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Introducéo

Estudos filogeograficos tém por objetivo investigar 0s processos evolutivos
responsaveis pela distribuicdo de linhagens geneal6gicas num contexto geogréfico,
especialmente em grupos de espécies proximas (Avise 2000). Para que os padrdes
geograficos de distribuicdo de linhagens sejam corretamente interpretados, um enfoque
multidisciplinar é necessario, integrando principios de biogeografia, genética de
populacdes e hipdteses filogenéticas (Avise et al. 1987).

Os trabalhos realizados com populagdes e espécies proximas assumem papel de
grande importancia na caracterizacdo dos processos evolutivos que, no longo prazo,
geram os padrBes reconhecidos nas andlises realizadas em niveis taxonémicos
superiores. Como exemplo, podemos citar a série de estudos realizados com orquideas
européias do género Dacthylorhiza (Pillon et al. 2006) e Orchis (Aceto et al. 1999),
onde as hipoteses filogenéticas disponibilizaram o reconhecimento de subgrupos de
espécies que puderam ser investigados num contexto filogeografico. Neste sentido,
diversas populagdes foram analisadas com o objetivo de clarificar os processos
evolutivos e demogréaficos envolvidos na diversificacdo de espécies e linhagens, como
poliploidia e hibridacdo (Hedrén et al. 2008), e fatores demogréaficos originados pela
dindmica historica de oscilagdes climéticas (Cozzolino et al. 2003).

Neste estudo a espécie Epidendrum secundum Jacq. seré utilizada como modelo
bioldgico. Esta espécie ocorre em toda a América do Sul, em areas montanhosas sob
influéncia de clima tropical. Pela sua ampla distribuicdo geografica, a espécie € um

modelo ideal para estudos filogeogréaficos.

Objetivos

O objetivo principal deste estudo é investigar o efeito das flutuagdes climaticas
historicas e a influéncia das retracdes e expansoes florestais nos padrdes de diversidade
genética de populacdes de Epidendrum secundum (Orchidaceae).

Os objetivos especificos sao:



1. Investigar como a distribuicdo geografica influencia a estrutura genética das
especies e populacdes, e os mecanismos de diversificacdo envolvidos na diversificacdo

do grupo, utilizando uma abordagem filogeografica;

2. Avaliar o papel das contracfes e expansdes historicas da Mata Atlantica na
diversificacdo desta espécie, e identificar os processos demograficos historicos

responsaveis pela arquitetura genética observada nas populagdes atuais;

3. Avaliar o efeito de provaveis barreiras geogréaficas e gradientes latitudinais na

variabilidade genética da espécie;

4, Contribuir para a conservacdo desta espécie e dos biomas onde elas estdo
inseridas (Mata Atlantica, Caatinga e Cerrado), com a definicdo de areas prioritarias

para conservacdo, tendo como referéncia a estruturacdo genética das populaces.

Material e Métodos

Coletas de individuos em popula¢Bes naturais serdo realizadas em areas de Mata
Atlantica e Cerrado, nas seguintes unidades de conservacao: Parque Estadual de Vila
Velha, Parque Estadual do Guartela, Parque Estadual do Pico do Marumbi, Parque
Estadual do Cerrado, Parque Estadual do Pico do Parana, APA Estadual de Guaratuba,
APA Estadual do Piraquara. Em cada localidade, serdo coletadas amostras de folhas de
cerca de 20 individuos. Duas amostras de cada localidade serdo prensadas e depositadas
para registro de herbario nos Herbarios SP (Instituto de Botanica, Sdo Paulo) e MBM
(Jardim Botanico de Curitiba).

As etapas que envolvem as andlises moleculares, como extracdo de DNA,
amplificacdo de regides de cloroplasto contendo microssatélites e interpretacdo dos
eletroferogramas serdo baseadas em Pinheiro et al. (2008). Serdo utilizadas cinco
regides de cloroplasto (Epcp-01, 02, 04, 08 e 09) descritas por Pinheiro et al. (2009)
para genotipar as amostras coletadas.

A diversidade genética das populacOes sera caracterizada através da propor¢édo
de locus polimorficos, média de alelos por locus e heterozigozidade meédia esperada
(He), com o uso do programa ARLEQUIN (Excoffier et al. 2005). Hapl6tipos serdo
construidos com base nos resultados obtidos para os cinco loci.

Os haplétipos serdo analisados por maxima parciménia utilizando o software

NETWORK (Bandell et al. 1999), que constr6i uma rede de haplotipos que representa a



hipotese filogenética de haplétipos menos complexa. A rede de haplétipos sera
analisada utilizando o método hierdrquico proposto por Templeton (nested clade
analysis, Templeton et al. 1987). A associacdo entre localidades geogréaficas e clados
hierarquicos sera detectada usando o programa GEODIS v. 2.4 (Posada et al. 2000), e
os resultados serdo interpretados utilizando a Gltima chave de inferéncia de Templeton
(2004).

A variancia nas freqiiéncias génicas sera subdividida em varios componentes
hierarquicamente inclusivos, como a variancia entre espécies, entre regiées geograficas,
entre populagdes, e a existéncia de grupos geograficamente homogéneos e
geneticamente diferenciados sera testada com a analise espacial de variancia molecular,
utilizando o programa SAMOVA 1.0 (Dupanloup et al. 2002).

Eventos demogréaficos de expansdo populacional serdo investigados com o teste
de neutralidade de Tajima D (Tajima, 1989), e com o método de diferencas par-a-par
(distribution of pairwise differences — mismatch distribution), ambos implementados no
software ARLEQUIN.

Resultados esperados

A caracterizacdo da estrutura filogeografica de populacbes de Epidendrum
secundum distribuidas em diferentes biomas brasileiros (Mata Atlantica, Cerrado e
Caatinga) permitird um entendimento profundo da influéncia que oscilacdes climaticas
historicas tiveram sobre 0s organismos neotropicais. A identificacdo de popula¢Ges com
altos niveis de diversidade genética e estabilidade demografica pode indicar que estas
populacbes estdo localizadas em regides que ndo sofreram a influéncias destas
oscilacbes, caracterizando reflgios onde a biodiversidade permaneceu sem alteracdes

expressivas durante periodos glaciais/interglaciais.
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