidente era

atar as duas pontas da vida (M.A.)

A resolucdo de complexos taxonémicos € tdo dificil
quanto a percepcdo de que existe uma especiacdo em Curso
(Theodoro, 2010).Espécie, em biologia, € um termo dificil de
definir. Existem diferentes conceitos aplicados aos diferentes
organismos gque conhecemos. Ernest Mayr, bidlogo evolucionista,
em 1963, apresenta o0 conceito de que espécie € uma linhagem
Unica proveniente de um ancestral comum, que possui uma
identidade genética e constitui uma unidade reprodutiva e
ecologica e que tem suas proprias tendéncias evolutivas. A
primeira vista, parece uma definicdo valida, mas como aplica-la
para reconhecer espécie, ou entdo, para diferenciar espécies muito
parecidas? A aplicacdo unicamente de critérios morfoldgicos seria
de valor limitado, especialmente quando o tdxon exibe ampla
distribuicéo, tanto em termos de origem geografica como de nicho
ecologico(Menezes, 2006).

Considerar espécie como grupo de individuos

intercruzantes que originam descendentes ferteis (Conceito
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Biologico) é um conceito também difundido e usado para os mais
diversos grupos de organismos. Mas, ndo é aplicavel para
populacbes sexuadas apds o isolamento geogréafico (alopatria),
uma vez que, outras caracteristicas podem divergir antes da perda
do potencial de intercruzamento (as espécies ja estdo isoladas e
ndo ha selecdo para a formacdo de barreiras ao fluxo génico)
podendo levar a um conflito entre fluxo génico real e fluxo génico

potencial (Taylor et al. 2006).

E se definirmos espécie como um grupo de individuos que
ocupam o mesmo nicho ecoldgico? (E se entende nicho ecolégico
aqui como um conjunto de interacfes entre fatores bidticos e
abioticos, bem como a sobrevivéncia dos organismos sob
diferentes condicdes e recursos oferecidos pelo ambiente.Esse
conceito (chamado de conceito ecoldgico) esbarra no fato de que
0 nicho ecoldgico possui infinitas dimensdes, o que torna dificil
delimitar o que é nicho, especialmente quandoenvolve interacfes
bioquimicas com o substrato, seja ele saprobidtico ou simbionte
(Theodoro, 2010).

Para a filogenética, espécie € 0 menor grupo de
organismos derivado de um 0Onico ancestral comum

(monofiletismo). Os membros de uma espécie compartilham
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apomorfias (caracteristicas derivadas ou novidades evolutivas)
que ndo existem em outras espécies. O reconhecimento
filogenético de espécie detecta divergéncia genética no genoma e
pode determinar assim quais populacdes estdo isoladas
reprodutivamente pela concordancia da arvore genealdgica de
seus genes. Nos deparamosaqui com o fato de que uma arvore de
genes/locos ndo reflete de forma completa a histéria da
espécie(Robe, 2004).

O fato é que por mais que multiplos conceitos de espécie
existam, sendo que os queforam aqui discutidos sdo 0s mais
operacionais para os biélogos, é preciso que haja um didlogo de
forma integrativa, ja que a perspectiva unidirecional ndo congrega
todas as possibilidades.(Fischer & Binder 2004).

Mas tdo importante quanto refletir a histdria evolutiva dos
grupos e reuni-los com base no grau de parentesco, assim como
conhecer a diversidade das espécies, no sentido de tentar
responder a pergunta: Quantas espécies existem? E também

importante investigar as possiveis causas dessa diversidade.
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Com esse argumento vou tentar responder a ultima
pergunta desse topico: Por que Phellinotus piptadenaie(Teixeira)
Drechsler-Santos & Robledo?

O taxon pode vir a ser um bom modelo para estudos de
microevolugdoporque: i) representa uma linhagem em processo de
especiacdo. ii) Tem associacdo espécie-especifica com uma
arvore de Mata Atlantica. iii) O entendimento da diversidade
genética de macrofungos e, consequentes acessos ao Sseu

patrimdnio genético, podem contribuir para a conservacao.

6. GENETICA DE POPULACOES - “infindaveis formas (...)

evoluiram ou est&o evoluindo ”.(C.D.)

O comeco dessa conversa precisa de uma volta no tempo:
meados dos anos 30. Nessa época, Ronald Fisher (1930),
estatistico e bidlogo evolutivo inglés e Sewall Wright (1931),
geneticista estadunidense, publicam a sintese de genética de
populacgdes, revelando a divergéncia de opinides sobre o efeito da
estrutura da populacdo na dindmica da evolucdo por selecéo
natural, ampliando o interesse pela estrutura genética de

populagBes naturais, interesse que ja era crescente.
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No inicio daquele século, mais precisamente em 1908,
dois pesquisadores, ndo tdo ligados a ciéncia biologica,
descobriram o principio relativo as frequéncias dos alelos em uma
populacdo, o famoso: Equilibrio De Hardy-Weinberg, teorema
que, além de levar o nome de seus pensadores, 0 matematico
inglés, G.H. Hardy, e o fisico alemdo, W. Weinberg permitiu
estudar a frequéncia de certos genes e alelos em uma determinada
populacdo (e se entende alelo como pedagos homdlogos do DNA,
formas alternativas de um mesmo gene que afetam a mesma

caracteristica de modo diferente) (Carvalho, 1987).

Mas o0 que estuda a genética de populacGes? Estuda as
frequéncias alélicas e genotipicas nas populacGes e as forcas
capazes de alterar essas frequéncias ao longo das geracOes,
interferindo na distribuicdo ndo aleatdéria dos alelos (Hanrick,
1992). E essas forcas sdo: selecdo natural, que pode alterar as
frequéncias dos alelos rapidamente, mutacdo e recombinacao
génica que, geram a variacdo genética, padrdes de cruzamento e
fluxo génico que modelam a organizacgéo hierarquica da variacao
genetica, e o tamanho efetivo populacional, que regula o processo
da deriva genética(Brand et al. 1993).
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Dessa maneira, 0 estudo genético de popula¢bes tem como
um de seus objetivos entender a estrutura genética, ou seja,
descrever quanto de variacdo genética existe dentro e entre
populacdes, o qudo heterogéneo é a distribuicdo dos genotipos,
condicdes que sdo determinadas pela histdria evolutiva e pelo

potencial de alteracdo dos organismos (Brown, 1978).

Essa variacdo é condicdo fundamental para que haja
evolucdo; a manutencdo da diversidade genética € matéria prima
para a sobrevivéncia das espécies, ja que a selecdo natural atua
nas populagbes em funcdo da adaptacdo ao ambiente,
direcionando para a variagdo entre populacbes e, no fim do
processo, para a variacao entre as espécies (Torggler et al., 1995).
Quanto maior a variabilidade genética existente na populacao,
maior sua chance de perpetuacdo. Ora, sendo assim, a descrigéo e
distribuicdo da variagdo genética é a base para conservagdo das
espécies (Yeeh et al. 1996).

Cavallari,2004, sugere que os padrdes de distribuicdo e
estruturacdo de variabilidade genética nas populacGes séo
definidos por interagcbes entre fatores ecoldgicos e evolutivos
(Cavallari, 2004). Tamanho da populacdo, modo de reproducgéo

(assexuada ou sexuada), sistema de reproducdo, fluxo génico e a
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forma como individuos da espécie interagem com o ambiente e
com outros organismos influenciam na distribuicdo da variacdo
genética entre e dentro das populagdes (Pessoa-Filho, 2008).Para
populacbes grandes, com sistema misto de reproducdo e
mecanismos de dispersdo, existe alta variacdo genética dentro e
baixa entre as populagdes. Em espécies com populacdes
pequenas, com autofecundacédo e limitada taxa de dispersdo, se
espera uma baixa variabilidade dentro da populacdo e alta entre

populacde (Loveles &Hamrick,1984).

Além de conhecer a constituicdo genética dos individuos,
€ necessario determinar como 0s genes sdao transmitidos as
proximas geracdes. A constituicdo genética da populacdo em
relacdo aos alelos, que sdo transmitidos a cada geracdo, pode ser
descrita pelas frequéncias alélicas (Falconer & Mackay, 1996). A
frequéncia alélica é a frequéncia de um alelo particular em uma
populacdo e pode ser estimada contando o ndmero de vezes em
que é encontrado dividido pelo nimero total de alelos daquele

loco na populacédo (Nei, 1987).

Diante do exposto, ainda existe uma questdo que é um dos
problemas que os micologos enfrentam: como definir populacdo

para macro fungos? Seria um grupo de organismos que trocam
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material genéticoentre si? Bom, essa definicdo se encaixa para
certos grupos, mas aqui, ndo nos é suficiente, pois nos deparamos
com mais um inquietude: Como definir individuos em

macrofungos?

Por isso, para entender a estrutura genética (frequéncia
alélica no tempo e espaco) em macrofungos necessitamos ao
mesmo tempo definir a distribuicdo espacial dos organismos
(determinada pelo sistema de reproducao e sistema de dispersao),
suas limitacdes fisicas (Futuyma, 1992), e a genética temporal,

que se refere as geragdes e suas subdivisdes (Brown, 1978).

Uma das especificidades importantes do processo
evolutivo € a inseparabilidade de seus dois momentos: 0 processo
e 0 seu produto. Entender a diversidade genética em macrofungos,
organismoschave para os ecossistemas florestais, em virtude de
seus diversos servigos ecossistémicos (como degradadores da
matéria organica e ciclagem de nutrientes, por exemplo), é
fundamental para sustentabilidade e estabilidade dos

ecossistemas.
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7. MARCADORES MOLECULARES- Vou mostrando como sou e

vou sendo como posso(M.M.)

Marcadores genéticos sdo caracteristicascapazes de
diferenciar os individuos.Quando o pesquisador se preocupa com
as caracteristicas morfoldgicas, ele lanca seu olhar para
marcadores morfologicos, os fendtipos, que sdo resultado da
interacdo dos fatores epigenéticos (modificagdes herdaveis sem
que haja mudanca na sequencia de DNA) e o gendtipo mais 0s
fatores ambientais; sdo caracteristicas visiveis, observaveis do
organismo. Quando o interesse se refere as caracteristicas
presentes ao nivel molecular, o pesquisador entdo se preocupa
com os marcadores (moleculares), mais especificamente 0s
polimorfismos (diferencas na sequéncia de nucleotideos)
detectados na sequéncia de DNA. Ou seja, esse marcador é
definidocomo um carater molecular oriundo de um gene expresso
ou de um segmento especifico de DNA observado diretamente no
genoma (Ferreira & Grattapaglia, 1998).

Se compararmos esses dois tipos de marcadores, 0s
moleculares tém algumas vantagens frente aos morfolégicos. Em
contraste com caracteres morfologicos, o0s marcadores

moleculares possuem neutralidade fenotipica, ndo estdo sob
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influénciasambientais, portanto, geralmente sdo herdados de
forma codominante e podem ser detectados tanto em organismos
jovens como em adultos (Ferreira & Grattapaglia, 1998; Milach,
1988a).

A escolha dos marcadores moleculares deve ir ao encontro
de caracteristicas desejaveis que esse marcador possa oferecer
como, por exemplo, a presenca de alto polimorfismo (sem
saturacdo ou homoplasias oriundas de excessos de polimorfismo),
reprodutibilidade, ampla distribuicdo através do genoma e

facilidade de mensurar(Souza, 2014).

O Polimorfismo de DNA entre individuos, o que move o
interesse de estudos com os marcadores moleculares, possui
diferentes origens: pode ser devido a variacbes de comprimento
geradas por insercdo ou delecdo de um ou mais nucleotideos em
uma sequéncia de DNA, os chamados INDELS ou,auma variagéo
na sequéncia de DNA que afeta somente uma das bases
nitrogenadas(adenina (A), timina (T), citosina (C)ou guanina (G))
na sequéncia do genoma, e esse tipo de variacdo recebe o nome de
SNPs (Single Nucleotide Polymorphism) que devem ocorrer em
no minimo 1% de determinada populagdo (Griffths, 2006). Uma

vez identificados in silico, 0os marcadores precisam ser
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convertidos em pares de primers especificos que amplifiquem
apenas a regiao que contém a mutacdo, para posterior validacéo e

mapeamento.

Porém, usar um Uunico marcador pode apresentar
limitacGes; trazendo a discussdo para a micologia, diversos grupos
de fungos podem apresentar diferentes niveis de variacdo
interespecifica, intraespecifica ou até intra-individuo, o que pode
gerar uma super ou sub estimacdo da diversidade (Rodriguez,
2003).

Existem diversos marcadores moleculares, que nos
permitem analisar genes especificos, aplicados a estudos
bioldgicos, ecoldgicos e sobre diversidade. Em trabalhos no
contexto micolégico, marcadores como ITS, LSU, TEFl-a sdo
comumente utilizados (Alvarez & Wendel, 2003;Song, et al.
2017),especialmente porque sdo unidades herdaveis multicopia,
conservadas (com baixa taxa de mutacdo) capazes de revelar
polimorfismos. Entretanto, ndo ha um marcador Unico que seja
totalmente eficiente e capaz de revelar a estrutura da diversidade

genética, dai, diante disso se faz necessario utilizar combinagdes
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de marcadores. Para o0 presente estudo, fiz a combinacédo de cinco
marcadores, a saber, ITS, ATP6, RPB2, EF1-a e —tub.

Um dos principais marcadores utilizados na genética de
fungos € o DNA ribossomal (DNAr), sendo considerado a regido
Barcoding, sistema de identificacdo e descobrimento de espécies
utilizando um pequeno trecho de DNA de uma regido padronizada
do genoma (Schoch et al. 2012). Essa unidade possui trés regides
génicas (18S, 5.8S e 28S — Figura 2) e duas regides espacadoras
(ITS e IGS) e possui sequencias altamente conservadas (Baldwin
et al 1995; Appel; Gordon, 1996; O’donnell & Cigelnik, 1997). A
regido ITS (Internal transcribed spacer) é o espacador situado
entre a subunidade menor e a subunidade maior do ribossomo
revela a diversidade genética entre espécies estreitamente
relacionadas, pois por ser conservada e multicopia, se torna valida
especialmente para variacbes intra- genérica, revelando

informacdes especificas (Bruns et al. 1991).

[ NTS ] rDNA-repeat [ NTS ] rDNA-repeat |
[ IesT I 1 283 | CT8sT T ] 288 |
ETS 5,35/ ETS 588

TS ITS

Figura 2: Mapa da regido ITS do rDNA (Torres-Machorro,

2010) utilizado como um das regides génicas no presente trabalho.
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A RNA-polimerase, € a enzima que cataliza a transcri¢éo
de DNA. Possui cerca de 10 a 12 subunidades. A segunda
subunidade maior é a RPB2, que mantém contato com o sitio
ativo da enzima entre a fita molde de DNA e o0 RNA mensageiro
recém-sintetizado (Bandon, 2006; Malkus et al 2006). Esse
marcador molecular, dessa regido,é variavel e de répida evolugdo
e tem se mostrado Util para determinacdo especifica em nivel

molecular (Figura 3).

RPB2-7F
RPB2-3bF fRPB2-5F RPB2-6F fRPB2-7F

i ammm

fRPB2-5R RPB2-6R RPB2-7R RPB2-11bR
fRPB2-7R RPB2-11aR

0.5 kb
fRPB2-11aR

Figura 3:Mapa da regido génica para o marcador RPB2,
utilizado como um dos marcadorese as regifes de ancoragem dos

primers.

Os marcadores mitocondriais acessam a informacgao
contida no DNA mitocondrial, presente na organela responsavel
pela respiragdo celular, a mitocondria. E uma molécula circular,

que possui tamanho, em pares de bases, variaveis nos diferentes
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grupos de eucariotos e carrega heranca uniparental (Brown et al.

1979).

As diferencas nos tamanhos e na capacidade de codigo dos
DNAs mitocondriais dos organismos indicam que durante a
evolu¢do houve uma provavel movimentagdo do DNA entre a
mitocondria ¢ o nucleo; em fungos,existe a presenca de introns,
partes da molécula que ndo sdo codificantes e sinais de
recombinacdo e é uma molécula (em leveduras) que tem tamanho
aproximado de 78.000 pb(Pakendorf, 2005). O marcador
escolhido para o DNA mitocondrial (ATP6) é o do gene para
ATP-sintase (ATP6) que, além da sintese de ATP pra
metabolismo energético,ainda tem sob sua responsabilidade a
manutencdo da integridade da molécula de DNA
mitocondrial(Figura 4).
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Figura 4: Esquema do mtDNA com suas respectivas regides

genéticas, incluindo a regido ATPS, utilizada no presente trabalho.

Um marcador que é pouco usado na micologia € o
marcador para 0 gene da PB-tubulina.Os microtibulos s&o
proteinas essenciais cuja principal funcdo é estrutural. Fazem
parte do citoesqueleto e participam diretamente da diviséo celular
e da migracdo e posicionamento nuclear. Microtlbulos sdo tubos
longos, formados por moléculas de tubulina (filamento proteico)
em formato globular: a a-tubulina e B-tubulina (Stotz & Long,
1999, Postingl et al. 1981).A B-tubulina, tem despertado interesse
devido & alta conservacdo de sua sequéncia. Genes que codificam
B-tubulina em fungos geralmente variam entre filos, mas sao
altamente conservados em espécies relacionadas (Stefan et al
2004; Kawchuk et al. 2002) (Figura 5).
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Figura 5: Mapa da regido génica B-tubulina, marcador

molecular utilizado no presente trabalho.

O TEF 1o ou EF-1 a, é fator de alongamento da traducéo,
gene membro da familia das GTPase (enzimas que se ligam e
hidrolizam o GTP, molécula de transporte energético), de
estrutura conservada presente nos eucariotos, essencial durante a
fase de alongamento da sintese de proteinas (Baldauf et al. 1993;
Ichi & Inoue, 1995; Keeling et al. 2004; O’donnell et al. 1998).
Por apresentar regides conservadas e com elevada atividade
promotora é considerado um gene housekeeping utilizado em
estudos filogenéticos e em diferenciacbes de espécies em
eucarioticos (Roger et al. 1999; Lievens et al. 2008) e possui alto
grau de polimorfismo entre espécies estreitamente relacionadas
(Sampietro et al. 2010) (Figura 6).
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Figura 6: Mapa da regido EF1 e EF2 (Geiser et al.2004),
marcador molecular utilizado no presente trabalho.

8. O HOSPEDEIRO - Da estrada que nio cabe onde termina (M.G.)

8.1 A Planta e a Mata Atlantica:

Tao importante quanto entender quem € o fungo, em
amplo contexto, € entender seu hospedeiro ja que existe uma
intima relacdo entre os organismos. Quem abriga Phellinotus
piptadenae em seu interior e o carrega sobre si € uma espécie
arbdrea chamada Piptadenia gonoacantha (Mart.) J.F.Macbr., ja
citada nesse texto. A espécie ocorre, segundo Lorenzi (1992),
principalmente na Floresta Pluvial da encosta Atlantica.
Apresenta distribuicdo que vai de areas ao nivel do mar, nos
litorais das regides Sul e Sudeste, até areas de altitude na regido

serrana de Minas Gerais (Figura 7).
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Figura 7:Distribui¢do geografica de ocorréncia natural do Pau Jacaré —

Piptadenia gonoachanta(Mart.) J.F.Macbr. Fonte: EMBRAPA, 2004.

Mas aqui, vale um resgate para que sepossa
contextualizarum pouco da histéria da Mata Atlantica, dominio
fitogeografico em que as personagens dessa histéria coexistem

(Salvador-Montoya et al. 2015).
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No passado, inicio do século XVI, a Mata Atlantica
abrangia uma area de 1.315.460 km?, distribuidos dos estados do
Rio Grande do Sul ao Rio Grande do Norte. Em razéo da
exploracdo dos recursos desse ecossistema e intensa acao
antropica, a cobertura vegetal nativa de suas florestas foi reduzida
a fragmentos pequenos e desconectados (Putz et al. 2011). Da
cobertura original, restam 7% de fragmentos acima de 100
hectares que ainda estdo conservados (SOS Mata Atlantica,
2015).

Mesmo com quase uma completa redugdo, a Mata
Atlantica representa uma das fito-fisionomias mais ricas em
biodiversidade, sendo decretada Reserva da Biosfera pela
UNESCO, Patriménio Nacional pela Constituicdo Federal de
1988 e considerada um hotspot mundial para a conservagao em

virtude da ameaca que sua biodiversidade esta sujeita.

A composicdo da vegetacdo na Mata Atlantica é formada
por um mosaico de formacdes florestais definidas como Floresta
Ombrofila Densa, Ombrofila Mista, Estacional Semidecidual,
Estacional Decidual, Ombroéfila Aberta e alguns ecossistemas
associados com os campos de altitude, manguezais e restingas
(Rodrigues et al. 2009).
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Segundo Caruso (1990), a Mata Atlantica representava
74% da cobertura vegetal da Ilha de Santa Catarina, (313 km?),
porém, até o ano de 1978, 87,8% de sua &rea original foi
destruida, restando apenas 12,7% nas regides mais inacessiveis
das encostas. Hoje, a vegetacdo se distribuiquase que
exclusivamente de forma fragmentada nas encostas dos morros,

em diferentes estagios de regeneracao.

Diversos estudos destacam o0s impactos negativos da
fragmentacdo dos remanescentes da cobertura vegetal original
para a manutencdo da diversidade genética (Young et al. 2000;
Laurence & Cochrane, 2001; Tabarelli et al. 2004), como o
prejuizo ao fluxo génico entre os ambientes (Smith-Ramirez et al
2007) e a reducdo da variabilidade genética dessas populacbes
(Cascante et al. 2002), além do fato de que o sucesso reprodutivo,
a taxa de crescimento e estrutura demogréafica das espécies
também podem ser muito prejudicados devido aos processos de
fragmentacgéo (Rodrigues & Nascimento, 2006; Vidal, 2007).

As populacdes dessas areas estdo sujeitas a um aumento
na taxa de auto fecundagdo e de cruzamento entre individuos
aparentados elevando a endogamia (Hanson et al. 2008). A

endogamia pode reduzir a heterozigosidade ea adaptabilidade das
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espécies, aumentando a probabilidade de extingdo dessas
populagdes (Matthies et al. 2004; Reed, 2005).Ao encontro desse
fato esta o trabalho realizado por Bajay, (2010), que investigou a
estrutura a diversidade genética de P. gonoacantha; os dados das
coletas revelam que existe auséncia de fluxo génico entre as
localidades em que houve amostragem, mas 0s genotipos
analisados estdo submetidos a forte endogamia, visto que, dentre
outros aspectos, a area amostrada estd sujeita a intensa

fragmentacéo.

Mas voltando, de fato, a espécie botanica, o género
Piptadenia (Mimosoideae-Fabaceae) tem aproximadamente 80
espécies tropicais e subtropicais da América (Lewis, 1987).
Dentre essas espécies, encontra-se a Piptadenia gonoacantha,
conhecida como pau-jacaré, angico-branco, monjolo, caniveteiro,
casco-de-jacaré, camboeteiro, serreiro, icarapé, jacarezeiro e
monjoleiro (Carvalho, 2004).Essa planta é uma espécie arborea,
semicaducifélia, heliofita, com 10-20 m de altura e 30-50 cm de
didmetro a altura do peito (DAP), podendo atingir até 30 m de
altura e 90 cm de DAP quando adulta, tipicamente gregaria, com
maior densidade de individuos nas clareiras (Carvalho, 2004).

Possui rapido crescimento, sendo classificada de acordo com o
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estdgio sucessional como pioneira ou secundaria inicial
(Carvalho, 2004; Lorenzi, 2002) ou climax exigente em
luz (Werneck et al. 2000).

O tronco da arvore apresenta cristas aculeadas (Lorenzi,
1992). A casca tem espessura maxima de cinco mm, sendo que a
casca externa possui cristas lineares longitudinais que se
interligam por outras menores transversais, de textura aspera nas
plantas jovens e com rachaduras nas plantas adultas. (Carvalho,
2004) (Figura 8).

Figura 8: Pau Jacaré. Figura (a) Destaque para os aculeos; (b)

Detalhe para a filotaxia - folhas alternas, compostas bipinadas (Foto:
Raissa Nagaoka); (c) Detalhe dos frutos (Fonte: EMBRAPA).



34

8.2 A Geologia, ohistorico do uso da llha de Santa Catarina, e

arelacdo com a distribuicdo do Pau Jacaré:

1) Geologia da Ilha de Santa Catarina — Uma volta no tempo

Para Rocha, 1983, a geomorfologia, cujo objetivo é a
génese e a evolucdo das formas do relevo, guarda uma estrita

relacdo com os processos de formacao do solo (Rocha, 1983).

Diante desse argumento, ha a necessidade de se fazer um
breve histérico dageomorfologia da Ilha de Santa Catarina, para
alinhavar o pensamento indo ao encontro da formacdo dos solos,
que é 0 que mais nos interessa aqui, pois determinados tipos de
solo, explicam, por um lado, a ocorréncia de Piptadenia

gonoacantha nas localidades em que foram amostradas.

A llha pode ser classificada em dois dominios
geomorfoldgicos: Terras altas e Terras Baixas (GERCO, 2010).0
Dominio geomorfoldgico das Terras Altas é constituido por
rochas do Embasamento Cristalino (conjunto de rochas
igneas ou metamorficas). Ja o dominio geomorfoldgico das Terras
Baixas é representado por terrenos de baixa amplitude altimétrica,
geomorfologicamente identificado por praias, planicies de marg,

corddes litoraneos, dunas, terracos marinhos e fluviais, e segundo


https://pt.wikipedia.org/wiki/Rocha_%C3%ADgnea
https://pt.wikipedia.org/wiki/Rocha_%C3%ADgnea
https://pt.wikipedia.org/wiki/Rocha_metam%C3%B3rfica
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Herrmann e Rosa, 1991, onde se identifica acumulo de

sedimentos (Herrman & Rosa, 1991).

Existe uma grande diversidade de solos associados a esses
dois dominios geomorfoldgicos. Para nosso estudo aqui dois sdo
importantes: os Solos Argissolos Vermelho-Amarelos e Argissolos
Vermelhos, associados ao Dominio Geomorfologico das Terras
Altas, encontrados nas encostas de morros e colinas e o Neossolo
Quartzarénico, associados ao Dominio das Terras Baixas,
encontrado nas planicies e nos depositos edlicos. Para a llha, esse
solo é encontrado nas proximidades do rio Papaquara, praia
Brava, Sdo Jodo do Rio Vermelho e limite leste da lagoa da
Conceicdo; ha ocorréncia desde a praia Mole até a praia da
Armacdo, em faixas por vezes descontinuas, a oeste em
Naufragados, ponta da Tapera e do Caiacanga-Acu (Alencar,
2013).

Segundo a literatura (Carvalho, 2004;Gallao et al. 1998), o
Pau Jacaré ocorre naturalmente em solos variados, incluindo solo
de origem calcéria e solos com textura que varia de areno-argilosa
a argilosa, ou seja, sua distribuicdo atual, especialmente nas areas
de maior ocorréncia (Morro da Lagoa e Encosta de Naufragados)

acompanha a distribuicéo.
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Mas a caracteristica do solo é apenas um dos vieses
possiveis para tentar explicar a distribuicdo da espécie vegetal, é
preciso também olhar sob a perspectiva do uso da Ilha pelas

comunidades.

ii) O Histdrico do Uso da Ilha e dePiptadeniae

gonoacantha, o Pau Jacaré

De acordo com Caruso (1990) a cobertura vegetal da Ilha
comecou a sofrer exploracdo efetiva apds o estabelecimento das
colnias de origem acoriana, no século XVIII, nos idos de 1750.
A partir desta época, 0s diversos tipos de exploracdo da madeira
(lenha, construcdo naval, civil, de moveis e para exportacdo) se
intensificaram (Caruso, 1990). A mesma autora sugere,
entretanto, que a agricultura foi o principal fator do
desmatamento. Foram os desmatamentos realizados para abrirem
espaco para a agricultura os principais responsaveis pelo impacto
sobre a vegetacdo, ja que o colono abria as clareiras a fogo e
machado, deixando o solo sem cobertura vegetal. A baixa
fertilidade dos solos da Ilha e a grande declividade dos terrenos,
junto com essa pratica de cultivo que ndo conserva a terra,
contribuiram para que, a medida que o solo se esgotava, a

fronteira agricola fosse se movendo a novas areas (Seja para o
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interior ou subindo as encostas) para dar lugar a novas rogas
(Caruso, 1990).

Mesmo as areas remanescentes que ndo foram desmatadas
totalmente, sofreram extracdo seletiva de &rvores de valor
econémico. Portanto, mesmo em &reas cuja agricultura ndo afetou
significativamente, elas ndo apresentam mata primaria tipica, em
funcéo da exploracdo da madeira. Essas areas remanescentes mais
significativas estéo localizadas nas partes mais altas das encostas,
principalmente na regido da Lagoa do Peri, Ribeirdo da llha,
Macico da Costeira e Rio Tavares, ao sul, Costa da Lagoa, a leste,

e Ratones, no norte da llha.

Lelles, 1978, e Heringer, 1947, em seus estudos, chamam
a atencdo no sentido de que Piptadenia gonoacantha tem uso na
construgéo civil, como fonte de lenha e carvédo vegetal e biomassa
para alimentacdo animal sendo, portanto, uma planta com
potencial exploratério que pode ter sido amplamente utilizado

pelos colonos (Lelles, 1978; Heringer, 1947).

Sendo assim, foram reunidasaqui possibilidades coerentes

que nos ajudam a entender a atual distribuicdo do hospedeiro e
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consequentemente a distribuicdo e ocorréncia do fungo da forma

em que foi encontrada.

Depois do exposto,sdo apresentadasalgumas perguntas
orientadoras, que serviram como linha mestra do presente

trabalho:

i) Os 500 anos de fragmentacdo da Mata Atléntica é tempo
suficiente para uma significativa diferenca genética entre o0s

organismos coletados nas diferentes localidades amostradas?

ii) E possivel existir mais de uma populacio de Phellinotus

piptadeniae na llha de Santa Catarina?

iii)A estratégia utilizada para estudo da Diversidade Genéticarevela

significativamente os polimorfismos?

iv)O que a variacdo genética, caso ela exista, diz sobre a historia da

espécie?

v) Qual a importancia para a Conservacdo de Piptadenia
gonoacantha e da Mata Atlantica e de Phellinotus
piptadeniaerelacionado ao estudo de genética de populagdes em

macrofungos?
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9. OBJETIVOS

9.1 Gerais:

Acessar as bases populacionais de uma espécie de fungo
pertencente  aHymenochaetaceae, Phellinotus  piptadeniae,
parasita facultativo de Piptadenia gonoacanthana Ilha de Santa

Catarina.

9.2 Especificos:

a) Caracterizar a estrutura populacionale a variabilidade

genética de Phellinotus piptadeniae na Ilha de Santa Catarina

b) Quantificar e comparar, se houver,a variabilidade

genética intra populacional e inter populacional.

¢) Relacionar a diversidade genética com a distribui¢do
geografica e fazer inferéncias sobre a dispersdo, especiacdo e
outros fatores evolutivos que afetam a distribui¢ao da diversidade

genética da espécie na area amostrada;
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10. MATERIAL E METODOS

10.1 Populagdes em estudo e estratégia de coleta

Foram amostradas sete localidades na llha de Santa
Catarina totalizando 74 individuos. As populacdes amostradas e
suas respectivas regides de coleta foram definidas com base na
localizacdo das populacbes de Piptadeniae gonoacantha,
hospedeiro do fungo objeto desse estudo, disponiveis em listas
virtuais de acervos de herbéario (Splink;
http://lwww.splink.org.br/index?lang=pt) e citacdes na literatura
(Tabela 1).

As localidades estdo distribuidas entre as regides norte,
sul e centro da llha, distantes, em linha reta,31.8 km em seus
extremos.(Figura 9).

Tabela 1. Relacdo de espécimes estudados de Phellinotus piptadeniae
coletados em Piptadenia gonoacantha, com informag6es sobre nimero
de Coletor, localidade, coordenadas geograficas dos Individuos

coletados.


http://www.splink.org.br/index?lang=pt
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Namero de
Coletor
MF 059
MF 060
MF 061
MF 062
MF 063
MF 064
MF 065

MF 072
MF 073
MF 074
MF 075
MF 081
MF 082
MF 083
MF 084
MF 085
MF 086
MF 087
MF 088
MF 089

MF 076
MF 077
MF 078
MF 079
MF 080

MF 090
MF 091
MF 092

Coordenada

27°35'56.82"S
27°35'57.08"S
27°35'55.61"S
27°35'55.12"S
27°35'49.68"S
27°35'49.03"S
27°35'50.13"S

27°36'06.96"S
27°36'07.84"S
27°36'08.00"S
27°36'05.41"S
27°36'05.47"S
27°36'04.92"S
27°36'04.39"S
27°36'04.45"S
27°36'04.36"S
27°36'04.28"S
27°36'04.30"S
27°36'04.27"S
27°36'07.15"S

27°36'03.42"S
27°36'04.70"S
27°36'02.99"S
27°36'03.59"S
27°36'04.91"S

27°48'24.55"S
27°47'52.06"S
27°48'24.88"S

48°30'38.40"0
48°30'36.01"0
48°30'37.76"0
48°30'38.06"0
48°30'38.94"0
48°30'37.83"0
48°30'38.26"0

48°28'28.70"0
48°28'27.12"0
48°28'25.96"0
48°28'25.54"0
48°28'22.51"0
48°28'21.90"0
48°28'23.64"0
48°28'24.20"0
48°28'23.51"0
48°28'23.36"0
48°28'23.14"0
48°28'23.33"0
48°28'22.08"0

Altitude

28m
33m
32m
28m
27m
17m
31m

27m
25m
20m
13m
20m
26m
15m
16m
15m
14m
15m
15m
25m

48°31'35.38"044m
48°31'35.52"034m
48°31'38.33"078m
48°31'38.40"065m
48°31'37.64"046m

48°33'36.93"0
48°33'49.20"0
48°33'36.91"0

26m
47m
35m

Localidade na
Ilha de SC

Parque do

Corrego —Centro

da llha

Canto da Lagoa —

Centro da Illha

Rua Rodolfo

Manuel Bento —

Centro da llha
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MF 093
MF 094
MF 095
MF 096
MF 097
MF 098
MF 099
MF 100
MF101
MF 102
MF 103
MF 104
MF 105
MF 106
MF 107
MF 108
MF 109
MF 110
MF 111
MF 112

MF114
MF 115
MF 116
MF 117
MF 118
MF 119

MF 120
MF 121
MF 122
MF 123
MF 124
MF 125

27°48'23.31"S
27°48'34.72"S
27°48'39.47"S
27°48'39.80"S
27°48'40.49"S
27°48'39.55"S
27°48'40.61"S
27°48'51.50"S
27°48'52.18"S
27°48'51.53"S
27°48'01.31"S
27°48'01.98"S
27°48'01.60"S
27°48'02.85"S
27°47'50.33"S
27°47'48.53"S
27°47'47.76"S
27°47'48.67"S
27°47'49.34"S
27°47'51.03"S

27°35'43.98"S
27°35'48.85"S
27°35'43.76"S
27°35'44.60"S
27°35'43.81"S
27°35'44.39"S

27°35'50.56"S
27°35'48.65"S
27°35'33.10"S
27°35'32.96"S
27°35'12.02"S
27°35'07.92"S

48°33'37.52"0
48°33'33.10"0
48°33'33.39"0
48°33'33.28"0
48°33'32.93"0
48°33'33.16"0
48°33'32.67"0
48°33'35.02"0
48°33'36.32"0
48°33'34.73"0
48°33'59.96"0
48°33'00.16"0
48°33'00.02"0
48°33'00.43"0
48°33'59.49"0
48°33'46.71"0
48°33'41.85"0
48°33'45.86"0
48°33'45.81"0
48°33'48.64"0

48°29'24.54"0
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MF 126 7°31'25.82"S 48°28'32.26"0 50m
MF 127 7°31'27.01"S 48°28'30.93"0 36m
MF 128 7°31'26.99"S  48°28'31.02"0 38m Ratones —
Norte da Ilha
MF 129 7°31'27.00"S 48°28'31.32"0 41m
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NORTE DA
ILHA (Ratones)

o0 © ;o _»{éENT%O DA
ILAA

SUL DA ILHA
(Naufragados)

& B

Figura 9: Mapa da llha de Santa Catarina, Brasil, com (A)
localizagdo da Ilha de santa Catarina no mapa do Brasil e no mapa do
estado (B) os pontos das Localidadesde coleta de Phellinotus
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piptadeniae realizadas nas partes norte, centro e sul da llha, em
hospedeiro vivo de Piptadenia gonoacantha.

Os basidiomas foram coletados manualmente ou, quando
fora do alcance das maos, com a utilizacdo de poddo. Em seguida,
0os basidiomas foram armazenados em sacos de papel,
respectivamente identificados com nimero de coletor, data e local
de coleta. Pontos de geo-referenciamento também foram

anotados.

Em laboratério, pos-campo, fragmentos dos basidiomas
ainda frescos foram retirados com lamina estéril, envoltos em
papel manteiga e acondicionados em sacos hermeticamente
fechados (tipo Ziplock®) com silica, a fim de preservar o DNA
para estudos moleculares. O restante dos basidiomas foi mantido
por 12ha 24h em estufa para desidratacdo (30°C a 35°C).

10.2 Extracédo de DNA total

A extracdo de DNA total a partir dos basidiomas foi
realizada com base no protocolo de Doyle & Doyle (1987),
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modificado por Goes-Neto (2005).Aproximadamente 80mg a 120
mg de fragmentos de basidiomas foram maceradas com o auxilio
de pistilos e cadinhos(almofariz) de porcelana com nitrogénio
liquido até a formacdo de um pd fino. Esse macerado foi
transferido a microtubos de 2 ml onde foram adicionados de
800ul a 900ul de tampdo de extracdo a base de CTAB (2 %
CTAB; 1,4 M NaCl; 20 mM EDTA; 100 mM Tris-HCI; pH 8,0;
1% PVP e 2% [B-mercaptoetanol) pré-aquecido em banho-maria a
65 °C.

Para garantir total contato do tamp&o com o macerado, foi
usado um vortex de bancada para agitacdo da solugdo que em
seguida foi transferida para banho-maria a 65 °C por 40 minutos.
Durante os primeiros 10 minutos foi feito choque térmico em
intervalos de 2 minutos, sendo os tubos levados ao freezer -20 °C
até o congelamento e depois recolocados no banho-maria com
inversdo dos tubos. Em seguida se seguiu os restantes 30 minutos

de incubacdo a 65 °C.

Dado o tempo, 0s microtubos foram retirados do banho-
maria, e centrifugados por 6 minutos a 12.000 rpm para separacéo

da fase sélida da fase liquida. Em capela de exaustdo, foi
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realizada retirada do sobrenadante (por¢éo liquida) e transferéncia
desse contetdo para outro tubo de 2 ml, com o acréscimo de 1,0
ml cloroférmio-alcool isoamilico na propor¢do 24:1. Os
microtubos foram novamente agitados em vortex de bancada para
homogeneizar a solugdo. Depois deste procedimento, os tubos
foram centrifugados por 10 min a 12.000 rpm.O sobrenadante foi
transferido para um microtubo de 1,5 ml, sendo neste
acrescentados etanol absoluto a -20 °C no mesmo volume da
quantidade de sobrenadante transferido em cada um dos tubos. Os
tubos permaneceram durante 2 h em freezer -20 °C para a
precipitacdo dos &cidos nucleicos e entdo centrifugados por 10
min a 12.000 rpm para a formacdo do precipitado ou pellet. Apos
a formacdo do pellet, o sobrenadante foi descartado e o pellet
lavado duas vezes com 1,0 ml de etanol 80%. Apos isso, o pellet
permaneceu secando durante 30 minutos em banho seco a 30°C.
Posteriormente, o pellet foi ressuspendido em 15 ul de &gua
MiliQ autoclavada. Por fim, os tubos foram acondicionados em

freezer -20 °C para as posteriores analises moleculares.
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10.3 Quantificacdo de DNA Total

A gquantidade e qualidade do DNA total foi avaliada por
estimativa visual em gel de agarose a 0,8% (Sambrook e Russel,
2001) corado com GelRed® por comparagdo com o padrédo de
bandas do marcador 1 kb DNA ladder (New England Biolabs®),
e pelo espectrofotdmetro Nanodrop 1000® (Thermo Scientific®).

10.4Padronizacao da amplificacéo via reacdo em cadeira da
polimerase — PCR

Os extratos foram submetidas a técnica de Reacdo em
Cadeia da Polimerase(PCR) em que foram empregados 0s pares
de primers ITS1/ITS4 (White et al. 1990) conservados para a
regido de rDNA, para amplificacdo respectivamente da regido
(ribossomal) espacadora interna transcrita (Internal transcribed
spacer), RPB2 25F/RPB2 7.1R que codifica a segunda maior
subunidade da RNA polimerase Il (Matheny et al. 2007),
TEFlaque codifica o fator de elongacdo 1-a da traducdo(Roger et
al. 1999; Lievens et al, 2008), ATP6 2/ ATP63(ATPase subunit 6)
do DNA mitocondrial (Giachini et al 2010, Kretzer & Bruns
1999), Btub a/Ptub b (Stefan et al 2004; Kawchuk et al 2002,
Germain et al 2009).
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Para as reacOes foi usado o reagente Master Mix (ABM®)
com diluicdo para volume final de 25uL por reagédo (Tabela 2). As
amplificagdesdos cinco marcadores foram efetuadas com base em
literatura e ajustes pontuais nas temperaturas de anelamento e
numeros de ciclagem foram feitos durante o processo de
padronizacdo (Tabela 3) que se deu até que o produto de
amplificacdo fosse uma banda Unica, nitida e de tamanho em

pares de base correspondente ao tamanho do fragmento alvo.

Tabela 2. Componentes e concentragfes utilizadas nas reacoes de
amplificacdo PCR para os cinco marcadores moleculares utilizados.

COMPONETES VOLUME

DNA 4uL
MASTERMIX ABM 10 pL
PRIMER 1(10pM) 0,5 UL
PRIMER 2 (10uM) 0,5 UL
AGUA MILIQ NUCLEASE FREE 10 L

Volume final da reacdo (pL) 25
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Tabela 3. Condiges de ciclagem (temperatura T °C e tempo) para a
amplificacdo PCR dos cinco marcadores moleculares usados.

~ MARCADOR ITS MARCADOR ATP6
PASSO DESCRICAO
T°C TEMPO T°C TEMPO

1 Desnatura Inicial 95 2’ 94 2’
2 Desnaturagdo 95 307 94 35”
3 Anelamento 60 307 37 55”
4 Extensédo 72 I 72 I
5  Numero de Ciclos 5 5

6 Desnaturagéo 95 30” 94 35”

7 Anelamento 65 30” 45 557
8 Extenséo 72 1’ 72 1’
9  Numero de Ciclos 25 30

10 Extensdo Final 72 10° 72 10°




- MARCADORRPB2  MARCADOR TEF1
PASSO DESCRIGAO
T°C  TEMPO  T°C TEMPO
1 Desnatura Inicial 94 2> 94 2’
2 Desnaturacéo 94 40”7 94 30”
3 Anelamento inicial 60 40”7 66 307
Anelamento final 53 407 57 30”
4 Extensdo 72 2 72 r
5 Numero de Ciclos 8 10
6 Desnaturacédo 94 45” 94 30”
Anelamento inicial 53 1’30~ 56 30”
8 Extenséo 72 2’ 72 I
9 Numero de Ciclos 36 36
10 Extensdo Final 72 10° 72 10°
. MARCADORBTUB
PASSO DESCRICAO
T°C TEMPO
1 Desnatura Inicial 94 3
2 Desnaturacao 92 307
3 Anelamento 56 30”7
4 Extenséo 72 r
5 Numero de Ciclos 36

51
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6 Extensao Final 72 10°

*Termociclador BioradC1000

10.5 Purificac@o pos-amplificagédo
Apos cada reacdo de amplificacdo, os produtos foram
purificados, com o intuito de retirar residuos de primers e

DNTP’s nao incorporados durante as amplificacgoes.

A cada reacgdo, foram adicionados 20,0 uL de PEG 8000
20% contendo cloreto de sodio a 2,5 M. As reacGes foram
agitadas em Vortex e incubadas por 30 min a 37 °C no
termobloco do Termociclador. Em seguida, as reagbes foram
centrifugadas durante 15 min a 13.000 rpm. O sobrenadante foi
removido e foram adicionados 125,0 pL de etanol, gelado, a 80%
para a lavagem do pellet. As reacdes foram centrifugadas em
temperatura ambiente durante 7 min a 13.000 rpm. O
sobrenadante foi novamente removido e em seguida foram
adicionados 125,0 pL de etanol 80% gelado, para a lavagem do
pellet. As reagBes foram novamente centrifugadas em temperatura
ambiente durante 7 min a 13.000 rpm. O sobrenadante foi

removido e se deixou o pellet secar em temperatura ambiente por
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8h. O pellet foi ressuspendido em 15,0 uL de agua ultra pura
autoclavada.

O produto de PCR purificado foi posteriormente
quantificado por estimativa visual em gel de agarose 0,8%, corado
com GelRed (Biotium®), por comparagdo com o padrdo de
bandas do marcador 1 kb DNA ladder (New England Biolabs®).

10.6 Reac0es de sequenciamento

Depois de amplificados e purificados, os produtos de
amplificagdo dos cinco marcadores foram sequenciados, pelo
método de Sanger (Sanger et al. 1977), com o kit Big Dye
Terminator V3.1 (Applied Biosystems) em um sequenciador de
DNA ABI 3500 XL (Applied Biosystems).

10.7 Alinhamento e montagem de sequéncias

As sequéncias obtidas para cada individuo (uma para o
iniciador direto e uma para o iniciador reverso) para cada um dos
marcadores foram alinhadas e editadas para construcdo da

sequéncia consenso. Em seguida, com as sequéncias ja editadas
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foi feito um mdltiplo alinhamento para observacdo dos
polimorfismos. Para essa etapa foi utilizado o software Geneious
versdo 6.1.8, segundo o algoritmo Muscle.

10.8 Anélises genéticas

10.8.1 Analise dos Dados- Leitura das Sequéncias

A leitura das sequéncias de DNA obtidas, assim como
alinhamento par a par para obtencdo da sequéncia consenso de
cada individuo e o alinhamento maultiplo foi realizada através do

programa Geneious V.6.

10.8.2Parametros intra populacionais

Os parametros da estatistica descritiva como ndmero de
sitios polimérficos (S), nimero de haplétipos (h), diversidade
haplotipica (Hd), diversidade nucleotidica (m), nimero médio de
diferencas nucleotidicas (k) foram obtidos a partir do programa
DnaSP v.5 (Librado & Rozas, 2009). Os valores do parametro
diversidade haplotipica podem variar entre 0 e 1, sendo que
quanto mais proximo de 1, maior a diversidade entre 0s

hapl6tipos analisados.
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10.8.3 Testes de Neutralidade

Foram realizados os testes Fs de Fu e D de Tajima por
meio do programa DnaSP v.5 (Librado & Rozas, 2009). Os testes
de neutralidade avaliam se os polimorfismos observados nas
sequéncias seguem o modelo de variacdo neutra, entretanto 0s
calculos para cada teste sdo baseados em pardmetros distintos. O
teste Fs de Fu é baseado na distribuicdo de frequéncia dos
haplétipos em fungdo de 0 (6=4Np, em que N corresponde ao
tamanho efetivo da populacdo e p a taxa de mutacdo por
sequéncia por geragédo). Valores negativos e significativos para Fs
séo indicativos de expansao populacional (Fu, 1997). O teste D de
Tajima baseia-se nas diferencas entre o numero de sitios
segregantes  (polimoérficos) e o nuomero de diferencas
nucleotidicas. Valores negativos e significativos para o D de
Tajima sugerem selecdo purificadora, efeito carona ou expansao
populacional; enquanto que os valores positivos sdo indicativos
de selecdo estabilizadora ou contracdo populacional (Tajima,
1989).

10.8.4Mismatch Distribution
A Mismatch Distribution, realizada por meio do programa
DnaSP v.5 (librado &Rozas, 2009), avalia a distribuicdo das
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diferencas nucleotidicas pareadas entre individuos, investigando a
historia demografica das populagbes. Ela permite discriminar
entre populagdes que permaneceram estaveis ao longo do tempo
(curvas multimodais) e populacbes que sofreram expansdo
demogréfica a partir de uma populacao fundadora pequena (curva
unimodal) (Rogers & Harpending, 1992; Mousset et al. 2004;
Lopes, 2006; Aoki et al. 2008).

10.8.5 Distancias Genéticas

A composic¢do nucleotidica e a distancia genética entre 0s
organismos foram obtidos com auxilio do programa MEGA v.7
(Tamura et al. 2007). A disssimilaridade genética pode variar
entre 0 e 1, sendo que quanto mais préximo de 1 mais distantes

geneticamente sdo as populagdes analisadas.
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11. RESULTADOS

11.1 Analises das sequéncias

Dos 74 individuos coletados, para as cinco regides
amplificadas, apenas trés marcadores (ATP6, ITS e RPB2)
tiveram um numero de sequéncias consenso que pudessem gerar
respostas resolutivas para as analises propostas.A medida que as
analises foram sendo realizadas, o marcadorRPB2 ndo revelou
polimorfismo algum e n&o foi usado para as inferéncias. Na tabela
4 sdo apresentadas as relacfes entre marcadores e quantidades de

sequencias.

Tabela 4. Marcadores genéticos utilizados e nldmero de
sequéncias obtidas para cada um deles, respectivamente, de coletas de
Phellinotus piptadeniae realizadas em hospedeiros vivos de Piptadenia

gonoacanthana Ilha de Santa Catarina.

MARCADOR TOTAL DE SEQUENCIAS GERADAS
ATP6 48
ITS 43
RPB2 35
TEF1-a 21
B-TUB 12

Total 159
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Nas sequéncias de DNA dos individuos analisados, para a
regido ITS, foram detectados um sitio polimdrfico e dois
haplétipos, que apresentaram diversidade haplotipica de 0,038. A
diversidade nucleotidica (n) foi de 0,0028. A distancia genética
observada entre os organismos de P. piptadeniaefoi de 0,002, fato
que evidencia que o0s individuos sdo muito préximos

geneticamente.

Ja para a regido ATP6, foram detectados seis sitios
polimorficos e quatro hapldtipos, que apresentaram diversidade
haplotipica de 0,035. A diversidade nucleotidica (m) foi de
0,00136. A distancia genética observada entre 0s organismos de
P. piptadeniaefoi de 0,004, ou seja, reafirmando o que o marcador
its j& havia indicado: proximidade genética entre 0s organismos.

Na tabela 5 estdo reunidos os valores relativos a
diversidade genética dos organismos por marcador segundo

analise geral, de acordo com as trés localidades de coleta.

Tabela 5. Diversidade genética de Phellinotus piptadeniae nas
localidades de coleta (Centro, Sul e Norte da Ilha de Santa Catarina)

baseados nos dados gerados pela analise das sequéncias parciais de
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ITSe ATP6. N = NUmero de sequéncias; h = Numero de Haplétipos; S
= Numero de sitios polimérficos/segregantes; n = Diversidade

Nucleotidica; Hd = Diversidade Haplotipica.

Localidade N h S T Hd
Total ITS 43 2 1 0,0028 0,038
CENTRO 19 3 2 0,00089 0,257
SUL 21 2 1 0,00077 0,111

NORTE 2 1 0 0 -
Total ATP6 48 4 6 0,00136 0,035
CENTRO 28 3 3 0,00105 0,474
SUL 17 3 4 0,00167 0,559
NORTE 3 2 1 0,00123 0,667

Quanto a composicao nucleotidica das sequéncias de DNA
dos organismos para a regido atp6 observou-se, em média, 44,1%
de timina (T), 14,5% de citosina (C), 26,8% de adenina (A) e
14,5% de guanina (G). E possivel observar que a quantidade de
bases nitrogenadas A-T é superior a de C-G. Esse fato vai ao
encontro do que aliteratura reline como recorrente no genoma
mitocondrial (Crozier & Crozier, 1993; Kim et al. 2006;
Bergamaschi et al. 2007).
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11.2 Testes de Neutralidade

Os valores obtidos para D de Tajima e para FS de Fu & Li
estdo reunidos na Tabela 6.

Tabela 6. Resultados dos testes de Neutralidade baseado nos
testes para as regides ITS e ATP6 de Phellinotus piptadeniae da Ilha de
Santa Catarina coletados em hospederiro vivo de Piptadenia

gonoacantha. F - Teste F de Fu & Li; D — Teste D de Fu&Li. =F

Marcador Fu& Li’s D& F Tajima’s D
ITS D =-1.85254, F =-1.89169 -1.09883
ATP6 D =-3.08774, F =-2.93302 -1.22888

Os valores obtidos para o teste D de Tajima nao foram
significativos para nenhum dos marcadores, porém, o valor obtido
para o teste Fs de Fu,para ATP6 foi significativamente negativo
(para valor de p = 0,05), sendo, portanto, indicativo de expanséao

populacional.

Os valores de Fst e Gst, indicadores de fluxo génico
(Tabela 7 e 8), ndo foram significativos para nenhum dos dois

marcadores estudados.
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Tabela7. Diferenciacdo entre os valores dos indicesFst
(diagonal superior) e Gsr (diagonal inferior) para o marcador
molecular ITS com as respectivas localidades de coleta de Phellinotus

piptadeniaecoletados em hospedeiro vivo de Piptadenia gonoacantha.

NORTE CENTRO SUL

NORTE 0 0 0
CENTRO 0 0 0
SUL 0.08163  0.00025 0

Tabela 8. Diferenciacdo entre os valores dos indices deFst
(diagonal superior) e Gsr (diagonal inferior) para o marcador
molecular ATP6com as respectivas localidades de coleta de

Phellinotus piptadeniaecoletados em hospedeiros vivos de Piptadenia

gonoacantha.
NORTE CENTRO SUL
NORTE 0 0.00125 0.00023
CENTRO  0.06077 0 0.00152

SUL -0.00635  0.06742 0
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11.3 Mismatch Distribution

O gréfico obtido a partir do nimero médio de diferencgas
nucleotidicas apresentou distribuicdo unimodalpara o marcador
atp6 (Figura 12); ja o gréafico obtido a partir do nUmero medio de
diferencas nucleotidicas, para a regido its ndo revelou nenhuma
moda ou variacdo sendo indicio de que ha estabilidade ao longo
do tempo (Figura 13).

0.6 4
Exp

--gr- Obs
0.4 -

0.2

10 15 20
Pairwise Differences

Figura 12. Representacdo grafica da curva gerada pelas diferencas par a
par das sequéncias (Mismatch Distribution) da regido ATP6 para o0s
organismos de Phellinotus piptadeniae amostradas na llha de Santa
Catarina sobre hospedeiro vivo de Piptadenia gonoacantha.A distribuicdo
esperada de diferencas par a par, € mostrada em linha continua e a
distancia observada pela linha pontilhada.
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Figura 13.Representacdo gréafica da curva gerada pelas diferencas par a
par das sequéncias (Mismatch Distribution) da regido ITS para o0s
organismos de Phellinotus piptadeniae amostradas na llha de Santa
Catarina sobre hospedeiro vivo de Piptadenia gonoacantha.A distribuicdo
esperada de diferencas par a par, € mostrada em linha continua e a
distancia observada pela linha pontilhada.
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12. DISCUSSAO

As andlises de diversidadegenética populacional de
Phellinotus piptadeniae, a partir das sequéncias de regides
génicas, forneceram subsidios para uma interpretacdo preliminar
sobre sua histéria demogréafica, padrdes evolutivos e a
distribuicdo espago-tempo da sua variabilidade genéticana Ilha de
Santa Catarina. Ainda, como resultados preliminares de um
primeiro estudo com o proposito de investigar diversidade
genética populacional de fungos Hymenochaetaceae da América
do Sul, séo levantadas diretrizes para estudos futuros, bem como
com desdobramentos para a conservacdo das espécies.
Consequéncia natural dessa investigacdo € também avaliar e
discutir a utilidade de certos marcadores e suas respectivas taxas
evolutivas como ferramentas resolutivas para a genética de
populacédo em macrofungos, especificamente de

Hymenochaetaceae.
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12.1 Os marcadores e a variabilidade

Dos cinco marcadores acessados, trésdeles (ITS, RPB2 e
ATP6) foram utilizados nas andlises de diversidade. O marcador
RPB2 nédo apresentou nenhum polimorfismo, sendo, portanto,ndo
efetivo no estudo proposto. Mas isso ndo significa que ndo seja
valido para estudos de diversidade, € necessario um
aperfeicoamento e padronizacdo do uso desse marcador visto que
em um recente trabalho (Song et al. 2017) foi utilizado RPB2
como um dos marcadores na analise multi-loci em estudo de
tempo de divergéncia e biogeografia histérica de Laetiporus
Murrill (Fomitopsidaceae, Polyporales). Esse tdxon (Laetiporus),
embora pertenca a outra familia, também tem uma intima relacéo
com plantas, no caso do género Quercus L. Os resultados gerados,
dentre outros aspectos, revelaram que existe similaridade entre o
tempo de divergéncia entre fungo e planta, cenério da relagdo
parasita-hospedeiro que se assemelha com a relacdo Phellinotus

piptadeniae e Piptadenia gonoacantha.

Quando comparados os dois marcadores que apresentaram
niveis maiores de polimorfismos nas analises de diversidade, o
mitocondrial ATP6 e ribossomal ITS, é perceptivel que a
quantidade e a diversidade dos haplétipos sdo sempre menores



66

para esse ultimo no que diz respeito ao numero de haplotipos e o
namero de sitios polimorficos. O marcador ATP6 é amplamente
usado em estudos populacionais (Freeland et al. 2003; Hufbauer
et al. 2004; Lewter et al. 2006; Li et al. 2006).Essa regido génica
tem sido utilizado e é preferivel ao invés do DNA nuclear para
tais estudos, porque além de ser um marcador de fécil
manipulacdo em laboratério (facil amplificacdo, por exemplo)
(Hoy, 2003), o mtDNA possui taxa evolutiva (a taxa de
substituicdes de base) mais alta quando comparada com 0 DNA
nuclear (Arias et al. 2003). O emprego do mtDNA em estudos
populacionais e evolutivos se vale principalmente do fato dele
possuir uma alta taxa de substituicGes de base, apresentar
alteracBes no tamanho total da molécula devido a insercdes e
delecGes e, principalmente na regido rica em A+T; mais
recentemente, seu emprego se vale devido ao fato de que
translocacdes de genes codificadores de tRNA parecem ser mais
frequentes do que se imaginava, acarretando assim em alterac6es
na ordem génica entre organismos filogeneticamente relacionados
(Arias, 2003).

A evolucdo do genoma Mitocondrial difere sensivelmente
entre os grandes grupos de Eucariotos (Aguileta, et al., 2014); o

genoma mitocondrial em animais sd8o ricos em genes, poucos
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intronse com alto grau de evolucdo de suas sequencias (Boore,
1999). Em plantas, existem maiores taxas de recombinagédo
incluindo grandes regides intergénicas (Palmer el al, 2000).

Embora os genomas mitocondriais em fungos sejam pouco
estudados ¢ sabido que apesar de que o conteudo do gene
mitocondrial seja amplamente conservado, sua ordem relativa dos
genes ¢ altamente variavel, tanto entre como dentro dos principais
filos do Reino (Paquin et al. 1997). Uma diferenga entre os dois
grandes filosAscomycota e Basidiomycota, ¢ que na maioria dos
ascomicetos, os genes sdo tipicamente codificados na mesma
cadeia mtDNA, enquanto que nos basidiomicetos, eles podem ser
codificados em ambas as cadeias de mtDNA (Aguileta, et al.
2014).

Embora os fungos sejam de uma linhagem filogenética
mais proximamente relacionadaaos animais, os mtDNAs nestes
organismos mostram sinais de recombinagdo, caracteristica mais
parecida com os mtDNAs de plantas. Além disso,0s genomas
mitocondriaisdos fungos podem ter grandes regides intergénicas,

incluindo repeticdes de sequéncia e introns (Lang el al. 2007).
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A evolugao da ordem dos genes nas mitocondrias dos
fungos, em particular nos basidiomicetos, sugere uma interacao
complexa de forcas evolutivas que se opde: embora os genes
mitocondriaistendem a serem conservados no nivel da sequéncia
devido a sua importancia no metabolismo celular, os genes do
mtDNA dos fungos possuem significativa variacdo que se deve,
principalmente, a recombinacdo intramolecular ndo homogénea

(Lavagnini, 2011; Aguileta, et al., 2014).

A literatura reune muitos trabalhos para grupos de
vertebrados e invertebrados que utilizam sobretudo marcadores

mitocondriais.

Em estudos de Hymenoptera, por exemplo, especialmente
com meliponineos,os estudos empregando o mtDNA como
marcador em estudos populacionais e evolutivos, embora
recentes, segundo os pesquisadores do grupo, acrescenta novas
informacdes e funcionam efetivamente como ferramenta no
entendimento da biologia e evolucdo do grupo (Arias et al. 2003;
Meixner et al. 2000; Smith et al. 2000).

Embora o rDNA ITS seja um marcador nuclear

amplamente utilizado como DNAbarcoding, com seu uso
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difundido pela disponibilidade de primers universais, multicopia,
de heranga biparental e consideraveis niveis de variagdo genética
para estudos infra-genéricos (Alvarez & Wendel, 2003), a
quantidade de mutacdes encontrada na regido utilizada no
presente estudo ndo foi estatisticamente significativa. Pela
interpretacdo dos dados gerados por esse marcador a populagéo
ndo tem sofrido a pressdo das forcas de selecdo. Fato similar é
relatado em alguns trabalhos com espécies de Dipera que
mostram que, em nivel intra especifico, envolvendo comparacgdes
entre individuos ou populagbes dentro de uma mesma espécie, a
sequéncia do ITS tende a ser muito similar, o polimorfismo
intraespecifico é praticamente inexistente (Douglas & Haymer,
2001; Pezotto, 2008).

Uma possivel explicacdo para a baixa variabilidade
encontrada nos resultados gerados por esse marcador seria o fato
de que as regides do ITS desempenham um papel importante no
processamento de rRNA. A matura¢do dos rRNA e o processo de
splicingsdo dependentes da estrutura secundaria do ITS o que
torna necesséria a existéncia de uma forte presséo de selecdo para
que as sequéncias e estrutura dessa regido sejam mantidas
conservadas (Hillis & Dixon 1991; Goel et al. 2007). Todavia,
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ndo se pode perder de vista nas inferéncias feitas aqui, que a

amostragem foi baixa e restrita as populacgdes da regiéo insular.

O marcador ATP6 foi aquele cujos dados séo
significativos estatisticamente, ou seja,a probabilidade de
significanciaobservada foi menor que o nivel de significanciaa
(5%) definido para o estudo. Num primeiro momento pode
parecer um dado controverso, ja que a ordem em que oS
marcadores estdo arranjados nesse genoma ¢ muito conservada,
principalmente em se tratando de codificadores de proteinas

(Crozier & Crozier 1993).

12.3 Indices de Diversidade e Neutralidade:

Embora os dados da maioria dos testesestatisticos
realizados no presente trabalho ndo tenham sido significativos, em
especial em funcdo da amostragem, os testes de neutralidade
detectaram eventos de expansdo populacional. Valores nao
significativos sdo indicativos deauséncia de modificagdes no
tamanho populacional, fraca sele¢do ou selegcéo neutra, ou seja, as
populacdes amostradas se encontram em equilibrio entre mutagéo

e deriva genetica. Mesmo que os valores de Gst e Fst indiquem
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panmixia para 0s organismos na ilha de Santa Catarina, isso ndo
significa que na histéria recente desse grupo de organismos nao
tenha ocorrido eventos que alterassem o equilibrio. A
possibilidade de que tenham ocorrido eventos de expansdo
populacional &€ comprovada pelos resultados dos testes de
neutralidade de Fu e Li (Ramos-Onsins & Rozas, 2002) e pelas
curvas do grafico de Mismatch Distribution.

Neste estudo, o teste D de Tajima apresentou um valor nao
significativo, -1,09883, P > 0,10, -1,22888, P > 0,10, para ITS e
ATP6, respectivamente. O teste proposto por Tajima (1989)
compara 0 numero de sitios segregantes com o numero médio de
diferencas de nucleotideos os quais sdo estimados a partir de
comparagOes par a par das sequéncias de DNA dentro de uma
populacio. E usado para testar a hipotese de que todas as

mutagOes sdo seletivamente neutras.

Nesse estudo, o teste de Fu e Li apresentou um valor
significativo apenas para o marcador ATP6, -3,08744, P <0,05. O
teste proposto por Fu avalia a probabilidade de certo nimero de
hapldtipos ser observado, valores negativos podem ser
interpretados como sinal de selecdo purificadora ou

alternativamente, como expansdo demografica recente.Os valores
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negativos encontrados para o teste permitem a interpretacdo de
que uma expansdo populacional recente aconteceu e sdo
indicativos de que um evento anterior reduziu a frequéncia de
mutacbes e o tamanho populacional de forma significativa,
refletindo um desvio no modelo e neutralidade. Isso acontece
porque, de modo geral, eventos que reduzem drasticamente o
namero de organismos tendem a remover alelos raros e os alelos
intermediarios serdo menos frequentes (Ruiz-pesini et al 2004). A
diferenca entre a sensibilidade dos dois testes (D de Tajimae Fu e
Li) vai ao encontro do que sugere Ramos-Onsins e Rozas (2002),
que o teste de Fu e Li é um teste estatistico mais poderoso para
demonstrar a recente expansao populacional é o Fs de Fu (Fu,
1997).

Motoo Kimura (1968) e King & Jukes (1969) foram os
primeiros a sugerir que a maioria dos polimorfismos s&o
seletivamente neutros. A teoria neutra fornece uma hip6tese de
nulidade para a evolugdo molecular. Isto é, ela descreve
matematicamente como seria a dindmica populacional de novos
alelos na auséncia de vantagens adaptativas conferidas por algum
alelo, ou seja, quando apenas os eventos de deriva genética

contribuem para fixacdo desse alelo na populacéo ja que a selecao
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purificadora apenas elimina as variantes de menor valor

adaptativo (Futuyma, 1997).

O modelo de nulidade vai ao encontro da necessidade de
fornecer evidéncias que corroborem a selecdo positiva.Como
afirma Nielsen (2001), a selecéo positiva ocorre quando uma nova
mutacdo seletivamente vantajosa (que aumentam a aptiddo) esta
segregando em uma populacdo. O interesse, deste tipo particular
de selecdo, € que ele pode fornecer evidéncias para a adaptacao ao
nivel molecular, contribuindo para compreender as relacdes entre

genotipo e fendtipo.

12.4 Mismatch distribuition — distribuicdo de diferenca par a
par

O gréfico (Fig. 13 e 14) da distribuicdo par a par dos
marcadores ITS e ATP6 tem curvas unimodais. Populagdes que
apresentam uma distribui¢do unimodal de diferengas par a par nos
nucleotideos, com  varidncia  relativamente  pequena,
experimentaram uma fase de expansdo recente (Rogens &
Harpending 1992). Esse resultado vai ao encontro do que sugere a

estatistica de Fu e Li para o marcador ATP6.Com a expansao
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populacional, tende-se a acumular um ndmero médio de
diferencas par a par do que o esperado numa situacdo de
estabilidade no tamanho populacional (Statklin & Hudson 19991,
Roger & Harpending 1992).

Como é possivel observar na Tabela 6, 0 nimero de sitios
polimorficos identificados em Phellinotus piptadeniae, para a
regido ATP6 deste estudo, pode ser considerado alto, o que
poderia ser interpretado em fungdo da réapida taxa de evolucdo da
regido controle do mtDNA(Brown e Simpson 1982). A
diversidade haplotipica encontrada foi alta e a diversidade
nucleotidica foi baixa. A combinacdo de valores altos para
diversidade haplotipica e baixos para diversidade nucleotidica
poderia sugerir que a populacdo é composta por um amplo
numero de haplétipos fortemente relacionados, um cenéario que
poderia ser esperado ap6s um recente evento demogréafico, que
tanto poderia ser uma expansdo como contra¢cdo populacional
recente (Nyakaana et al., 2008; Goncalves et al., 2009). Tal
cendrio é encontrado na literatura em trabalhos com outros grupos
de organismos como vertebrados (Grazziotin et al. 2006;
Pellegrino et al 2005; Bell et al 2012) e invertebrados (Francisco,

2012) cujos autores justificam a baixa diversidade encontrada
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pela recolonizacdo de areas ap6s afunilamento populacionais. As
diversidades genéticas baixas encontradas atualmente seriam

reflexo da expansdo populacional ap6s o afunilamento.

As evidénciasmostram que had fluxo génico entre 0s
organismos das diferentes localidades. Algumas possibilidades,
independentes ou conjuntas, poderiam explicar tal proximidade
genética, além da proximidade geografica,dos espécimes
amostrados. Como por exemplos: a acdo antropica, as correntes
de ar, a proximidade das matas as areas urbanas e o potencial
reprodutivo da prépria espécie fungica. As influéncias dos efeitos
da dispersdo antropogénica ja foram observados e verificados em
outros grupos de organismo como as plantas (Ryne e Bensch,
2008) e alguns insetos fitdéfagos (Oliver, 2006; Alvarez et al.
2007). Quanto a influéncia das correntes de ar na dispersdo, 0s
ventos tendem a exercer efeitos locais, a priori, mas em
tempestades violentas, os esporos dos organismos podem ser
amplamente disseminados entre as localidades (Brown &
Lomolino, 2006) em funcdo da velocidade dos ventos das
correntes de ar contribuindo assim para a homogeneizagdo das
populagdes, desde que se fixem no novo local.A proximidade das

matas as areas urbanas tem a ver com o fato de que o hospedeiro
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(Pau jacaré) € uma planta comum as areas em regeneracdo
(Carvalho, 2004), sendo assim, sua presenca aumenta em
ambientes antropizados ou que se encontram nos primeiros

estagios de sucessao.

O que se observa entdo ¢ a inexisténcia de estruturagio
genética heterogénea que possa ser detectavel entre individuos
nas diferentes localidades, reflexo da auséncia de barreiras
significantes que poderiam isolar os organismos encontrados nas
diferentes localidades. Ao mesmo tempo, os dados ndo podem ser
considerados conclusivos, e sim sugestivos, isso porque a
auséncia da referida estruturacdo ¢ passivel de diferentes
interpretagdes. Uma delas seria a conclusdo de que as populagdes
estariam proximamente ligadas, existindo fluxo génico entre elas
e a baixa variabilidade genética encontrada seja resultado da
ocorréncia de um evento populacional, a saber: efeito do fundador
devido a colonizacdo recente ou um evento de selecdo, no qual a
diversidade foi bastante reduzida resultando em pouquissimos
haplétipos. Além dessas perspectivas, outros fatores podem estar
relacionados com o padrdo observado como um evento do tipo
efeito gargalo de garrafa. Em estudo realizado com mamiferos

aquaticos do género Sotalia, Corréa, (2010),percebeu que 0s
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graficos deMismatch distribution geraram uma curva unimodal
eos valores negativos e significativos encontrados nos teste de
neutralidade D e Fs para duas das popula¢des em estudo sugerem
expansdo do populacional, uma evidéncia contra a neutralidade
das mutacdes. Tal perfil dos resultados vai ao encontro do fato de
que apos a separagdo da espécie em marinha e fluvial, a espécie
Sotalia guianensis provavelmente sofreu expansédo ao longo da

costa brasileira até a regido Sul.

Eventos evolutivos do tipo gargalo populacionais resultam
na perda da variabilidade genética (Franks et al. 2011). A baixa
variabilidade genética e a auséncia de estruturagdo genética
acarretaram na formacdo de poucos haplotipos sendo esses
compartilhados por grande parte dos individuos. Mesmo com
suficiéncia amostral reduzida, os dados associados ao passado
demografico obtidos neste trabalho revelam uma expansdo
demografica recente. Para essa expansdo ¢ possivel duas
sugestdes de eventos considerando de curto a longo prazo:
Histdrico do uso da llha e a teoria dos refugios apds evento de

Glaciagéo.
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Segundo a premissa do historico de uso da llha, o pau
jacaré tem sua madeira como fonte de recurso para a construgdo
(Carvalho, 2004), o que sugere que a retirada dessa planta pode
ter contribuido para o declinio populacional do fungo no sentido
da diminuicdo potencial do substrato. Associado a esse fato,
também ha a biologia dessa espécie de planta, que é pioneira,
tipica de areas em regeneracdo. Para premissa da teoria dos
refagios, segundo Pretince & Jolly, 2000, o ultimo periodo de
glaciacdo ocorrido ha aproximadamente 12.000 anos, criou
condi¢bes de calor e frio que levaram a contracdo das areas
florestais em refugios, reduzindo o habitat disponivel para as
espécies, ocasionando grupos em processo de expansdo. Tal
fendmeno poderia explicar o alto grau de endemismo para a Mata
Atléantica (Francisco, 2012) e os padrdes de baixa diversidade
genética encontrados em certos grupos de organismos, como de
répteis, anfibios e abelhas (Pellegrino et al. 2005, Grazziotin et al.
2006; Carnaval et al. 2009; Batalha-Filho et al. 2010).

Sendo assim, a baixa diferenciacdo genética entre 0s
organismos poderia ser explicada também pelo pouco tempo de
isolamento das mesmas, seguida da baixa variabilidade genética

ocasionada por efeitos de gargalo de garrafa, tornando assim as
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populacdes quase homogéneas. Nessa analiseentra tambeém a
discusséo de que a biologia dos fungos pode ter padrdo de fluxo
génico homogéneo com é&rea superior a que foi amostrada.Em
outras palavras a amostragem tenha sido feita em uma area

pequena frente ao real do potencial de disperséo da populacao.

Ao mesmo tempo em que o0s eventos de histdria natural e
demogréfica sdo discutidos, ndo € possivel descartar a
possibilidade de que a faltade estruturacdo pode ser consequéncia
da escolha de marcadores que ndo apresentam sensibilidade
suficiente para a deteccdo polimorfismos (Zagonel, 2009).
Levando em consideracdo as analises de ITS para as localidades
amostradas os marcadores ndo apresentam valores significativos
para nenhum dos testes utilizados para estudos populacionais de
Macrofungos ja que sdo conservados e nao foi eficiente para

detectar a diferenciagdo genética intraespecifica.

12.5 O fluxo génico e a disperséo de esporos
Os dados revelam alto grau de homogeneizagcdo de

Phellinotus piptadeniaena Ilha de Santa Catarina.Na Tabela 7¢é
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possivel observar o forte indicativo de que a populacdo esta

fixada e que o fluxo génico ndo gera diferenciagoes.

A estrutura populacional de uma espécie, o conjunto de
suas caracteristicas genéticas e demograficas, é resultado da acdo
e das interacbes de uma série de mecanismos evolutivos e
ecologicos (Sodero-Martins, 1987). Um elemento desse
entendimento atravessa o conceito de fluxo génico. Fluxo génico
é movimento de genes de uma populacdo para a outra. Se genes
sdo transportados a uma populacdo onde esses genes ndo existiam
previamente, fluxo génico pode ser uma fonte muito importante
de variacdo genética. O compartilhamento dessas variantes
geradas retarda o processo de diferenciagdo populacional
(Oikawa, 2004).

Sobre as barreiras que poderiam diminuir o fluxo génico
em Macrofungosa literatura nos mostra estudos de interesse
agrondbmico, mas mesmo assim, € possivel fazer uma
aproximacgdo quando comparamos essas literaturasReis, 1984,
Hoy et al. 1991; Blum & Dianese 2001; Panisson et al. 2002) a
nossa realidade. Casa et al., (2003), em trabalho realizado com
Stenocarpella(Earle)B. Suttodiscutem que vento e a umidade sdo

os dois fatores mais significativos para a dispersdo de esporos
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deste grupo fdngico: a dispersdo dos esporos pode se dar por
respingos de chuva ou transportados livremente pelo vento (Casa
et al. 2003).

O vento é o deslocamento do ar em relagdo a superficie
terrestre (Ayoade, 2004).Sendo assim, a direcdo e a velocidade do
vento, assim como o ritmo da pluviosidade, sdo fatores potenciais
de alteracdo dos niveis de variacdo dentro e entre as localidades e
populagdes. Alguns autores (Jain, 1982b; Martins, 1982)sugerem
que nem sempre as distancias de dispersédo refletem diretamente o
fluxo génico efetivo. Dai a necessidade da utilizacdo de
marcadores genéticos para estimar intercruzamentos efetivo e

movimento de gendtipos.

Damasceno (2007), em trabalhorealizado para estudar a
distribuicdo de isolados da fase assexual de Glomerella cigulata,
fungo de interesse agronémico,oriundos de diferentes regides do
Brasil e para verificar se a maior variabilidade do patgeno se
deveu a diferencas entre ou dentro de patotipos (grupos
classificados de acordo com os fatores de viruléncia) por meio de
marcadores RAPD observaram uma correlacdo negativa entre as

distancias geograficas e as similaridades genéticas; a possivel
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explicacdo estaria relacionada ao livre intercambio de sementes

de feijoeiro possivelmente contaminadas.

De, maneira geral, trabalhos mostram a co-evolucdo
patdgeno-hospedeiro geograficamente especifica e uma forte
influencia do fluxo génico na ampliacéo da variabilidade genética.
Mesmo em um nivel hierdrquico considerado baixo, a diversidade
genética pode ser mantida e até mesmo aumentada ao longo das
geracOes. (Damasceno, 2007; Talamini, 2006).

Camargo-Junior (2008)afirma quea alta diferenciacéo
genética entre populacBes estudadas com diferentes niveis de
diversidade genética observados em cada populacdo € decorrente
da interacdo do patdgeno com diferentes cultivares do hospedeiro
e consequentemente com diferentes backgroundsgenéticos; assim
sendo, a maior parte da variacdo genética entre populacbes é
devido ao nivel de fluxo génico, pela distancia geogréafica e pelos

diferentes alelos de resisténcia nas popula¢fes de hospedeiros.

Bajay, (2014) estudando Piptadeniae gonoacantha, por
analise multiloci em localidades que estdo distantes, em seus
extremos, até 70km, percebeu que existem elevados valores de

distancia genética entre as populagdes; existe diversidade genética
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e a distancia entre as populacdes analisadas sdo grandes e néo foi
observado fluxo génico entre elas. Ao mesmo tempo, existe forte
endogamia em P. gonoacantha, provavelmente devido ao proprio
processo evolutivo da espécie ao longo das geracdesentre as
populagdes, no entanto, os valores maiores das estimativas das
andlises estatisticas sugerem que o0 processo de restauracao
florestal que as localidades estdo submetidas podem limitar
0scruzamentos que ocorrem nessas areas e aumentar o coeficiente
de parentesco que ndo recebem podlen ou sementes provenientes

de grandes distancias.

Fora isso, quando se trata de um fungo que estd em
associacdo com outro ser vivo, como uma planta, € preciso
associar também os fatores que afetam a dispersdo do polen,
frutos e sementes (Levin e Kerster, 1974; Levin, 1984), no sentido
de entender os mecanismos de dispersdo do hospedeiro em
potencial visto que a presenca do fungo fitopatdgeno é dada

posteriormente a presenca do hospedeiro.

Em se tratando do hospedeiro, Bajay (2014) que estudou a
ocorréncia da planta em localidades no interior de Sdo Paulo,
percebeu que a estrutura genética observada (auséncia de fluxo

entre as populacdes e elevada endogamia intra populacional) com



84

alta divergéncia entre as populacdes sugerem efeito de deriva
genética. Os testes por realizados em seu trabalho mostram que
existiu uma expansdo populacional recente nas areas. Essa
expansdo pode estar associada pelo  histérico de
intervencdoantropica e alteragdes ambientais, isso porque algumas
localidades em que houve amostragem de P. gonoacantha, sofreu
um processo de fragmentagdo muito intenso durante o cultivo do
café, que abriu clareiras, que favoreceram o aparecimento de

plantas de espécies secundarias iniciais.

PopulacBes que sdo separadas por diversos tipos de
barreiras podem se tornar total ou parcialmente isoladas
geneticamente, promovendo endogamia. Os  diferentes
mecanismos e taxas de dispersdo tém implicacdes diretas sobre a
estrutura genética das populacdes e com 0s possiveis problemas
que possam surgir com isolamento ou endogamia, no sentido da

manutenc¢do de seu patrimdnio genético.

12.5.1 O que determina a abundéncia e a distribuigéo de
uma espécie?
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Se os dados refletem uma expansdo da populacdo da
espécie fangica, é possivel cogitar que Piptadenia gonoacantha,
seu hospedeiro, também pode estarem aumento da populacéo,
especialmente se considerarmos que essa espécie vegetal é uma
espécie pioneira, abundante em areas de regeneracao (Carvalho,
2004). Neste caso, a expansdo da populacdo flingica poderia
apenas estar acompanhando a do seu hospedeiro. Por isso, quando
se toca na discussdo da conservacdo, & preciso refletir que o
equilibrio ecossistémico ndo é linear, e que existem espécie que
sdo dependes de outra seja para ocupacdo de espaco, seja para
obtencdo de recurso.

Quanto maior a diversidade genética maior a chance de
adaptabilidade as pressdes ambientais. Para tentar responder a
pergunta que da titulo a esse tépico é preciso, a priori, ter uma
visdo ampla: conhecer condicdes fisico-quimicas do ecossistema,
seus padr@es e dindmicas; conhecer a histéria natural da espécie e

0s recursos que ela necessita (Viana, 2015).

Além disso, uma especie pode se dispersar em uma area e
ndo conseguir coloniza-la; esse Ultimo argumento se sobrepbe ao
fato de Phellinotus piptadeniae ter sua distribuicdo relacionada

com a ocupacao do ambiente pela espécie vegetal que parasita.
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12.6Implicacgdes para a conservacao:

Estudos de genética de populacBes sdo ferramentas para a
conservacdo. E importante entender como a variagio genética esta
distribuida no ambiente para a elei¢do de areas prioritarias para a
conservacao da espécie e do ecossistema na qual ela esta inserida,
ja que possiveis distarbios atuais ou futuros podem vir a eliminar
hapldtipos de baixa frequéncia (Klabunde, 2016).

A manutencdo da diversidade genética fornece o potencial
adaptativo e evolutivo de uma espécie. Por esse motivo, 0
conhecimento da composicdo genética de uma espécie, e de como
ela esta é fundamental para as acGes de manejo e conservacao. Ao
mesmo tempo, a estruturacdo genética da planta hospedeira
podem sugerir alguns indicativos;Bajay, (2014), em estudo
dedicado a Piptadenia gonoacantha, revela que as distancias entre
as localidades em que foram amostradas as populagdes da planta
nesse referido trabalho sdo grandes (as popula¢es mais distantes
estdo a cerca de 70km umas das outras), no sentido de que sdo
significativas para impedir que haja fluxo génico entre elas.
Quando confrontamos essa distancia com as localidades
amostradas aqui na Ilha, mesmo que na distancia maxima dos

extremos norte-sul dos pontos de coleta, se percebe que é quase a
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metade daquela amostra por Bajay (2014), ou seja, as distancias
entre os individuos aquiencontradas podem nao ser significativas
para isolamento. Além disso, como caracteristica da regido do
interior de S&o Paulo onde as coletas de Pau jacaré foram
realizadas no estudo citado, a fragmentacdo das areas é bastante
marcada em virtude do histérico uso da regido na cultura do café
(Bajay, 2014), ou seja, a desconexdo entre as &reas € muito mais
evidente e abrupta do que se vé ao longo da Ilha de Santa
Catarina.

Se tratando do objeto de estudo do presente trabalho,
existe uma relacdo espécie-especifica entre o fungo e a planta e a
perda da diversidade da espécie botanica implica, teoricamente,
diretamente na diminuicdo da populacdo do fungo. Ao mesmo
tempo, € importante entender se a estruturacdo genética
encontrada pelo recorte do estudo é uma caracteristica natural da
espécie estudada ou é resultado da presenca de barreiras fisicas

causadas pelo homem, como no caso de fragmentacao do habitat.

A fragmentacdo de habitat € uma das maiores ameagas para a
conservacdo da biodiversidade (Seoane, 2010) ja que pode fazer

com que os individuos de uma espécie se tornem restritos a
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pequenas areas, tornando-os isolados (parcial ou totalmente) das

outras populag@es ou localidades onde ha ocorréncia da espécie.

A reducdo no tamanho populacional, originado a partir da
fragmentacdo de hébitat, torna a populacdo susceptivel a
variacbes ambientais, endogamia, perda de variacdo genetica e

acumulo de mutaces deletérias (Frankham, 1995a).
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13. CONSIDERACOES FINAIS

A populagdo apresenta alta diversidade haplotipica e baixa
diversidade nucleotidica para o marcador ATP6. A hipdtese de
expansdo recente teve suporte com o resultado significativo do
Teste Fs de Fu para um dos marcadores usados, indo ao encontro
do perfil da curva unimodal encontrada, que também reitera a
hipbtese de expansdo. Porém, uma amostragem mais significativa
poderia revelar outro padrdo, visto que qualquer mutacdo ja
diminui o valor dos testes, pois a quantidade de sequencias

geradas foi baixa, mas tambem podera confirmar o observado.

A partir dos resultados de diversidade nucleotidica baixa,
diversidade haplotipica alta, rede de hapl6tipos em forma de
estrela centralizada, mismatch distribution com padrdo unimodal
e teste de neutralidades com valores negativos é possivel sugerir
e/ou indicar que ndo existe diferenciacdo genética entre o0s
organismos amostrados nas diferentes localidades da llha, e que a
populagdo passou por um gargalo evolutivo seguido de

crescimento.

Existe uma necessidade de ampliar a amostragem assim

como a quantidade de marcadores nas analises a fim de evitar que
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os dados se tornem tendenciosos ou ndo revelem o0s

polimorfismos.

Sob a ética da conservacdo, a preocupacdo da Biologia de
Populagdes, ndo é sé entender a acdo dos mecanismos micro-
evolutivos que condicionam a estrutura populacional, como o
fluxo génico aqui discutido, mas detectar as restricfes tanto de
natureza genética como ecoldgica as possibilidades de evolugdo
continua e de aparecimento de novas estratégias adaptativas. As
possibilidades de perda de variabilidade genética, causadas pela
atividade humana (destruicdo de habitats) com consequente
limitacdo do potencial evolutivo deve ser um dos eixos dos
estudos que se dedicam a desvendar os mistérios da Diversidade
Biologica. Para isso, vale a ressalva de que, embora tenhamos um
crescente aumento das informacdes consistentes sobre o nivel de
variabilidade genética em populacBes naturais, ainda pouco se
sabe sobre as relacdes entre esta variabilidade e a adaptagéo e

sobrevivéncia (Sodero-Martins, 1987).

A integracdo de  métodos, sejam  genéticos,
filogeogréaficos, ecoldgicos, etc., nos permitirdo compreender de

maneira mais abrangente 0s processos a que populacdes naturais
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estdo submetidas, tornando possivel estabelecer estratégias mais

adequadas para a preservacao das diferentes formas de vida.

Para a regido neotropical, se sabe muito pouco da
diversidade genética e dos padrbes e processos relacionados com
as histdrias evolutivas e demograficas dos MacroFungos; Parte do
entendimento sobre a micota e servigos ecossistémicos dos fungos
atravessa a dindmica e a estrutura genética no sentido de
compreender de que forma as forgas evolutivas e as pressoes
ambientais atuantes, no passado e presente, sao responsaveis pelo
cendrio atual. Ao mesmo tempo, acessar 0S recursos genéticos dos
Macrofungos permite uma perspectiva multidirecional visto que €
também olhar para as multiplas relacBes estabelecidas desses

seres com seus hospedeiros, simbiontes, e meio ambiente.
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