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Resumo:

A Floresta Atlantica (FA) é um bioma de grande variacao latitudinal, altamente
rico e espacialmente heterogéneo tanto em relacdo aos ambientes, a diversidade
genética, quanto a riqueza de espécies. As modificacbes no ambiente que ocorreram ao
longo da historia de formacdo da FA afetaram a diversidade, a distribuicdo geogréfica e
a variabilidade genética no espaco e no tempo das espécies tropicais. Deste modo, ha
um grande interesse em estudos que visem reconstruir a histéria evolutiva das espécies
tropicais endémicas a fim de determinar a origem das linhagens e suas respectivas
respostas as alteragBes geograficas e climaticas do ambiente. A espécie Rhipsalis
floccosa constitui um interessante modelo para esses estudos pois apresenta ampla
distribuicdo em todo o territorio da FA. R. floccosa € subdividida em cinco subespécies
(subsp. floccosa, subsp. pittieri, subsp. pulvinigera, subsp. hohenauensis, subsp.
tucumanensis) as quais apresentam diferentes distribui¢cGes geogréaficas e, dentre essas
subespécies, as que possuem distribui¢do nas areas da FA sdo floccosa, pulvinigera e
hohenauensis. Existe uma dificuldade na identificacdo desse tdxon em razdo da alta
similaridade morfoldgica entre as subespécies, 0 que torna escasso os trabalhos com
subespécies de Rhipsalis floccosa. Considerando a histéria de formacdo da FA e as
caracteristicas de R. floccosa, esse trabalho tem como principais objetivos: 1)
determinar a variabilidade genética intraespecifica e a origem das linhagens das trés
subespécies R. floccosa ssp. floccosa, R. floccosa ssp. pulvinigera e R. floccosa ssp.
hohenauensis e suas respectivas relagfes evolutivas;, 2) Determinar se a estrutura
genética dentro e entre as populacGes estd associada ao gradiente latitudinal da FA; 3)
inserir a historia evolutiva das subespécies de Rhipsalis floccosa no contexto da
distribuicdo biogeografica na FA. Para o estudo, serdo coletadas amostras vegetais das
espécies em diferentes regides da costa leste do territorio brasileiro e como ferramenta,
serdo conduzidas analises moleculares via marcadores microssatélite desenvolvidos a
partir de sequéncias previamente conhecidas de Rhipsalis dissimilis. Com os dados
gerados, serd possivel compreender quais 0s processos evolutivos estdo envolvidos na
demografia das trés subespécies de Rhipsalis floccosa e a sua correlacdo com a
variabilidade genética dentro e entre as populacdes e subespécies, visando gerar dados

que subsidiem estudos de conservagdo e manejo das espécies do bioma ameacado.



Introducéo

A Floresta Atlantica (FA) possui 150 milhdes de hectares, distribuidos na faixa
leste da América do Sul, abrangendo desde o Estado do Rio Grande do Norte até o Rio
Grande do Sul, tendo como limite leste a costa Atlantica e limite oeste o Estado do
Mato Grosso do Sul (RIBEIRO et al., 2009). Originalmente, 75% do bioma era coberto
por formacbes arboreas densas com diferentes estruturas e composi¢fes como, por
exemplo, a Floresta Ombrofila Mista. O restante do territorio da FA era caracterizado
por formagdes abertas ou secas (MYERS et al., 2000). Atualmente, apenas 7,91% da
sua cobertura de vegetacdo original pode ser encontrada em uma paisagem com
fragmentos florestais remanescentes, isolados por extensas areas agricolas e centros
urbanos (MYERS et al., 2000; SOS MATA ATLANTICA INPE).

A variagdo latitudinal da FA, 3° ao 31° Sul, resultou em uma floresta bastante
heterogénea com um grande numero de espécies, sendo conhecidas 526 espécies de
vertebrados endémicos e cerca de 8000 espécies de plantas endémicas (MYERS et al.,
2000). Todo o territorio da FA sofre influéncia dessa variacdo latitudinal associada a
fatores climéticos, como: temperatura, precipitacdo e luminosidade. Essas modificacdes
no ambiente, associadas aos fatores historicos, influenciam diretamente a diversificacdo
das espécies (WIENS, 2007). Existem duas hipoteses para explicar essa alta diversidade
de espécies e endemismos na FA. Uma infere sobre a elevacdo da costa leste do Brasil
durante o Terciario, o que resultou em alteracGes na geografia e no clima do bioma e,
consequentemente, fragmentou a floresta, isolando a fauna e flora regionais (SIMPSON,
1979). A outra hipotese esta relacionada a ocorréncia de ciclos glaciais do Pleistoceno,
0 que resultou na vicariancia das populacdes em reflgios ao longo de toda a extensdo da
FA e no isolamento de populagbes em ilhas continentais em razdo das alteragdes
climaticas induzidas pelas mudancas no nivel do mar (CARNAVAL e BATES, 2007).

Outro fator considerado deterministico na diversificacdo da FA é a zona de
segregacdo que existe na regido do Rio Doce, no Estado do Espirito Santo, a qual divide
a FA em duas areas latitudinalmente (CARNAVAL e MORITZ, 2009, THOME et al.,
2010). Alguns estudos mostram que a maior diversidade genética ocorre nas regides do
norte da FA, acima do Rio Doce, porém, nas florestas do sul da FA, ha uma alta taxa de
endemismo, indicando que ndo ha um modelo Unico de diversificagdo (CARNAVAL et
al.. 2009). Essas modificacbes no ambiente que ocorreram ao longo da historia
evolutiva da FA afetaram a diversidade e a distribuicdo geografica no espaco e no



tempo das espécies tropicais (CARNAVAL et al., 2014). Além disso, a distribuicdo da
variabilidade genética entre as populagdes também foi influenciada pelos fatores
ambientais e historicos (CARNAVAL et al.. 2009).

As populacdes naturais de plantas sdo fortemente influenciadas pelos padrées de
trocas genéticas dentro e entre as populac@es. As variagdes na reproducdo das espécies e
na histéria de vida podem afetar esses padrfes e, como consequéncia, ocorre a
estruturacdo genética das populacdes naturais (AVISE, 2000). A genética de populagdes
descreve a estruturacdo das populacdes e assume que a atual estrutura genética reflete o
equilibrio entre deriva genética e fluxo génico (WRIGHT, 1978). Porém, o fluxo génico
entre as populacdes de plantas pode ser restringido em razdo da ampla distribuigédo
geogréfica da espécie e dispersdo de polen e sementes, sendo que esses fatores
influenciam diretamente a variabilidade genética das populacgdes, alterando a historia
evolutiva da espécie (AVISE, 2000).

Os estudos de genética de populagbes associados a filogenia da espécie
permitem investigar as relagdes entre os processos micro e macroevolutivos (AVISE,
2000). Essa associacdo é conhecida como filogeografia, a qual possibilita compreender
como o0s eventos historicos (e.g. extingdo, recolonizacdo, efeito gargalo e efeito
fundador) influenciaram na distribuicdo geografica atual dos genes, das populacfes e
das espécies (AVISE, 2000). Neste contexto, é possivel avaliar a influéncia dos fatores
historicos na distribuicdo da biodiversidade. Assim, a filogeografia abrange padrdes de
tempo (relacdes evolutivas) e espaco (distribuicdo geografica), contribuindo para o
conhecimento das relacdes evolutivas entre populacdes e espécies intimamente
relacionadas (AVISE, 2000). Dentre as ferramentas utilizadas em estudos de
filogeografia, estdo as técnicas moleculares que envolvem marcadores de DNA
(RAFALSKI et al., 1996; FREELAND, 2005). Essas técnicas permitem avaliar 0s
niveis de fluxo génico e a distribuicdo do padrdo genético entre as populagBes por
polimorfismo ancestral ou atual, identificando os haplétipos e suas relagBes
genealdgicas (SCHALL, et al.,, 1998) e diferenciando as linhagens genéticas entre
populagbes historicamente isoladas (AVISE, 2000). Deste modo, h4 um grande
interesse em reconstruir a histéria evolutiva das espécies tropicais endémicas a fim de
determinar suas origens e respostas a alteragdes geograficas e climaticas do ambiente.

A espécie Rhipsalis floccosa constitui um interessante modelo para o estudo da
historia evolutiva e da estrutura genética de populagfes naturais, visando compreender

os processos de diversificacdo do bioma. Essa espécie pertence a familia Cactaceae,



subfamilia Rhipsalideae e apresenta uma ampla distribuicdo geografica em todo o
territorio da FA, desde o litoral até altitudes de 1500 metros (TAYLOR, 1997;
CALVENTE, 2011a; GIOVANONI, 2014). A subfamilia Rhipsalideae ¢ monofilética e,
embora os clados do taxon sejam bem suportados por dados moleculares, hd uma
convergéncia entre os caracteres morfologicos utilizados na identificacao e classificagdo
das espécies do género Rhipsalis (CALVENTE et al., 2011a; CALVENTE et al.,
2011b; KOROTKOVA et al., 2011). As espécies de Rhipsalis apresentam alta
representatividade na FA e, segundo Calvente (2011a), essas espécies possuem uma
proximidade filogenética bastante alta e forte associacdo morfoldgica. R. floccosa é a
espécie mais representativas do género na FA e ocorre desde o Rio Grande do Norte até
0 Rio Grande do Sul (BARTHLOTT E TAYLOR, 1995; CALVENTE, 2011b). R.
floccosa é subdividida em cinco subespécies (subsp. floccosa, subsp. pittieri, subsp.
pulvinigera, subsp. hohenauensis, subsp. tucumanensis) que apresentam diferentes
distribuicGes geograficas e bastante restritas (BARTHLOTT E TAYLOR, 1995). Dentre
essas subespécies, floccosa, pulvinigera e hohenauensis sdo endémicas na FA
(BARTHLOTT E TAYLOR, 1995). Apesar da representatividade da espécie na FA,
ndo se conhece sobre seus padrGes de variabilidade genética intraespecifica e
diversificagdo das linhagens evolutivas que habitam este bioma. As subespécies de
Rhipsalis floccosa compartilham caracteristicas morfologicas (CALVENTE, 2011b) e
tal similaridade pode ser explicada pela pressdo de selecdo nas populagdes, que pode
estar relacionada aos processos de formacdo da FA. Assim, sugere-se que as populacdes
de R. floccosa passaram por processos de diferenciacdo, possivelmente originando as
subespécies conhecidas atualmente.

Considerando a histdria de formacdo da FA e as caracteristicas de R. floccosa,
esse trabalho tem como objetivo determinar a variabilidade genética e histdria evolutiva
da espécie compreendendo a origem das linhagens das trés subespécies R. floccosa ssp.
floccosa, R. floccosa ssp. pulvinigera e R. floccosa ssp. hohenauensis e suas respectivas

relagdes evolutivas.



Objetivo Geral

Determinar o papel relativo da historia evolutiva na estruturacdo espacial e

diversificacdo de Rhipsalis floccosa na Floresta Atlantica.

Objetivos especificos

1)

2)

3)

4)

Descrever a variabilidade intraespecifica e estrutura genética de R. floccosa ssp.
floccosa, R. floccosa ssp. pulvinigera e R. floccosa ssp. hohenauensis,
delimitando as linhagens evolutivas e o tempo de divergéncia entre as linhagens;
Inferir sobre a historia demografica das linhagens evolutivas identificadas que
permitirdo identificar a diferenciacdo das populaces e das linhagens da espécie;
Determinar se a estrutura genética dentro e entre as populagdes esta associada as
variacdes latitudinais em pequenas escalas;

Inserir a histdria evolutiva das subespécies de Rhipsalis floccosa no contexto da

distribuicdo biogeogréfica na Floresta Atlantica.

Hipoteses

Os padrdes biogeograficos de estruturacdo da Floresta Atlantica formaram as
linhagens consideradas subespécies de R. floccosa.

Em cada subespécie de R. floccosa existe um forte estrutura genética espacial.
Existe uma resposta demografica das subespécies de R. floccosa ao gradiente

latitudinal da Floresta Atlantica, independente da escala espacial.



Coleta de dados

Para este trabalho, serdo coletadas amostras de caule de 20 individuos de cada
populacdo de Rhipsalis floccosa ssp. floccosa, R. floccosa ssp. pulvinigera e R. floccosa
ssp. hohenauensis nas regides de distribuicdo geogréfica na Floresta Atlantica. As
coletas serdo definidas com base nos registros de ocorréncia provenientes de referéncias
bibliogréaficas e banco de dados digital (SPECIESLINK). Os locais de coleta para cada
espécie, estdo detalhados na tabela 1.

Tabela 1 — Localizacdo dos pontos de coleta para cada populacédo das subespécies de R.
floccosa (BARTHLOTT E TAYLOR, 1995; SPECIESLINK).

Local de Coleta Subespécie de Rhipsalis floccosa
Estado Municipio / Local floccosa  pulviginera  hohenauensis
BA IIhéus / Mata da Esperanga X
MG lea Duarte / Parque Estadual do X
Ibitipoca
Guarapari / Parque Estadual Paulo
ES . . X
César Vinha
R] R_l_o de Janeiro / Parque Nacional da X X X
Tijuca
Santo André / Reserva Bioldgica do
SP Alto da Serra de Paranapiacaba X X X
Ponta Grossa / Parque Nacional de
PR Vila Velha X X
Piraquara/ Mananciais da Serra,
PR Parque Estadual do Marumbi X X
PR Tibagi/ Parque Estadual do Guartela X X
sC Florianopolis / Parque Nacional X
Lagoinha do Leste
Paulo Lopes / Parque Estadual Serra
SC . X
do Tabuleiro
RS Porto Alegre / Jardim Botanico X
RS Passo Fundo / Floresta Nacional de X

Passo Fundo

A extracdo de DNA sera realizada por meio do protocolo CTAB modificado
(DOYLE e DOYLE, 1987). As analises moleculares serdo conduzidas com marcadores
microssatélites (SSR) (RAFALSKI et al., 1996; FREELAND, 2005). O nosso grupo de
pesquisa possui uma biblioteca genémica rica em regides SSR de Rhipsalis dissimilis.
Como ndo existem marcadores SSR desenvolvidos para R. floccosa, a amplificagdo
heter6loga de SSR entre espécies relacionadas que pertencem a um mesmo género ou
familia compreende uma importante ferramenta para estudos de genética de populagdes
e historia evolutiva (MORAES et al., 2012). Assim, serdo construidos primers SSR
com a biblioteca genémica de R. dissimilis, e estes serdo utilizados em R. floccosa, pois

ambas as espécies pertencem ao “Clado floccosa” e possuem uma estreita relagdo



filogenética (CALVENTE et al., 2011b). Essa abordagem de transferibilidade de
marcador SSR facilita os estudos genéticos de grande escala de estrutura de populagdes,
sistematica e historia evolutiva para estudos comparativos do grupo de subespécies de
R. floccosa.

Para a identificacdo das regibes de SSR nas sequéncias, sera utilizada a
ferramente de busca Webtroll disponivel na pagina <http://wsmartins.net/websat/>.
Apos a selecdo das sequéncias de SSR, o programa SeqMan — Lasergene (DNAStar
Inc.) sera utilizado para avaliar o nivel de redundancia entre elas, sendo que apenas 0s
marcadores que aparecerem em apenas uma sequéncia serdo utilizados. Os primers
direto (foward) e reverso (reverse) de cada SSR serdo desenhados com o programa
Primer3 e entdo, sintetizados para analise via PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase)

das populacdes das subespécies estudadas.

Anélise de dados

Os alelos de cada marcador serdo definidos através de eletroforese em um
sequenciador automatico de DNA, e em seguida visualizados no programa GeneMapper
v.3.7 (Applied Biosystems). Atraves deste programa os individuos serdo genotipados
com base nos tamanhos (pb) dos alelos de microssatélite amplificados. Com esses
dados, seré possivel analisar a variabilidade genética, estrutura genética espacial (EGE),
autocorrelacdo espacial e estatistica Sp. Essas analises possibilitardo a comparacdo da
EGE entre as diferentes populacfes e a avaliacdo dos niveis do coeficiente de
ancestralidade multiloco entre as amostras (VEKEMANS e HARDY, 2004). A
variabilidade genética sera estimada através do software GENEALEX 6 (PEAKALL e
SMOUSE, 2006), que calculara a heterozigosidade observada (H,) e esperada (He),
namero de alelos por loco (A) e indice de fixagdo (F). O programa Structure v.2.3.3
(FALUSH; STEPHENS; PRITCHARD, 2007) sera utilizado para avaliar a estrutura
genética entre as populacdes a partir da analise Bayesiana e estatistica K com uma
abordagem hierarquica entre os agrupamentos (BONATELLI et al.,, 2014). Para
compreender a relacdo entre distribuicdo geografica e estrutura populacional das
subespécies de R. floccosa, sera realizado o teste de Mantel entre as distancias genéticas
e geograficas utilizando o programa GENALEX6 (PEAKALL e SMOUSE, 2006). As
taxas de migracao serdo estimadas entre os pares de popula¢fes com BAYESASSv3.0.1
(WILSON e RANNALA, 2003).



Produtos esperados

Relativamente, existem poucos marcadores SSR desenvolvidos para espécies da familia
Cactaceae, em comparacdo com outras familias de plantas. Na literatura, existem
marcadores SSR desenvolvidos para 10 espécies de cactos e com um sucesso na
amplificacdo heteréloga em outras 48 espécies (HUGHES et al., 2008; SOLORZANO
et al., 2009; ARAKAKI et al., 2010; BUTTERWORTH, 2011; PEREZ et al., 2011;
MORAES et al., 2012). Os marcadores SSR de R. dissimilis que serdo desenvolvidos
nesse projeto contribuirdo para estudos com espécies do “Clado floccosa” e para o
conhecimento da relacdo genética e sua conformidade com os limites taxondmicos entre
as subespécies. Os dados obtidos sobre a estrutura genética das populacdes de R.
floccosa ssp. floccosa, R. floccosa ssp. pulvinigera e R. floccosa ssp. hohenauensis
poderdo contribuir para a compreensdo das variagdes climéaticas ocorridas nos Gltimos
anos na composicdo e diversidade de espécies neotrdpicas.

Com as hipoteses que serdo testadas nesse trabalho, espera-se que periodos de
bottleneck identificados nas analises de demografia evolutiva sejam similares com o0s
eventos de vicaridncia ja conhecidos da FA. Além disso, espera-se que em cada
linhagem identificada nas subespécies de R. floccosa exista um baixo fluxo génico em
razdo da distribuicdo geografica e espera-se que as variagdes da estrutura populacional
sejam estruturadas latitudinalmente, tanto entre as subespécies, quando dentro de cada
subespécie.

Esses resultados serdo apresentados a comunidade cientifica por meio de
manuscritos a serem submetidos em revistas especializadas e sob a forma de
apresentacdes em encontros, simpdsios e congressos nacionais e internacionais. Os
dados gerados serdo publicados em, pelos menos, dois manuscritos cientificos, sendo
um relacionado a amplificacdo heter6loga de marcadores SSR de R. dissimilis em
subespécies de R. floccosa e outro manuscrito com os dados de variabilidade genética

intraespecifica e estrutura genética de R. floccosa em escalas local e regional.



Cronograma semestral

2014 2015 2016 2017 2018
Atividades 1° 20 1° 20 1° 20 1° >0 10
X
Sem Sem Sem Sem Sem Sem Sem Sem Sem
Obtencdo de créditos X X X
Planejamento da tese X X
Coleta de Material
X X X
Vegetal
Extracdo de DNA X X X
Genotipagem com
X X X
SSR
Processamento dos N
dados
Anélise dos dados X X
Redacdo da tese X X X
Elaborac&o de artigos X X X

Defesa da tese




Viabilidade financeira

O projeto pode ser considerado como financeiramente viavel tendo em vista a nédo
necessidade de aquisicdo de instrumentos necessarios para a pratica molecular uma vez
que o laboratorio esta estruturado com equipamentos e reagentes que serdo utilizados no
projeto. O custeio das incursbes ao campo para as coletas de material vegetal, sintese de
marcadores microssatélites (SSR) sera realizado com financiamento proprio do
Laboratorio de Ecologia Molecular Vegetal, do Departamento de Botanica da
Universidade Federal do Parand, a qual € destinada aos projetos vinculados ao mesmo.
Além disso, ha convénio com grupos de pesquisa da area de outras universidades
localizadas nas regides de ocorréncia das subespécies 0 que permitira 0 acesso aos

locais de coleta.
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