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RESUMO

Processos microevolutivos tém sido considerados promotores de diversidade bioldgica. Ha
evidéncias de que a adaptacdo dos organismos as variagdes altitudinais em pequenas escalas
espaciais podem contribuir substancialmente para a diversificagdo de algumas linhagens de
angiospermas. Esta relagdo entre divergéncia de linhagens e distribuicao geografica tem sido
verificada para algumas espécies chilenas de Cactaceae. Em alguns casos, divergéncias em
caracteres morfologicos e fenoldgicos podem acompanhar as variagdes altitudinais e
contribuir para o isolamento reprodutivo entre taxons proximos. Considerando a relevancia
de processos microevolutivos na origem da diversidade biologica, o objetivo deste trabalho
¢ verificar a relacdo entre diversidade genética em duas espécies irmds de Cactaceae,
Rhipsalis crispata (Haw.)Pfeiff. e Rhipsalis oblonga Loefgr, e suas distribuicdes
altitudinais. Nossa expectativa ¢ de que diferengas genéticas em pequenas escalas possam
ser observadas associadas a variagdes altitudinais. Tais diferencas genéticas podem ser
acompanhadas por modificagdes morfoldgicas e fenologicas intraespecificas. Variacdes
morfoldgicas e fenologicas associadas a restrita area de sobreposi¢ao altitudinal podem ter
sido determinantes no isolamento reprodutivo entre tais espécies irmas. Dentro deste
cendrio, este estudo filogeografico contribuird para rastrear a historia demografica e a
diversidade genética destas espécies em func¢ao de variagdes altitudinais e para testar a
hipotese de associacao da origem e delimitagdo de linhagens evolutivas no género Rhipsalis

com a altitude.
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INTRODUCAO
A familia Cactaceae compreende cerca de 124 géneros e 1438 espécies (Hunt efal. 2006),
sendo predominantemente neotropical. Ocorre em uma grande diversidade de habitats,
principalmente em ambientes aridos e semidridos, entretanto cerca de 220 espécies sdo
adaptadas a vida epifitica e se desenvolvem em florestas tropicais e subtropicais tmidas
(Bauer & Weachter 2006). As cacticeas epifitas concentram-se principalmente em duas
tribos da subfamilia Cactoideae (Hylocereeae e Rhipsalideae), com centros de diversidade
nas florestas da América Central ¢ na Mata Atlantica brasileira, onde sdo mais abundantes
na regido Sudeste, principalmente nos Estados do Espirito Santo, Rio de Janeiro e Sdo Paulo
(Taylor & Zappi 2004). Estudo realizado por Bathlott (1983), que analisou a biogeografia e
evolucdo da subtribo Rhipsalideae nos paleotrdpicos, mostrou que ha dois centros de riqueza
das espécies da tribo, uma ampla area no sudeste do Brasil e outra menor no leste da
Bolivia. Estudos baseados em caracteristicas morfologicas (Korotkova 2011, Calvente etal.
2008 , Calvente & Andreata 2005 , Nyffeler 2002, Lombardi 1995) e mais recentemente em
analises moleculares, sustentam o monofiletismo de Cactaceae (Calvente etal. 2011,
Hernédndez-Hernéndez etal. 2011, Korotkova etal. 2011) mas divergem quanto a sua divisao
em trés subfamilias, Pereskioideae , Opuntioideae e Cactoideae, ou quatro, com a inclusdo
da subfamilia Maihuenioideae.

A familia Cactaceae no Brasil é constituida por 37 géneros, o que corresponde a 30%
de seu total (Taylor & Zappi 2004). O género Rhipsalis Gértner (1788) ¢ formado por 35
espécies (Berthlott & Taylor 1995, Taylor & Zappi 2004) e representa o mais abundante em
cactaceas epifitas, com cerca de 81% das espécies endémicas do Brasil (Calvente etal.
2011), divididas em 5 subgéneros de acordo com variagdes em caracteristicas

morfofisiologicas, especialmente no formato dos segmentos e flores. Phyllarthrorhipsalis é



o subgénero mais diverso, contém 13 espécies onde a caracteristica predominante ¢ a forma
achatada do caule.

Considerando a relevancia de processos microevolutivos como um mecanismo
promotor de diversidade bioldgica (Schemske 2010, Waser 2001), o objetivo deste trabalho
¢ verificar a relagdo entre diversidade genética em duas espécies irmas de Cactaceae,
Rhipsalis crispata (Haw.)Pfeiff. e Rhipsalis oblonga Loefgr, e suas distribuicdes
altitudinais. Nossa expectativa ¢ de que diferengas genéticas em pequenas escalas possam
ser associadas a variacOes altitudinais. Tais diferencas podem estar associadas a
modifica¢des morfologicas e fenoldgicas intraespecificas. Adicionalmente, a segregacao de
tais espécies irmads em altitudes distintas poderiam condicionar barreiras de isolamento
reprodutivo entre elas. Dentro deste cendrio, este estudo filogeografico contribuird para
rastrear a historia demografica e a diversidade genética destas espécies em fungdo de
variagdes altitudinais e para testar a hipotese de associacdo da origem e delimitagdo de

linhagens evolutivas no género Rhipsalis com a altitude.

OBJETIVOS

Assim, os objetivos especificos deste projeto de pesquisa incluem:

e Descrever como a diversidade genética estd estruturada nas espécies, delimitando
linhagens evolutivas e inferindo tempos de divergéncia entre linhagens;

e Realizar inferéncias sobre a historia demografica das linhagens evolutivas
identificadas, que poderdo permitir discutir a biogeografia histdrica e a diferenciagdo
de populagdes/linhagens dentro da espécie;

e Investigar se padroes de estruturacdo genética dentro e entre espécies estdo

associados a variagdes altitudinais em pequenas escalas;



e Colocar a historia evolutiva das espécie no contexto da historia biogeografica da

regido sub-tropical.

JUSTIFICATIVA

Apesar de estudos recentes de sistemadtica, o reconhecimento de alguns tdxons de Rhipsalis
ainda permanece problematica devido a plasticidade dos atributos morfoldgicos bem como
auséncia de informagdo sobre os padrdes de variagdes morfoldgicas intraespecificas
(Calvente 2010). A compreensdo dos padrdes de diversificagdo de algumas espécies do
subgénero Phyllarthrorhipsalis, por meio de estudos filogeograficos que integrem principios
de biogeografia, filogenia e genética de populagdes, podem fornecer informagdes novas
capazes de esclarecer as ambiguidades que dificultam um tratamento taxondmico adequado.
A andlise da variabilidade genética nas populagdes e sua distribuicdo entre os individuos
permite a identificagdo de linhagens evolutivas e dos centros de origem e diversificacdo da
espécie. Essas informagdes, entre outras aplicacdes, sdo fundamentais para caracterizar a
historia evolutiva da espécie, estimar o fluxo génico entre as populagdes, identificar o nivel
de endogamia e propor medidas de conservagdo mais eficazes para espécies raras,
endémicas ou ameacadas. Nesse contexto, para o desenvolvimento desse trabalho foram
escolhidas duas espécies irmas dentro do grupo de Cactaceas epifiticas: Rhipsalis crispata e
R. oblonga. Apesar de R. crispata ¢ R. oblonga estarem bem resolvidas filogeneticamente
(Korotkova etal. 2011), estudos indicam que hé elevado grau de polimorfismo nessas
espécies com variagdes interpopulacionais (Calvente etal. 2011, Barthlott & Taylor 1995).
Além do mais, Rhipsalis crispata ¢ uma espécie vulneravel e de acordo com listagens do
ICMBio e CITES, necessita de mais estudos, o que corrobora a necessidade de uma analise

mais detalhada e abrangente desses taxons.



MATERIAIS E METODOS

Sistema de Estudo — Rhipsalis crispata e R. oblonga sdo epifitas e possuem ramos
pendentes que podem alcancar até 2 metros de comprimento. Sdo espécies filogeneticamente
aparentadas, endémicas da Mata Atlantica e sinconopétricas em algumas regides, sobretudo
nos Estados do Rio de Janeiro e Sdo Paulo. Estas espécies diferem morfologicamente quanto
ao tamanho das aréolas e espessura dos segmentos dos cladddios. Rhipsalis crispata possui
estruturas areolares maiores e os segmentos mais espessos € amplos com as margens
acentuadamente crenadas. Além disso, Rhipsalis crispata floresce no inverno enquanto
Rhipsalis oblonga floresce entre primavera-verdo (Taylor & Zappi 2004).

Rhipsalis crispata é preferencialmente epifita e elemento de florestas imidas e matas
de brejo, mas nas regides costeiras pode ocorrer em dunas e restingas, crescendo como
litofita. A distribuicdo geografica desta espécie ¢ disjunta e ocorrerem em altitudes que
variam do nivel do mar at¢ 900 metros. No estado de Pernambuco estd frequentemente
associada com matas de brejo e agreste; no Rio de Janeiro, Santa Catarina e Bahia habita as
regido litoranea, e em Sdo Paulo, a espécie pode ocorrer nas matas costeiras ou em matas
estacionais de planalto (Figura 1, Zappi etal. 2007, Taylor & Zappi 2004).

Rhipsalis oblonga ¢ uma espécie que ocorre no leste do Brasil, da Bahia até Sao
Paulo, em ambientes umidos e sombreados, em matas de encosta, corddes arenosos €
restinga. Se estabelecem preferencialmente em baixas elevagdes, até os 400 metros,
entretanto Barthlott e Taylor (1995) registraram uma populagdo variante com frutos

vermelhos que ocorre na Serra dos Orgéos, no Rio de Janeiro, a 1.300 metros de altitude.

Area de Estudo — As éreas de coleta do presente trabalho compreendem a Mata Atlantica

brasileira nas regides costeiras e de planalto, entre Pernambuco e Santa Catarina, em



altitudes que vao desde o nivel do mar até altitudes superiores a 1.500 m em localidades
como as da Serra dos Orgdos (RJ). Ao longo da 4rea de ocorréncia das espécies
procuraremos evitar que as coletas sejam feitas em areas sujeitas a alteragdo antropica, uma
vez que tais alteragdes contemporaneas podem alterar fluxo génico entre individuos e
espécies (Riesenberg efal. 1996), com consequéncias para os resultados das andlises
moleculares. As coletas serdo definidas com base nos registros de ocorréncia oriundos de
referéncias bibliograficas e bancos de dados digitais (GBIF, SPECIESLINK, JABOT). A
partir destes registros, areas com altas chances de ocorréncia serdo vistoriadas e na presenca

da espécie em campo, a coleta de material sera feita.

Metodologia — Os trabalhos de campo ocorrerao entre os meses de outubro a dezembro de
2012. As populacdes para a analise serdo escolhidas por amostragem e ao longo da area de
distribuicao de R. crispata e R. oblonga sera coletada epiderme dos cladodios e segmentos
da ponta de raizes adventicias de 10 individuos por ponto georreferenciado para a extragao
de DNA genomico e amostras da planta para o preparo de exsicatas de material testemunho .
As analises genéticas serdo feitas apds a coleta do material, sendo o término destas analises
previsto para final do primeiro semestre de 2013 (vide cronograma). Protocolos de extracao
e manipulagdo do material genético dessas espécies seguirdo procedimentos empregados em
outros estudos filogenéticos da familia Cactaceae (vide Anexo, Korotkova 2011). As
sequéncias de marcadores escolhidos sdo baseadas em experiéncias prévias em estudos
similares em plantas (filogenia e filogeografia) bem como no sucesso destes marcadores
para grupos de Cactaceae (Gonzales etal. 2009, Taberlet efal. 2007). Serao utilizadas regides
de plastidios sujeitas a variagdes temporais rapidas, trunK/matK, trnS-G, rps3-rpll16, rpl16

intron bem como os marcadores nucleares ITS e phyC (Hernandez-Hernandez etal. 2011,



Korotkova 2011, Edwards etal. 2005). Redes de haplétipos com boa resolugdo foram
obtidas nos espacgadores rps3-rpl/16 e rp/l16 intron para resolver os padrdes de distribui¢ao
de R. baccifera (Korotkova 2011) e podem ser indicados para andlises filogeograficas em

Rhipsalis crispata e R. oblonga.
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Figura 1: Distribui¢do de Rhipsalis crispata e R. oblonga no Brasil. Note a distribui¢do predominantemente
associada a Mata Atlantica de encosta — Fonte: T.C. Giannini, dados nao publicados.

Obtengdo do DNA genomico - O material genético serd extraido de tecidos ou raizes
oriundos das coletas de campo e previamente desidratado em silica-gel. O tecido seco sera
homogeneizado e incubado por 20 min a 65°C em meio de 700 ul de solugdo tampio,
contendo 2% CTAB, 1% PVP, 100 mM Tris (pHS), 20 mM EDTA, 1.4 M NaCl, a 0.2vol%

mercaptoethanol e as etapas posteriores seguem os procedimentos descritos por Borsh etal.



(2003). O DNA genomico serd extraido usando DNeasy Plant Mini Kit da QIAGEN,
especifico para material bioldgico de origem vegetal. A concentragcdo e pureza do DNA
(propor¢des A260/A280 bem como A260/A230) serdo mensuradas em um
espectrofotdbmetro. A quantidade total de DNA gendmico sera armazenada a -30°C, sendo
posteriormente diluida em uma solugdo padrdo com concentracdo de 10ng/ul para uso no

PCR (Korotkova 2011).

Amplificagdo e seqiienciamento — Todos os primers e condi¢cdes de amplificacdo sao
listados no apéndice e seguem as instrucdes fornecidas por Korotkova (2011). Os produtos
serdo purificados através de um gel de extracdo (QIAGEN, Inc., Valencia, CA, USA) e
sequenciados em um sequenciador automatico de capilar ABI 3100 Genetic

Analyzer/Applied Biosystems (Korotkova 2011, Borsch etal. 2003).

Andlise dos resultados -_Os dados de sequéncias de DNA serdo alinhados com algoritmos
disponiveis na literatura (ClustalW, Larkin etal. 2007). Sequéncias nucleares serdo faseadas
com o algoritmo PHASE (Stephens & Donelly 2003) e testadas para eventos de
recombinagdo. A estrutura primaria dos dados de sequéncia serd avaliada através da
produgdo de arvores de genes individuais e redes de hapldtipos. Para a identificagdo de
linhagens e suas relacdes de parentesco serdo construidas arvores de genes obtidas por
reconstrugdes filogenéticas usando métodos bayesianos (programa MrBayes 3.1,
Huelsenbeck & Ronquist, 2001), de parcimdnia e de maxima verossimilhan¢a (no programa
PAUP versao 4.0* b10, Swofford 2000).

Para os métodos bayesianos e de maxima verossimilhanca a escolha do melhor
modelo para os dados obtidos sera feita no programa Modeltest v. 3.7 (Posada & Crandall

1998). O modelo serd utilizado para inferir a topologia de arvores genealdgicas. A avaliagdo



do suporte estatistico de clados resultantes das reconstruc¢des filogenéticas serd baseada em
probabilidades posteriores, no caso de analises bayesianas, e em métodos de bootstrap, no
caso de andlises de parcimonia e de maxima verossimilhanca. Como grupo externo sera
utilizado Rhipsalis baccifera, uma vez que esta espécie possui ampla area de distribui¢do e
existem dados filogeograficos disponiveis na literatura (Korotkova 2011). Redes de
haplotipos serdo construidas usando o algoritmo desenvolvido por Templeton (Templeton
1998) e implementado no programa TCS (Clement etal. 2000).

A estrutura populacional também serd deduzida com dados multilocus usando
abordagens de “arvores de espécies” (*BEAST, Heled & Drumond 2010) ou por analises de
alocacdo a grupos populacionais (STRUCTURE, Pritchard etal. 2000), de acordo com os
niveis de divergéncia encontrados dentro de R. crispata e R. oblonga. Para estimar os
tempos de divergéncia (em unidades coalescentes), bem como as taxas historicas de fluxo
génico entre populagdes, usaremos métodos multilocus e modelos coalescentes de
isolamento-com-migracdo (Hey & Nielsen 2007).

Para inferéncia sobre a historia demografica das populac¢des ou linhagens vamos usar
varias estatisticas demograficas, incluindo testes de expansdo (Fs, R2, Ramos—Onsins &
Rozas 2002, Fu 1997), estimativas multilocus coalescentes de crescimento (LAMARC,
Kuhner 2006) e estimativas de variacdo de tamanhos populacionais ao longo do tempo
(EBSP, Drummond & Rambaut 2007). Como a estrutura populacional afeta as estimativas
de parametros ancestrais, essas andlises serdo conduzidas somente para grupos
populacionais geneticamente homogéneos. Cada grupo genético serd georreferenciado
usando sistemas de informacdo geografica, contendo dados sobre tipos de vegetacdo,
variagdes do solo e ecorregides para que sejam analisados possiveis associacdes de padrdes

geograficos de diversidade genética com variaveis ecologicas.



CRONOGRAMA

Atividades:

Elaboragdo do projeto de pesquisa

Obtencdo de créditos

Coletas de campo e analises laboratoriais

Organizagao e analise dos dados

Redacdo de relatorios € manuscritos

Participag¢do em congressos

Redacdo de manuscritos e dissertacdo

Defesa de dissertagdo

]

RESULTADOS ESPERADOS

Os resultados deste projeto contribuirdo para o conhecimento dos fatores que determinam a
diversificacdo de Rhipsalis crispata e Rhipsalis oblonga na Mata Atlantica, bem como para
um melhor entendimento do subgénero Phyllarthrorhipsalis. Os dados obtidos sobre a
estrutura filogeografica dessas populagdes poderdo contribuir para a compreensdo da
influéncia das variagdes climaticas ocorridas nos tltimos anos na composicao e diversidade
dos organismos nos neotropicos. Os resultados serdo apresentados a comunidade cientifica
através de manuscritos a serem submetidos a revistas especializadas e sob a forma de

apresentacdes em reunides, simpdsios € congressos internacionais.

COLABORACAO E APOIO

O projeto esta sendo co-orientado pela Profa. Silvana Buzato (Departamento de
Ecologia, I.B., USP). Com base no conhecimento ecoldgico do grupo, esta pesquisadora esta
sugerindo a sele¢do das espécies e auxiliando na proposi¢ao de hipdteses a serem testadas
quanto aos fatores atuantes na diversificagcdo das linhagens e origem de espécies no grupo. O
suporte logistico para o desenvolvimento deste projeto esta vinculado ao Programa de Pos-

Graduacao da UNIFESP — Diadema e Departamento de Ecologia, I.B., USP.
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APENDICE 1:

O protocolo de amplificagdo de PCR foi retirado Korotkova (2011) e segue os
procedimentos utilizados por esta autora para estudos de filogenia e filogeografia de

Rhipsalis.

PCR amplification protocols
e DNA working dilution: 10 ng / pl;
e Primer stock concentration: 100 mmol @l (MWG Biotech, Ebersberg/Germany);

e Primer working concentration: 20mmol.

PCR reagents used

Taq Polymerase:
* SAWADY Taq DNA polymerase (Peglab Biotechnologie GmbH, Erlangen, Germany)
*  GoTaq® Flexi DNA polymerase (Promega Corp., Madison, USA, cat. no. M830A)

Taq polymerase buffers and magnesium chloride (all reagents supplied by the manufacturer

of the polymerase):

- for SAWADY Taq DNA polymerase:
» peqLab Buffer Y: 200 mM Tris-HCI (pH 8.55 at 25°C), 160 mM (NH4)2S04, 0.1% Tween
* 20 (red cap) and 20 mM MgCl2), increases product yield).
* peqLab Buffer S: (100 mM Tris-HCI (pH 8.8, 500 mM KCI, 0.1 % Tween 20, 15 mM
MgCl2), increases polymerase specifity.
*  25mM MgCI2 (cat. no. A351B)

- for GoTag® Flexi DNA polymerase:
*  5X Colorless GoTaq® Flexi Buffer (Promega Corp., Madison, USA, cat. no. M890A)
e 25mM MgCI2 (cat. no. A351H)

- dNTPs:
* peqGOLD dNTP-Set 4x25 @mol (Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen,
Germany; cat. no. 20-2010)
* dNTP Set 1 (Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Germany; cat. no. K 0.39.1)



* PCR nucleotide mix (Promega Corp., Madison, USA, cat. no. C1141)

- PCR additives:
* PVP (Polyvinylpyrrolidone) 10%
* 5 M Betaine

Reaction mixtures
Reaction mixture using SAWADY Taq-DNA-Polymerase, total volume: 50 pl
2 pl solution of DNA template a 20 ng/ul
5 ul 10x peqLab Taq Buffer Sor Y
0 -3 pl MgCI? 25mM
0 - 5 pl Betaine (5 M)
0-2,5ul PVP (10%)
2 ul Forward primer (20pm/pul)
2 ul Reverse primer (20pm/pl)
10 ul ANTP (each 1,25mM)
0,3 ul peqLab Taq polymerase
ad H?O p.a. grade

Reaction mixture using GoTaq® Flexi DNA polymerase, total volume: 50 ul
2 pl solution of DNA template a 20 ng/ul
6 ul MgClI? 25mM
10 pul 5x GoTaq® Flexi Buffer
2 ul Forward primer (20pm/pul)
2 ul Reverse primer (20pm/pl)
0 - 2,5 pl Betaine (5 M)
0-5ul PVP 10%
8 ul ANTP (each 1,25 mM) or 1 ul PCR nucleotide mix
0,25 ul GoTag® flexi DNA polymerase @ Sunits/pl
ad H?O p.a. grade

Primers used and amplification conditions

(Directions: F: forward, R: reverse. Application: A: amplification, S: sequencing).



trnS-trnG region (frnS-trnG intergenic spacer, trnG intron)

Primers used

primer name | sequence (5’-3°) Reference
trnS AACTCGTACAACGGATTAGCAATC F | A,S | Shaw et al. 2007
trnG GAATCGAACCCGCATCGTTAG R | A,S | Shaw et al. 2007
trnG2G GCGGGTATAGTTTAGTGGTAAAA F |S Shaw et al. 2005
trnG2S TTTTACCACTAAACTATACCCGC R[S Shaw et al. 2005
CAmrnSG-650F | AGGAGGAGAGATAATAAACG F |S this study
CA#nSG-400F | CAAAGTAATGCTAAAATTCTG F [S this study
CA#rnG-40R GGAATAGTAATCAAACCGG R[S this study

PCR conditions:

1) initial denaturation: 2 min at 95°C,
2) 35 cycles of 0:30 min at 95°C, 1 min. at 58°C, 2 min at 72°C,

3) final extension step of 15 min. at 72°C.

rps3-rpl16 spacer, rpl16 intron

Primers used

primer name | sequence (5’-3’) Reference
CArps3F GATTATTGCGCCTATCCG F | A,S | this study
CArpl16R CCGATAAGATAATCCCTTCA R | A,S | this study
CArpl16-400R | GAACTTTGTTCTTGAGCC R |S this study
CArpl16-700R | GYTAAAATAAAATTGGAGCCATC R[S this study
PCR conditions:

1) initial denaturation: 2 min at 95°C,
2) 35 cycles of 0:30 min at 95°C, 1 min. at 55°C, 1:30 min at 72°C,

3) final extension step of 15 min. at 72°C.




trnK/matK region

Primers for amplification (A) and sequencing (S)

primer name | sequence (5’-3°) Reference

trnK-F GGGTTGCTAACTCAATGGTAGAG A,S | Wicke & Quandt 2009
trnK3914Fdi GGGGTTGCTAACTCAACGG A,S | Johnson & Soltis 1995
trnK-2R AACTAGTCGGATGGAGTAG A,S | Johnson & Soltis 1995
ROSmatK-655R | GGATTCGTATTCACATACAT A,S | Worberg 2009
ROSmatK-530F | AGATGCCTCTTCTTTGC A,S | Worberg 2009
ACmatK500F TTCTTCTTTGCATTTATTACG A,S | Miiller 2002
ACmatK650R GGATTCATATTCACATACATRG S Miiller 2002
ACmatK1300F | ATAAAGTATATACTTCGAC S Miiller & Borsch 2005
trnK-71R CTAATGGGATGTCCTAATAC S Nyffeler 2002
CAtrnK-270R GAGCTTATCTTCGTAATTTG S Korotkova etal. 2010
PCR conditions:

1) initial denaturation: 1:30 min at 95°C,

2) 35 cycles of 0:30 min at 95°C, 1 min. at 50°C, 1:30 min at 72°C

3) final extension step of 20 min. at 72




