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RESUMO

7

O Quaternario é marcado por grandes pulsacfes climéticas, com longos
intervalos de tempo geoldgico sob regime glacial intercalados com curtos periodos
mais quentes, onde grandes transformacbes na paleovegetacdo se deram em
consequéncia dessas oscilacfes climaticas. Existem fortes evidéncias de que o0s
padrdes de distribuicdo da diversidade existente na Floresta Atlantica atual podem ser
explicados, em grande parte, pelas alteracdes climaticas ocorridas durante esse
periodo. Ainda assim, existem muitas lacunas e divergéncias na literatura quanto aos
padrdes de ocupacédo que essas vegetacdes desenvolveram durante essas mudancas
ambientais. Através da utilizacdo de uma espécie de cacto epifitico (Lepismium
cruciforme) — com ampla distribuicdo na Floresta Atlantica — como modelo para
estudos filogeograficos, realizamos analises intraespecificas em oito populacdes ao
longo de remanescentes florestais em unidades de conservagéo e manchas florestais
urbanas para responder as seguintes questdes: a) Podemos identificar multiplas
linhagens de L. cruciforme entre diferentes populacdes localizadas na Floresta
Estacional Semidecidual? b) Caso detectadas, essas diferentes linhagens estariam
associadas a algum tipo de isolamento geografico? c) As popula¢fes de L. cruciforme
sofreram oscilacdes demogréaficas historicas? d) Existe um gradiente longitudinal
continente/oceano de diversidade genética? Através do marcador molecular nuclear
(ITS), analisamos 71 sequéncias de 638 locus e identificamos nove haplétipos
diferentes. Linhagens altamente diversificadas, em relagdo as demais, foram
identificadas nas regides do Pontal do Paranapanema, onde suas populacdes
parecem ter sido influenciadas pela existéncia de uma barreira fluvial e, na regido dos
Campos Gerais, pelo provavel confinamento a reflugios florestais cercados por
vegetacdo aberta de campos de gramineas. Os resultados demonstraram que as
populacées de L. cruciforme sofreram um gargalo demogréfico seguido de uma
recente expansao populacional, assim como esperado para espécies florestais. Nao
foi observado sinais um gradiente longitudinal continente/oceano de diversidade
genética. Em vez disso, pudemos observar maiores valores diversidade genética em
linhagens localizadas em regides extremas da distribuicdo longitudinal, contrapondo
com diversidades mais baixas na regido central da distribuicdo amostrada. O uso
desta espécie epifita em estudos filogeograficos se demonstrou promissor para a

compreensao da dinadmica vegetacional da Floresta Atlantica, sobretudo das florestas



Estacionais Semideciduais. Futuros trabalhos envolvendo outras espécies epifiticas,
bem como estudos ecologicos envolvendo esses taxa, podem contribuir
substancialmente para o entendimento da distribuicdo florestal — e de biomas
associados — ao longo das oscilagdes climéaticas do Quaternario. Esses resultados
reforcam a importancia da preservacao de refugios florestais que incluam, entre outras

espécies interessantes, espécies epifitas como cactaceas da tribo Rhipsalideae DC.

Palavras-chave: Refagios, Filogeografia, Conservacgéo, Glaciacdes.



ABSTRACT

Quaternary period is well-known for its great climatic pulsations, that
intercalates between long glacial regimes and shorter warmer periods which lead to
significant changes in the paleovegetation occurred as a consequence of these
climatic oscillations. Strong evidence that the diversity distribution patterns in the
current Atlantic Forest can be largely explained by the climatic changes in this period.
Nevertheless, there are many gaps and divergences in the literature regarding the
occupancy patterns that these vegetations developed during these environmental
changes. Using of an epiphytic cactus species (Lepismium cruciforme) - widely
distributed in the Atlantic Forest - as a model for phylogeographic studies, performed
intraspecific analyzes in eight populations along forest remnants in conservation units
and urban forest spots to answer the following questions: a) Can multiple lineages of
L. cruciforme among different populations in the seasonal semideciduous forest, be
identified? b) If detected, would these different lineages be associated with some sort
of geographical isolation? c) Have populations of L. cruciforme suffered from historical
demographic fluctuations? Is there a growing genetic diversity in the
continental/oceanic longitudinal gradient? d) Through the nuclear molecular marker
(ITS), 71 sequences of 638 loci and identified nine different haplotypes. Highly
diversified lineages were identified in Pontal do Paranapanema and Campos Gerais
regions. In the first, populations appear to have been influenced by the existence of a
river barrier and in the latter, the confinement to forests refuges surrounded by grass-
fields vegetation, might be the probable reason for the observed genetic diversity.
These results indicate that populations of L. cruciforme suffered a demographic
bottleneck followed by a recent population expansion, as expected for forest species.
No signs of a genetic diversity gradient were observed in the continental/oceanic
longitudinal gradient. Instead, higher genetic diversity values in lineages located in
extreme regions of the continental/oceanic distribution, in contrast to lower diversity in
the central regions of the sampled distribution. The use of this epiphyte species in
phylogeographic studies showed to be promising in understanding the Atlantic Forest
vegetation dynamics, especially the seasonal semideciduous forests. Future works
involving other epiphytic species, as well as ecological studies involving these taxa,
can contribute substantially in the comprehension of the forest distribution - and

associated biomes - throughout the climatic oscillations of the Quaternary. These



results reinforce the importance of preserving forest refuges that include, among other

interesting species, epiphytic species such as cacti of the Rhipsalideae DC. tribe.

Keywords: Refuges, Phylogeography, Conservation, Glaciations.
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INTRODUCAO
Dinamica Climatica do Quaternéario

Numerosos fatores intervém no controle do clima terrestre e de suas flutuagoes.
Pode-se, entretanto, classifica-los em quatro grupos, em funcdo das variacdes de
temperatura que podem provocar e da duracdo do ciclo de acdo dos mesmos: (1)
Eventos relacionados a implantacdo das condi¢des do clima geral da Terra como o
estabelecimento da geometria do Sistema Solar, bem como a mudanga para uma
atmosfera com efeito estufa, sdo denominados como flutuagdes climaticas de primeira
ordem. (2) A tectbnica global, a distribuicdo dos continentes e oceanos e as variacfes
no teor de gases estufa, estdo relacionados as flutuagdes climéaticas de segunda
ordem. (3) Variagbes dos parametros orbitais (excentricidade, obliquidade e
precessao), de insolacdo, do nivel do mar e da dire¢cdo das correntes, correspondem
a flutuacdes climaticas de terceira ordem. (4) Finalmente, configuram como flutuaces
climaticas de quarta ordem, as que sdo provocadas por erupcdes vulcanicas,
oscilagbes oceanicas (El Nifio e Oscilacdes do Atlantico Norte), ciclos de atividade

solar, impactos de meteoritos e as atividades humanas (POMEROL et al., 2013).

Através dos estudos de registros sedimentares, tornou-se cada vez mais
evidente que durante boa parte dos ultimos 65 Ma., e além, o sistema climatico da
Terra experimentou mudancas continuas, variando de extremas expansdes de calor
com os polos isentos de gelo a extremos frios com grandes massas continentais
cobertas por capas de gelo. Essa mudanca néo € inesperada, pois as forcas primarias
que conduzem o clima a longo prazo, como a geometria orbital da Terra e os
rearranjos das placas tectbnicas, também estdo em movimento perpétuo (ZACHOS et
al., 2001).

Dentre os principais eventos de resfriamento que ocorreram ao longo do tempo
geoldgico, podemos citar o desastre climatico desencadeado pela evolugdo da
fotossintese (Paleoproterozdico — 2,5-1,6 Ga.) (KOPP et al., 2005), a hipétese Terra
Bola de Neve (Criogeniano — 850-635 Ma.) (MEERT & TORSVIK, 2003), Era do Gelo
Paleozoica (325-290 Ma.) (FIELDING et al., 2008) e a Glaciagdo Antartica
(Eoceno/Oligoceno — 38-28 Ma.) (KATZ et al., 2011).



Os eventos glaciais do Pleistoceno, época que da inicio ao periodo
Quaternario, diferentemente dos que o precederam, ndo foram causados pela deriva
dos continentes como a Era do Gelo Paleozdica e a Glacia¢do Antartica, por exemplo.
Ao invés disso, as reversfes climéticas do Pleistoceno foram provocadas por
mudancas na interceptacdo e absorcdo da radiacdo solar pela superficie da Terra,
devido as mudancas em sua o6rbita (BROWN & LOMOLINO, 2006). Grande parte da
maior mudancga de frequéncia no clima, principalmente observada entre 10* e 10°
anos, foi gerada por oscilagdes periddicas e quase-periddicas nos parametros orbitais
de excentricidade, obliquidade e precessao que afetaram a distribuicdo e a quantidade

de energia solar incidente na superficie terrestre (ZACHOS et al., 2001) (Figura 1).

Existe, evidentemente, a predominancia de eventos ciclicos durante o
Pleistoceno, caracterizados anteriormente como de terceira ordem, tanto do ponto de
vista temporal quanto da amplitude térmica das flutuaces. Entretanto, devemos ter
em mente que esses dominios de diferentes magnitudes temporais e amplitudes de
temperatura se sobrepdem, e numerosos processos correspondem a uma transicao
entre duas ordens de grandeza (POMEROL et al., 2013).

Assim, o Quaternario é um periodo marcado por grandes pulsacdes climéaticas,
com longos intervalos de tempo geoldgico sob regime glacial intercalados com curtos
periodos mais quentes (SALGADO-LABOURIAU, 1994; 1997), onde grandes
transformacdes na paleovegetacdo se deram em consequéncia dessas oscilacdes
climaticas. Essas mudancas séo evidenciadas em muitos estudos em escala global
(DENTON et al., 1989; KOCH & BARNOSKY, 2006), envolvendo diferentes taxons
(DAVIS & SHAW, 2001), trabalhos restritos aos Neotropicos (GENTRY,1982;
PENNINGTON et al., 2000), ao continente sul-americano (VAN DER HAMMEN, 1974)
e ao Brasil (LEDRU, 1996; BEHLING, 1998; BEHLING & NEGRELLE, 2001).

Em suma, essas diversas evidéncias apontam para uma tendéncia geral de
mudanc¢a ambiental na regido sul do continente sul-americano passando de climas
guentes e umidos sem sazonalidade para um clima frio e seco com sazonalidade
definida (ORTIZ-JAUREGUIZAR & CLADERA, 2006). Essa transi¢ao climatica foi
concomitantemente acompanhada pela expansao dos campos de gramineas durante
o Pleistoceno (VAN DER HAMMEN, 1974), sugerindo que em regides tropicais

consideraveis da América do Sul prevaleciam um clima muito mais seco durante essa



época. Ainda, a série de transicdes de ciclos umidos-aridos durante o Quaternario
modificariam drasticamente e repetidamente os padrdes da vegetacdo durante o
Quaternario (VUILLEUMIER, 1971).

Paleo-Distribuicdo das Formacdes Florestais

O clima e a vegetacdo ao longo de tempos pretéritos sdo comumente
reconstruidos por meio estudos litoestratigraficos e palinoestratigraficos. Localizada
na Bacia Hidrografica do Alto Rio Parana (SP, PR e MS) esta uma unidade
litoestratigrafica denominada Alogrupo Alto Rio Parana (Figura 2). Composta pela
Aloformacdo Paranavai e pela Aloformacdo Parana, essa unidade apresenta
testemunhos de mudancas paleoclimaticas e/ou atividades neotectonicas registrados
em eventos de sedimentacdo durante o Quaternario, causando flutuacées nos niveis

de base com consequentes transformacdes do relevo (SALLUN & SUGUIO, 2007).

Dentro da area de ocorréncia do Alogrupo Alto Rio Parana, evidencias
litoestratigraficas do Grupo Caiué (Figura 3) demonstram um padrdo deposicional
edlico de sedimentacdo com presenca de estruturas cruzadas planares de grande
porte e alto angulo de mergulho, sugerindo condi¢des climaticas de extrema aridez
(Facies Porto Rico). Apesar desse ambiente desértico generalizado, ocorriam bacias
restritas e localizadas que permitiam o estabelecimento de pequenos lagos
lentamente colmatados pelos sedimentitos oriundos das porcbes mais altas,
acarretando a formacédo de drenagem anastomosada (Facies Mamboré) no final dessa
sequéncia (JABUR & SANTOS, 1984).

O Grupo Caiud, retne trés unidades de arenitos acumuladas em ambiente
desértico, geneticamente relacionadas, correspondentes a sub-ambientes distintos:
zona central de sand sea, (Fm. Rio Parana), zona de depdsitos edlicos periféricos
(Fm. Goio Eré) e planicies de lengdis de areia (Fm. Santo Anastacio) (FERNANDES
& COIMBRA, 1994). Em fato, um deserto, denominado Deserto de Caiua, se
desenvolveu durante o Cretaceo Superior cobrindo cerca de 100.000Km? da parte sul
da Bacia de Bauru com notavel estabilidade de transporte edlico na dire¢do sudoeste
(FERNANDES et al., 2007).



Ao menos quatro episadios climaticos sdo registrados no Quaternario para essa
regido. Um primeiro episédio de expanséo da aridez, correlacionado com o Ultimo
Glacial M&ximo (LGM), seguido por um primeiro episddio mais umido, entre 10 e 7,3
mil anos atrds, podem ser identificados ocorrendo no centro-sul do Brasil e no
nordeste da Argentina (STEVAUX, 2000). A anélise de dados palinoestratigraficos de
trés sub-bacias (Rio Tibagi, Rio Piquirivai, Umuarama) e amostras da planicie aluvial
do Rio Parana na regido de Porto Rico revelam que durante o Pleistoceno inferior
(entre 2,5 e 1,0 milh&o de anos atras), a regiao foi dominada por pastagens e savanas
sob condi¢Bes climaticas mais secas que, desde o inicio do Holoceno, vem sofrendo
uma transicdo generalizada para uma fase Uumida, atingindo um “6timo” climatico em
cerca de 5 mil anos atrds (STEVAUX, 1994). Por fim, um segundo periodo de aridez
variando entre 3,5 e 1,5 mil anos atras também é identificado no centro-sul do Brasil
e no nordeste da Argentina, encerrando em um segundo periodo Uumido que se
estende até os dias atuais (STEVAUX, 2000).

Registros paleopalinolégicos da Planicie Atlantica sugerem que condi¢des mais
frias e mais secas durante o Pleistoceno tenham provocado a substituicdo de grandes
areas de Floresta Atlantica por pastagens subtropicais e savanas (BEHLING &
NEGRELLE, 2001). Podemos observar esse fato através de alguns relictos em
enclaves de vegetacao xerdfila que resistiram localmente a mudanca para climas mais
umidos dos Gltimos 12 mil anos (AB’SABER, 2003). Eles parecem indicar os principais
eixos dos grandes caminhos de penetracdo da semiaridez quaternaria na atual
América Tropical (SILVA, 2011). Evidéncia desse cenéario € o atual padrdo de
distribuicdo de cactaceas terrestres em areas de Florestas Tropicais Sazonalmente
Secas (FTSS) separadas por areas de Cerrado (Figura 4), indicando que durante o
Pleistoceno elas estariam mais difundidas pelo atual bioma Cerrado (PENNINGTON
et al., 2000).

Atualmente, as FTSS do leste da América do Sul ocorrem como nucleos
grandes e bem definidos (como a Caatinga no Nordeste) e enclaves menores dentro
de outras vegetacdes (como o Cerrado e o Chaco). Entretanto, Caetano et al. (2008)
apresentam argumentos que favorecem a existéncia de uma formacao previamente

mais continua de FTSS.



Contudo, apesar de um aumento nos esfor¢cos de investigacdo nos ultimos
anos, o conhecimento sobre a historia evolutiva da Mata Atlantica ainda € limitado. Os
estudos filogeograficos com plantas tém mostrado descontinuidades genéticas na
parte central da Mata Atlantica (regido entre o sul do Espirito Santo e Norte do Rio de
Janeiro (RAMOS et al., 2009; RIBEIRO et al., 2011), apontando que esse bioma
possui uma historia complexa, uma vez que multiplas linhagens distintas podem ser
reconhecidas em organismos distribuidos neste dominio fitogeogréafico (RIBEIRO et
al., 2011; TURCHETTO-ZOLET et al., 2012). Entretanto, grande parte da discusséo
concentrada no postulado dos periodos secos na América do Sul durante o
Pleistoceno tem focado nas consequéncias das contracdes das florestas Umidas, e
pouca atencdo tem sido dada a influéncia dessas mudancas climéticas na expansao

de vegetacdes semideciduais e deciduais da regidao (PRADO & GIBBS, 1993).

Reflgios Pleistocénicos Neotropicais

Pioneiro na tentativa de expandir o conceito de reflgios para a Floresta
Amazobnica, Haffer (1969) iniciou uma longa discussao sobre a origem da variacdo da
distribuicdo de espécies tropicais entre os periodos glaciais e interglaciais. Seu
postulado sugere que durante os varios periodos climaticos secos do Pleistoceno e
pés-Pleistoceno, a Floresta Amazbdnica apresentou uma retracdo, se dividindo em
pequenas florestas isoladas entre si por extensdes de areas abertas de vegetacao
nao-florestal. Esses remanescentes florestais serviram entdo, como “areas de refugio”
para numerosas populagdes florestais de animais, que divergiram umas das outras
durante o isolamento geografico. Quando as florestas isoladas foram novamente
conectadas durante os periodos climaticos Umidos, re-ampliando a cobertura florestal,
as populacdes anteriormente confinadas aos reflgios, puderam entdo, ampliar sua

distribuicéo.

Na busca de melhores interpretagdes, comumente tem-se buscado respostas
para essas oscilagdes nos denominados refugios. Apesar do grande debate em torno
desse tema (BENNETT & PROVAN, 2008), as pesquisas tém contribuido para
elucidar a dindmica e complexidade das respostas dessas vegetacdes (GARCIA et
al., 2011; COLLEVATTI et al., 2015; FRANCO et al., 2017), mostrando que o tema
dos refligios € relevante para muitas areas de ecologia e biologia evolutiva. Porém,

devemos sempre considerar que a natureza individualista das respostas das espécies



as mudancas climaticas implica que a localizacéo dos refugios varia de acordo com o
clima, bem como as adaptacdes individuais das espécies ou populacées (STEWART
et al., 2009).

Teoria do Arco Pleistocénico

Essa nova interpretacdo floristica e ecologica das Florestas Tropicais
Sazonalmente Secas sul-americanas levou a proposta da chamada “Teoria do Arco
Pleistocénico”. A Teoria do Arco Pleistocénico sugere que o0s atuais fragmentos
disjuntos das FTSS do centro da América do Sul tropical evidenciam uma distribuicdo
anterior mais continua durante ciclos climéaticos frios e secos do Pleistoceno que foi
interrompida por ciclos quentes e imidos (MOGNI et al., 2015). Dado o fato de um
namero consideravel de taxa de plantas endémicas em nivel genérico e especifico,
Prado (2000) propde, inclusive, que essas formacdes florestais estejam em uma nova
unidade fitogeografica para a América do Sul, denominada Regido das Florestas
Sazonais Tropicais.

Prado & Gibbs 1993, apontam que numerosas espécies lenhosas, que estariam
envolvidas nos ciclos migratérios de expansado-retracdo do Pleistoceno, compdem
hoje diversas comunidades tropicais e subtropicais de florestas secas na América do
Sul, como as Caatingas do nordeste brasileiro e muitas florestas semideciduais nos
estados de Sao Paulo e Parana. Essas espécies revelam vinculos floristicos entre a
flora da Caatinga, no semiarido nordestino brasileiro, Missiones (Brasil/Bolivia) e
Piedemonte (Bolivia/Argentina) (Figura 5). Entretanto, Mayle (2004) indica que,
apesar dos dados limitados de polen disponiveis, as FTSS da idade glacial,
independentemente da sua distribuicdo, eram floristicamente muito diferentes das
atuais, com espécies-chave tipicas de floresta seca, como Anadenanthera spp.,
surgindo apenas no Holoceno. Esse padrdao sugere uma explicacdo mais
parcimoniosa através da migracdo populacional (talvez por dispersdo a longa
distancia) desde o Ultimo Glacial Maximo, em detrimento da hipétese de vicariancia
proposta por Prado & Gibbs (1993).

Apés mais de 20 anos da criagdo da Teoria do Arco Pleistocénico, através do
mapeamento de cinco espécies lenhosas de Leguminosae (Anadenanthera colubrina,

Enterolobium contortisiliquum, Pterogyne nitens, Amburana cearensis e Piptadenia



viridiflora), as evidéncias acumuladas parecem confirmar a integridade das provincias
fitogeograficas do Chaco e das Caatingas, suportando também, o padréo de conexao
em arco (MOGNI et al., 2015). Esses resultados corroboram os nucleos pré-existentes
de FTSS sul-americanos (Caatingas, Misiones e Piedmonte) e, postula um quarto
nacleo (Nucleo Chiquitania) localizado no sudeste da Bolivia e fronteira com o
Paraguai.  No entanto, as relacfes climaticas podem ter tido efeitos mais complexos
do que produzir um arco Pleistocénico simples de FTSS (NEVES et al., 2015) como
sugerem estudos paleoecologicos.

Estudos filogeograficos Neotropicais

Muito esforgco vem sendo colocado para compreender os complexos e altos
niveis de biodiversidade na América do Sul e estudos filogeograficos com grupos sul-
americanos podem fornecer informacdes valiosas sobre os processos historicos
subjacentes da diversificacdo nessa regido (TURCHETTO-ZOLET et al.,, 2012).
Através de andlises moleculares baseadas em variagbes nas sequéncias de
nucleotideos, a filogeografia vem procurando interpretar a extensédo e a forma pela
qual os processos historicos, relacionados a demografia populacional, podem ter
deixado pegadas evolutivas nas distribuicdes geogréaficas contemporaneas (AVISE,
2000). Esses estudos tém sido utilizados para investigar os efeitos das mudancas
climaticas passadas sobre a estrutura genética de espécies animais e vegetais,
permitindo assim, fazer inferéncias sobre a evolucdo das espécies dentro de seus
biomas e ajudando no planejamento estratégico de conservacdo (RAMOS et al.,
2007).

Uma recente revisdo (LEAL et al. 2016) demonstrou que foram publicados 41
trabalhos de filogeografia em plantas entre 1999 e 2016 envolvendo a regiédo
Neotropical. Dentre eles, os dominios fitogeograficos brasileiros mais estudados estao
o Cerrado (34,1%) e a Floresta Atlantica (17,1%). Esses trabalhos demonstraram que
ambos os biomas tiveram sua vegetacdo afetada de diferentes formas pelas

oscilagdes climaticas do Pleistoceno.

InvestigacOes sobre a diversidade populacional de grupos de plantas na parte
central da Floresta Atlantica sugerem gue repetidos eventos de vicariancia, resultando

na diferenciagdo genética de linhagens, sdo decorrentes de mudancas climaticas



passadas com ciclos de expanséao e contracéo florestal (RIBEIRO et al., 2011). Esses
ciclos de climas mais secos e frios, que remontam ao Pleistoceno, podem ter levado
a extincdo de algumas populacdes e determinado diferentes rotas de colonizacao para
as linhagens (NOVAES et al., 2010). O arbusto medicinal Carapichea ipecacuanha,
com distribuicdo disjunta nas regifes Atlantica e Amazonica brasileiras, associado
principalmente a sub-bosques da Florestas Sazonais Semideciduais, demonstrou
uma complexa estrutura filogeogréafica, indicando a persisténcia a longo prazo das
populacdes na faixa Atlantica, diferentemente das linhagens amazé6nicas que sugerem
uma expansao recente de uma unica fonte parental apés um forte gargalo genético
(DE OLIVEIRA et al., 2010).

Apesar da complexidade e diversidade de respostas dos organismos vegetais
estudados na Floresta Atlantica Semidecidual e formagdes associadas, as linhagens
desse dominio tém apontado para um padrdo geral de expansao populacional,
especialmente apos o ultimo glacial maximo (LGM) no final do Pleistoceno (LEAL et
al., 2016).

Padrdes similares aos observadas nos organismos vegetais também foram
observados em animais ao longo da Floresta Atlantica. Populacdes de vertebrados
localizadas na regido sudeste do Brasil apresentaram grau de estruturacao genética
muito heterogéneo e com numero efetivo (Ne) menor em relacdo a populacbes
observadas mais ao norte (em torno do Rio Doce) (MARTINS, 2011). Embora esse
padrdo de divergéncia/expansao, datados da época do Pleistoceno, ser observado
em praticamente todos os organismos estudados, Martins (2011) conclui que a
existéncia de estruturacao filogenética na Floresta Atlantica ndo pode ser atribuida a
um unico evento ou processo. Muitos fatores, incluindo os reflgios pleistocénicos,
transgressoes e regressdes marinhas (LEITE et al., 2016) e atividade tectonica podem

ter sido responsaveis por moldar a distribuicdo atual das linhagens.

Uso de epifitas vasculares em estudos sobre a dinamica Paleo-Florestal

Tropical.

As epifitas apresentam estrita dependéncia mecéanica da comunidade arbérea
para seu estabelecimento e sao diretamente afetadas pelas transformagdes que as

florestas sdo submetidas (ZOTZ, 2016). Estudos combinando dados filogenéticos,



preferéncias por habitat, diversidade morfologica e biogeografia de epifitas, além de
necessarios a fim de compreender melhor os processos envolvidos na evolugéao
destes (CALVENTE et al., 2011), podem servir como modelo para trazer respostas
mais consistentes sobre como formacdes florestais, como a Mata Atlantica,

responderam as variacdes ambientais de climas passados.

Um estudo abrangente com diversas popula¢gdes de uma espécie de bromélia
(Vriesea gigantea) com epifitismo facultativo ao longo da faixa litordnea da Floresta
Atlantica demonstrou uma forte correlacdo negativa entre diversidade genética e a
latitude onde essas populagbes se encontram (PALMA-SILVA et al., 2009). Uma
profunda divisdo filogeogréfica foi encontrada entre populagbes dos estados
brasileiros de S&o Paulo e Rio de Janeiro, evidenciando descontinuidades genéticas
na parte central da Floresta Atlantica. Esse padréo também foi observado por outros
trabalhos (RAMOS et al., 2009; RIBEIRO et al., 2011), demonstrando que, populacdes
ao sul parecem ter sido moldadas pela recente expansao e colonizagao dessa regido
ap6s o Ultimo Glacial Maximo.

A maioria dos trabalhos realizados na Floreta Atlantica tem demonstrado dois
padrbes caracteristicos. (1) Disjuncdes genéticas indicam que possiveis barreiras
geograficas estejam comprometendo o fluxo genético entre populacdes distribuidas
latitudinalmente (PALMA-SILVA et al., 2009; PINHEIRO et al.,, 2013) e (2) uma
expansao demografica recente em popula¢des localizadas mais ao sul parece estar
associada as oscilacdes climéaticas do Pleistoceno (PALMA-SILVA et al., 2009;
RIBEIRO et al., 2011).

A atual distribuicdo das espécies do género Lepismium também parece ter sido
influenciada pelos ciclos de expansao e retracdo dos biomas Umidos decorrentes das
oscilacdes climaticas do Pleistoceno. As reconstrucdes biogeogréaficas sugerem que
a atual distribuicdo disjunta do género pode estar relacionada a alguns eventos de
disperséo de longa distancia pelas florestas do Parana. Entretanto, a diversidade dos
cactos epifiticos neotropicais aparenta ter origem em diversos processos ecologicos
e evolutivos complexos (MORENO, 2015).

Embora muitas questdes sobre a dindmica das respostas da Floresta Atlantica

frente as mudancas climaticas pretéritas estejam sendo elucidadas, mais estudos que



10

incluam taxa da porcao sul da Floresta Atlantica devem ser conduzidos. Em patrticular,
taxas com padrédo de distribuicdo geografica Leste-Oeste na Floresta Atlantica
(GOETZE et al., 2016).

Este trabalho procurou compreender melhor os efeitos das oscilacdes
climaticas do Quaternario nos padrées de distribuicdo do dominio fitogeografico da
Floresta Atlantica utilizando uma espécie de cactacea epifitica (Lepismium cruciforme)
como modelo biolégico. Através de analises filogeogréficas, esperamos responder as
seguintes questdes: a) Podemos identificar multiplas linhagens de L. cruciforme entre
diferentes populacdes localizadas na Floresta Estacional Semidecidual? b) Caso
detectadas, essas diferentes linhagens estariam associadas a algum tipo de
isolamento geografico? c) As populacbes de L. cruciforme sofreram oscilacdes
demograficas historicas? d) Existe um gradiente longitudinal continente/oceano de

diversidade genética?

MATERIAL E METODOS

Modelo Biolbgico

A selecdo do modelo biolégico foi realizada seguindo alguns critérios. Dentre
os representantes da familia Cactaceae, foi realizada uma pesquisa nos bancos de
dados de herbarios digitais disponiveis no site do projeto speciesLink, buscando
potenciais espécies que possuissem ampla distribuicdo geografica e maiores numeros
de coletas registradas. Em seguida, descartamos as espécies que Sd0 mais
comumente utilizadas para fins ornamentais, como é o caso de grande parte dos
membros da tribo Rhipsalideae e Hylocereeae, sobretudo dos géneros
Schlumbergera, Epiphyllum, Hatiora e Rhipsalis (CHALAKKAL, 2012).

Até a publicacéo deste trabalho, Lepismium cruciforme demonstrou ser o
modelo biolégico que mais correspondeu aos critérios de escolha. Com 439 registros
no banco de dados do speciesLink, é a terceira espécie de cacto epifitico mais
depositada em colegdes, ficando atras apenas de Rhipsalis teres (686) e Rhipsalis
floccosa (458). Apesar de Lepismium houlletianum deter uma amostragem
semelhante a de L. cruciforme, com 430 registros, sua distribuicdo geogréafica
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aparenta ser mais restrita e possui caracteristicas morfolégicas muito atrativas para
fins ornamentais (LOMBARDI, 1995).

Popularmente conhecido como canambaia ou rabo-de-rato — na regido sul do
pais — Lepismium cruciforme (Vellozo) Miquel, Bull. Sci. Phys. Néerl 1: 49 (1838) é
descrita por Bruxel & Jasper (2005), como uma planta epifita, pendente, de
ramificacdo mesotdnica, com até 1m de comprimento. Articulos angulados com 3-5
costelas, oblongos, alados, coloracédo variando do verde ao vermelho, conforme a
insolacéo recebida. Aréolas imersas, com presenca de
pélos abundantes de até 5mm comprimento, cinzentos a brancos. Flores laterais,
solitarias ou em curta inflorescéncia, emersas na aréola, 0,7-1,3cm comprimento, cor
creme, branca a rosada, tépalas 10; estilete emergente, réseo-avermelhado, estigma
com 2-6 l6bulos. Fruto baga, vermelho-brilhante, de 5-7mm didametro. Sementes

pretas, numerosas e obovadas (Figura 6).

No Brasil, a espécie tem registros de ocorréncia ao longo de toda a Floresta
Atlantica, incluindo as regides Nordeste (PE, BA), Centro-Oeste (MS), Sudeste (MG,
ES, SP, RJ) e Sul (PR, SC, RS), com distribuicdo nativa e ndo-endémica (ZAPPI et
al., 2010). No ambito Neotropical, além da Floresta Atlantica, ocorre também em
localidades inseridas no Chaco (Argentina), Paraguai, Bolivia e Uruguai (BARTHLOTT
& TAYLOR, 1995; EGGLI et al., 2008; MORENO et al., 2015). Esse padrao de
distribuicdo reflete a histéria evolutiva da tribo (Rhipsalideae DC, 1828) que aponta
para dois centros de diversidade localizados no Leste da Bolivia e Sudeste do Brasil
(KUBITZKI, 1993).

Amostragem

A amostragem cobriu grande parte da distribuicdo longitudinal da espécie na
Mata Atlantica ao longo dos estados de Sao Paulo e do Parana. Foram amostrados
71 individuos de oito localidades com distancia entre si de no minimo 71Km, sendo a
maior distancia 537Km (Tabela 1). Dentre as localidades, destacamos quatro
populacdes coletadas em Unidades de Conservacgéao localizadas no Parana (EE Caiua
PE Vila Velha) e Sdo Paulo (EE Caetetus e PE Morro do Diabo), duas populacdes
oriundas de colecdes vivas cedidas pela Universidade Estadual de Maringa (Parque

do Ingd — em Maringa e Tibagi — resgatadas da area de inundagdo da UHE-Maua
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entre 0s municipios Telémaco Borba e Ortigueira) e duas populacdes coletadas em
pracas e parques dentro do perimetro urbano das cidades de Piracicaba — SP e
Curitiba — PR.

Extracdo de DNA, amplificacdo, sequenciamento e alinhamento

A extracao de DNA foi realizada com o protocolo CTAB modificado para tecidos
de plantas que apresentam dificil isolamento de material genético (TEL-ZUR et al.,
1999)(APENDICE A). Foram testados sete marcadores moleculares plastidiais (psbA-
trnH, rpl16, rps16-trnK, rpl32-trnL, trnQ5-rpsi16, trnS-trnG, trnV-ndhC) e uma regido
nuclear (ITS) a partir de trabalhos prévios utilizando a espécie de estudo (SHAW et
al., 2005; SHAW et al., 2007; CALVENTE et al.,, 2011; KOROTKOVA, 2011;
MORENO, 2015), além de duas regifes (rps4-trnT e trnL-trnF) selecionadas para
testes adicionais (APENDICE B). Um individuo de quatro populacdes diferentes (PE
Vila Velha, Piracicaba, Maringé e EE Caetetus) foi escolhido para verificar a existéncia
de polimorfismos. Entretanto, ndo foi possivel amplificar a regido rpl32-trnL e todos os
demais marcadores plastidiais ndo apresentaram polimorfismos para serem
analisados. Sendo assim, a regido nuclear ITS foi a Gnica que se mostrou interessante
para nossos estudos. A regido nuclear ITS (17SE-26SE) (SUN et al. 1994) foi
amplificada a partir da adaptacao do protocolo descrito por Calvente et al. (2011) para
mebros da tribo Rhipsalideae (CACTACEAE) com reacdes de 20uL contendo: 2,0uL
de tampéo de PCR, 2,0uL de BSA (Bovine Serum Albumin, 50mg/mL), 1uL de MgClz,
1,6uL de dNTPs, 1,0uL de primer Forward, 1,0uL de primer Reverse, 0,8uL de DMSO,
0,4 de Taqg DNA Polimerase, 10,4uL de H20 e 0,8uL da amostra de DNA produto da
extracdo. O passo inicial de denaturacdo se deu a 94°C por dois minutos, seguido por
28 ciclos de 94°C durante um minuto, 52°C durante um minuto e 72°C durante trés

minutos, terminando com um passo de extensao final a 72°C por sete minutos.

Amostras amplificadas foram enviadas para o servico de sequenciamento
oferecido pela Macrogen Korea acompanhadas de seus respectivos iniciadores. As
sequéncias foram tratadas com o programa Geneious 9.1.6 (KEARSE et al., 2012) e
alinhadas no programa MEGA 6 (TAMURA et al., 2013) utilizando o algoritmo Muscle

(EDGAR, 2004), inspecionando visualmente cada sequéncia.
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Diversidade genética e estrutura populacional

As andlises de diversidade genética e estrutura das populacdes foram
realizadas através do programa ARLEQUIN 3.5 (EXCOFFIER & LISCHER, 2010). Os
indices de diversidade nucleotidica (17), diversidade haplotipica (H), numero de sitios
variaveis (S), foram estimados através das médias pareadas considerando cada uma
das oito populag6es como um grupo e incluindo todas em um unico grupo. A estrutura
populacional foi medida através da diferenciacdo genética entre as populagdes (indice
de fixagdo — Fst) (WRIGHT, 1978) realizada a partir da analise de variancia molecular
AMOVA (EXCOFFIER et al., 1992) com 103 permutacfes. O indice de fixacdo foi
utilizado para verificar a correlagdo entre distancias genéticas e geograficas com o
teste de Mantel (1967) com 10* permutacdes. A dissimilaridade foi medida entre
matrizes de correlagéo de distancia geografica (log Km) e diferenciacdo genética entre

as populacdes (Fst), com 10* permutacdes.
Reconstrucdo dos haplotipos e padrées demograficos

A partir das sequéncias alinhadas, as posi¢cdes nucleotidicas heterozigéticas
foram resolvidas utilizando os algoritmicos fornecidos pelo PHASE 2.1 (STEPHENS
etal., 2001; STEPHENS & DONNELLY, 2003). Os haplotipos foram gerados utilizando
o programa DnaSP v5 (LIBRADO & ROZAS, 2009). Os sitios com lacunas e auséncia
de dados foram considerados e sitios invariaveis foram removidos. Para entender as
relacdes filogenéticas entre os haplétipos, foi gerada uma rede de haplétipos
utilizando a analise de agrupamento “median-joining” no programa NETWORK 4.6.1.5
(FORSTER et al., 2005). Os padrdes demogréaficos foram inferidos através de trés
analises utilizando informac¢des da distribuicdo das frequéncias de mutacdes (Tajima’s
D e R2) e sobre a distribuicdo haplotipica (Fu’s Fs). Os testes de neutralidade de
Tajima (1989) e de Fu (1997) foram realizados no programa ARLEQUIN 3.5
(EXCOFFIER & LISCHER, 2010), enquanto que o R de Ramos-Onsins e Rozas
(1997), foi analisado no programa DnaSP v5 (LIBRADO & ROZAS, 2009).
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RESULTADOS
Diversidade genética

O sequenciamento da regido nuclear (ITS) gerou 71 sequéncias com 638pb.
As populacdes apresentaram grande variacdo tanto na diversidade haplotipica quanto
nucleotidica (Tabela 2). Os maiores valores de diversidade haplotipica e nucleotidica
foram encontrados nas populacées do PE Morro do Diabo (Hd = 0.7333; Pi =
0.002020), PE da Vila Velha (Hd = 0.6593; Pi = 0.002067) e EE de Caiua (Hd =0.6154;
Pi=0.009094). Enquanto que, os menores valores foram observados nas populacdes
dos parques urbanos de Maringa e Piracicaba (Hd = 0.0000 e Pi = 0.000000 para
ambas). Os valores de diversidade genética geral registrado para a espécie foram Hd
= 0.3057; Pi = 0.0018109.

Estrutura populacional

A andlise de variancia molecular AMOVA revelou significativa diferenciacéo
genética entre as populagbes (Fst = 0.231; p = 0.000) (Tabela 3), sendo o maior
acumulo de variacao encontrado dentro das populagdes (76.86%) do que entre essas
populacdes (23.14%). Quando comparadas par a par, fica evidente que a populacéo
gue mais se distancia geneticamente das demais é a da EE Caiua. Os valores de Fst
observados, de acordo com Hartl & Clark (2010) variam de alto (Fst = 0.20699; p =
0.00743 + 0.0008) a muito alto (Fst = 0.346887; p = 0.00040 + 0.0002) (Tabela 4).
Nesse sentido, também se destacam o PE do Morro do Diabo e o PE da Vila Velha,
acumulando diferenciacdo significativa em relacdo a outras populacdes. O teste de
Mantel mostrou ndo haver correlacdo significativa entre distadncia geografica e

diferenciacdo genética (r = 0.119; p = 0.255) entre as populacdes (Figura 7).
Reconstrucéo dos haplotipos e padrées demograficos

Foram encontrados nove haplétipos, sendo que um haplétipo (H1) se revelou
mais comum, estando amplamente distribuido por todas as populagbes amostradas
(Figura 8). O segundo haplétipo (H2) mais frequente foi observado em trés populacdes
localizadas na porcéo central da regido amostrada (Figura 9). Regibes amostradas
mais a noroeste e sudeste revelaram abrigar maior nimero de haplétipos em suas

populaces em relacdo a populacdes localizadas na porcéo central e nordeste. Ambos
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os testes utilizando informacfes da distribuicdo das frequéncias de mutacdes
(Tajima’s D e R2) foram significativos (D =-2.052; p=0.001 e R2=0.0245; p = 0.01503)
e potencialmente indicam um padrdo de expansao demogréfica ou um afastamento

da neutralidade para a espécie (Tabela 5).
DISCUSSAO

O padréo mais conspicuo revelado pelos resultados demonstra a existéncia de
uma estruturacdo genética acentuada em populacdes localizadas a Noroeste,
préximas a confluéncia dos rios Paranapanema e Parana. Essa regido, conhecida
como Pontal do Paranapanema demonstrou concentrar a maior diversidade genética,
incluindo a maior parte dos haplétipos observados. Tendo em vista a alta
diferenciacdo genética e a posicdo em lados opostos do Rio Paranapanema da EE
Caiua e PE Morro do Diabo, podemos sugerir que: (1) neste caso, o rio possa estar
atuando como uma importante barreira ao fluxo genético (CAZE et al., 2016),
comprometendo a movimentacdo (HAYES & SEWLAL, 2004) e impondo limitagdes
na distribuicdo de espécies (PELLEGRINO et al., 2005) potenciais para transporte de
propagulos, refletindo numa (2) baixa eficiéncia de polinizadores e dispersores (LEVIN
& KERSTER, 1967; SCHUPP et al., 2010).

Outro nucleo de diversidade é observado a sudeste no PE da Vila Velha,
localizado na regido dos Campos Gerais. Apesar de porcdes de florestas de araucaria
se tornarem mais frequentes nos planaltos dessa regido a partir do Holoceno Superior,
a paisagem remonta a um mosaico de campos abertos de gramineas e florestas de
araucarias (BEHLING, 1998). Parece pouco provavel que tenha havido uma
distribuicdo mais continua entre essas porcdes de vegetacdo florestal em tempos
pretéritos, tendo em vista a recente mudanca para um clima mais umido a partir do
Holoceno (BEHLING &NEGRELLE, 2001; MORO et al., 2004). Esse cenario,
associado aos padrdes de diversidade genética obtidos, sugere que esta populacdo
possa estar em um refagio florestal (BENNETT & PROVAN, 2008). Com a colonizagéo
dessa regido, a populacdo encontrou restricdo para o fluxo génico, resultando na

intensificacéo da deriva genética e favorecendo a fixagao de diferentes alelos.

O padrédo geral de baixos valores de diversidade genética observados para a

espécie (Tabela 2) sugere que, no passado, suas populacdes foram significativamente
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reduzidas, afetando negativamente sua diversidade. Essa interpretacéo é sustentada
pelos testes de neutralidade de Tajima’ D e R> de Ramos-Onsins & Rozas que
sugerem um cenario de expansdo poés-gargalo. Mudancas demograficas como
gargalos (bottleneck) e/ou recentes expansdes populacionais séo esperadas para
espécies florestais, como também foi observado para Aechmea calyculata (GOETZE
et al., 2016). A rede de haplétipos, com topologia de estrela, também demonstra sinais
dessa expansao recente. Ainda, a presenca de ramos terminais longos com mutacdes
acumuladas nas linhagens do Pontal do Paranapanema e dos Campos Gerais,
apontam para essas duas regides como sendo os centros de diversidade genética
para L. cruciforme e, provavelmente sua distribuicdo geografica mais antiga
(EXCOFFIER et al., 2009).

Essas duas linhagens podem ter sido originadas a partir dos ciclos de expanséo
e retracao das florestas subtropicais tipicas do Pleistoceno e avancado em direcao ao
norte por dois arcos de dispersdo: um acompanhando a calha do rio Parané e outro,
proximo a Serra do Mar. O ultimo ancestral comum compartilhado entre L. cruciforme
e L. houlletianum estava nas florestas do Parana durante o final do Neogeno, tendo o
no Lepismium comecado a se diversificar no Mioceno Superior, a aproximadamente
8.70 M.a. (MORENO et al., 2015). O primeiro episédio com aumento de umidade
testemunhado pela regido do Pontal do Paranapanema data de 8,0 a 3,5 mil anos
atrds (STEVAUX, 2000), sendo que a coloniza¢do das primeiras espécies arboreas
(ARECACEAE e MYRTACEAE) se deu durante Pleistoceno Superior. Somente
durante o Holoceno é que as vegetacdes de floresta de araucéria, latifoliada e de
savana (STEVAUX, 1994) passaram a ocupar essa regido. Da mesma forma, registros
da Lagoa Dourada, no PE da Vila Velha, indicam que durante o Pleistoceno Superior,
a regido dos Campos Gerais passava por um periodo seco e frio (MORO et al., 2004).
Na transicdo para Holoceno, os campos cobriam amplas areas dessa paisagem,
confinando em vales, de maneira esparsa, as florestas de araucarias e florestas
tropicais (podendo ter havido uma mistura entre Florestas de Araucéria e Tropical nos
vales) (BEHLING, 1998). Ao longo do Holoceno, o aquecimento do clima cessou a
ocorréncia de geadas, favorecendo uma pequena expansao das florestas de araucaria
dos vales para os planaltos, enquanto que florestas tropicais ampliaram sua
distribuicdo ao longo dos vales com disponibilidade de umidade suficiente (BEHLING,
1998).
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A elevada estruturacdo genética encontrada para a espécie, associada a ndo
existéncia de um isolamento por distancia, sugere que o baixo fluxo génico tenha
acentuado a deriva, fazendo com que as populacdes acumulassem diferencas de
forma aleatéria, inclusive entre popula¢cdes muito proximas, como é o caso da EE
Caiua e o PE do Morro do Diabo — distancia euclidiana de pouco mais de 70Km, que
possuem composicao genética completamente discrepantes. Um resultado similar €
observado em populacdes de inselbergs que remontam um antigo e alto grau de
isolamento, onde o restrito fluxo génico por sementes e a deriva genética sdo 0s

principais agentes de diversificacdo (PINHEIRO et al., 2014).

A dificuldade encontrada para identificar regides plastidias que apresentassem
polimorfismos pode indicar maior similaridade genética, portanto menor estruturacao
entre essas populacdes, em relacdo aos valores observados para a regido nuclear.
Caso essa inferéncia seja suportada, L. cruciforme estaria apresentando um padréo
incomum de fluxo génico através de sementes maior em relacdo a dispersao via pélen
(HAMILTON & MILLER, 2002; PETIT et al., 2005; GOETZE et al., 2016). Entretanto,
sao necessarios mais esforcos para o estudo da diversidade genética plastidial de L.
cruciforme, como obter sucesso na amplificacdo da regido plastidial rpl32-trnL(UAG),
apontado como um dos mais informativos para estudos populacionais (SHAW et al.,
2014).

Os mecanismos de dispersao para L. cruciforme ainda néo foram estudados. A
coloracdo creme-rGsea de suas flores, morfologia radial, em forma de sino, sem odor,
indicam que estas sdo potencialmente polinizadas por abelhas (ALMEIDA et al.,
2013). Porém, seus potenciais dispersores de sementes ainda sao desconhecidos.
Parece ser uma regra que epifitas tenham seus préprios conjuntos de dispersores
aviarios, que sdo mais ou menos especializados para esses frutos (SNOW, 1981).
Espécies do género Rhipsalis tem requisitos especificos para o estabelecimento de
suas plantulas e as aves do género Euphonia sdo dispersores eficazes de suas
sementes tanto em aspectos quantitativos como qualitativos (GUARALDO et al.,
2013). Com frutos globosos entre 7-11mm de comprimento, esverdeados quando
imaturos, tornando magenta a vermelho escuro quando maduros (EGGLI et al., 2008),
L. cruciforme pode se enquadrar dentro do tipo de fruto apreciado por passarines
como pintassilgos e gaturamos (Fringilidae)(SNOW, 1981; MOERMOND &
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DENSLOW, 1985; GUARALDO et al., 2013). Entretanto, essas relacdes de frugivoria

permanecem incompreendidas.
CONSIDERACOES FINAIS

A expansao demografica recente observada para a espécie parece indicar que
a expanséo das florestas ap6s o Holoceno também tem favorecido as populacdes de
L cruciforme, embora ndo tenha sido possivel datar o evento de expanséo
populacional para a espécie. A presenca de duas linhagens altamente diversificadas,
em relacdo as demais, nas regides do Pontal do Paranapanema e dos Campos Gerais
ndo parecem resultar de eventos associados a hipotese do Arco Pleistocénico. Essas
regides parecem ter sido colonizadas pelas linhagens de L. cruciforme a partir do
Holoceno. Sua alta estruturacdo genética pode ser explicada pelo resultado de um
gargalo populacional seguido de uma recente expansédo demogréfica, onde o baixo
fluxo génico entre essas populagbes intensificou a deriva genética. Por fim, as
populacbes da regido central e nordeste da area de coleta, podem estar refletindo

baixos valores de diversidade genética em funcéo do efeito fundador.

Diferentes pressdes ambientais parecem ter atuado na diversificacdo das duas
linhagens distintas identificadas. As populacdes a Noroeste parecem ter sido mais
fortemente influenciadas pela imposicdo de uma barreira fluvial, separando duas
linhagens distintas em cada lado do rio (EE Caiua — PR e PE Morro do Diabo — SP).
Por outro lado, populacdes a sudeste possivelmente refletem um histérico de
confinamento a refugios florestais préximos a encostas e margens de corpos d’agua

cercados por vegetacdo aberta de campos de gramineas.

N&o foi observado sinais um gradiente longitudinal continente/oceano de
diversidade genética (STEWART et al., 2009). Em vez disso, pudemos observar
maiores valores diversidade genética em linhagens localizadas em regides extremas
da distribuicdo longitudinal, contrapondo com diversidades mais baixas nas regides
centrais da distribuicdo amostrada. Uma provavel explicacdo para este padréo pode
ser a amostragem insuficiente da ampla distribuicdo geografica que L. cruciforme
possui. Neste trabalho foram amostradas populacdes que ocorrem em areas de
Floresta Estacional Semidecidual, porém a espécie também possui registros para a

regido litoranea da Floresta Atlantica (ZAPPI et al., 2010), além de localidades
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inseridas no Chaco, ocorrendo na Argentina, Paraguai, Bolivia e Uruguai
(BARTHLOTT & TAYLOR, 1995; EGGLI et al., 2008; MORENO et al., 2015). Desta
forma, os haplotipos detectados neste trabalho, e os padrdes de diversidade entre as
populacdes, representam uma pequena amostra da estrutura genética da espécie.
Neste cenario, populacbes que se encontram nos extremos geograficos da nossa
amostragem podem, na realidade, representar centros de distribuicdo da espécie. No
futuro sera necesséario ampliar a amostragem desta espécie, numa tentativa de testar,
de modo mais robusto, a existéncia de gradientes de variagdo, uma vez que estes
padrdes sao fundamentais para o entendimento sobre a origem de ecétipos adaptados
a diferentes condi¢cdes climaticas, e para um maior entendimento sobre o0s
mecanismos que limitam a distribuicdo de espécies (ECKERT et al., 2008; GUO et al.,
2012).

A espécie demonstrou ser interessante para estudos filogeograficos
relacionados a compreenséo da dindmica da Floresta Atlantica diante de mudancas
climaticas passadas. Futuras andlises filogeograficas envolvendo outras espécies de
cactaceas epifiticas, bem como estudos ecoldgicos envolvendo esses taxa, podem
contribuir substancialmente para o entendimento da distribuicdo florestal — e de
biomas associados — ao longo das oscilagdes climaticas do Quaternario. A
importancia da preservacédo de refagios florestais que incluem, entre outras espécies
interessantes, populacdes disjuntas de Lepismium cruciforme e Rhipsalis crispata, €
apontado como grande énfase pelo “Programa Plantas do Nordeste” e integra o Plano

de Acdo Nacional para a Conservagédo das Cactaceas.

Apesar dos resultados obtidos para L. cruciforme demonstrarem um padréo de
expansao populacional, que pode estar associado a expanséao das florestas tropicais
ao longo do Holoceno, ainda é necesséria a realizacdo analises adicionais como a
Bayesian Skyline Plot (DRUMMOND et al., 2005). Atraves desse conjunto de analises
podermos obter informacfes mais robustas sobre a dindmica dessas populacdes
através do tempo, como a variacdo do tamanho efetivo e a datacdo do evento de

expansao demografico.
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APENDICE A. O protocolo descrito por TEL-ZUR et al., 1999 para cactos epifiticos
do género Hylocereus e Selenicereus adaptado para a extracdo de material genético
de Lepismium cruciforme.

e

© © N o

Protocolo

Macerar 0,59 & 1,0g de tecido vivo em 1,5mL de solucéo tampé&o de sorbitol (4°C);
Recolher a solucdo em tubos de 2,0mL e estocar em geladeira (4°C) por 20 minutos;
Centrifugar por 10 minutos a 4°C em 10.000 rpm;

Verter o sobrenadante e repetir a adicdo de 1,5 mL de solugdo tampéo de sorbitol.
(Repetir os passos 2, 3 e 4 até que seja possivel dissipar toda a viscosidade da
solucéo)

Adicionar 30 uL de Sarcozil, 2,5 uL de Proteinase-K, 800 uL de CTAB (3%) pre-
aquecido;

Misturar no Termomixer por 60 minutos a 65°C em 1.000 rpm;

Adicionar 600 uL de CIA (24:1) e agitar no Vortex;

Centrifugar por 10 minutos a 25°C em 10.000 rpm;

Recolher suspensédo (900 uL) e pipetar em novo tubo de 2,0mL;

. Adicionar 500 uL de CIA (24:1) e agitar no Vortex;
11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.

Centrifugar por 10 minutos a 25°C em 10.000 rpm;

Recolher suspensédo (900uL) e pipetar em novo tubo de 2,0mL;

Adicionar 500uL de Isopropanol, inverter manualmente e estocar a -20°C por 24h;
Centrifugar por 30 minutos a 4°C em 15.000 rpm;

Verter sobrenadante e adicionar 500 uL de Etanol (70%);

Centrifugar por 10 minutos a 25°C em 15.000 rpm;

Verter sobrenadante e adicionar 500 uL de Etanol (100%);

Centrifugar por 10 minutos a 25°C em 15.000 rpm;

Verter sobrenadante e secar no Termomixer por 20 minutos a 65°C em 0 rpm;
Adicionar 30uL de agua ultrapura e estocar a 25°C por 24h;

Agitar rapidamente no Vortex e centrifugar (short) e estocar em -20°C.



APENDICE B. Marcadores moleculares, e seus respectivos iniciadores, escolhidos
para testes buscando regides polimorficas em Lepismium cruciforme.

Regido Iniciador Sequéncia Referencia
17SE ACGAATTCATGGTCCGGTGAAGTGTTCG
ITS SUN et al. 1994
26SE TAGAATTCCCCGGTTCGCTCGCCGTTAC
CCAATATCCCTTYYTTTTCCAA
rpl32-R TABERLET et al. 1991,
rpl32-trnL
trnL-B CHANG et al. 2015
TCT ACC GAT TTC GCC ATATC
rps16x2F2 AAA GTG GGT TTT TAT GAT CC
3’rps16-5’trnK SHAW et al. 2007
trnKVWY) TTA AAA GCC GAG TAC TCT ACC
psbA-F GTTATGCATGAACGTAATGCTC
psbA-trnH SHAW et al. 2005
trnH2 CGCGCATGGTGGATTCACAATCC
tnt-D GGGGATAGAGGGACTTGAAC
trnL-trnF trnL-F(GAA TABERLET et al. 1991
ATTTGAACTGGTGACACGAG
rpL16F71 GCT ATG CTT AGT GTG TGACTC GTT G
rpl16 SHAW et al. 2005
rpL16R1516 CCCTTCATTCTT CCT CTATGT TG
rpS4R2 CTG TNA GWC CRT AAT GAA AAC G
rps4-trnT SHAW et al. 2005
trnTUCUR AGG TTA GAG CAT CGC ATT TG
trnQUYe) GCG TGG CCA AGY GGT AAG GC
trnQ5'-rps16 SHAW et al. 2007
rpS16x1 GTT GCT TTY TAC CACATCGTT T
trnS(GCY) AACTCGTACAACGGATTAGCAATC
trnS-trnG SHAW et al. 2005
5trnG2S TTTTACCACTAAACTATACCCGC
GTC TAC GGT TCG ART CCG TA
3'trnVUAO)
trnV-ndhC dhe TAT TAT TAG AAA TGY CCA RAA AAT ATC ATA SHAW et al. 2007
n

TTC
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Tabela 1 — Detalhes dos locais de amostragem de Lepismium cruciforme.

Populacédo Localizacdo | Latitude Longitude | Elevagcdo | Clima | Tipo Florestal

EE CAETETUS | Galia—SP 22°22'53"'S | 49°40'47"0 670m Cfa | Estac. Semidec.

EE CAIUA Diamante do | 550353005 | 5205213170 300m Aw | Estac. Semidec.

Norte — PR

CURITIBA Curiiba— PR | 25°2544"S | 49°16'00"0 910m cfp | Ombrofila Mista
alterada

MARINGA Maringd — PR | 23°25'43"'S | 51°55'46"0 530m cip | Estac. Semidec.
aterada

PE Morro do Teodoro 22°37'26"S | 52°11'05"0 290m Aw | Estac. Semidec.

Diabo Sampaio — SP

PIRACICABA Piracicaba — | o0p004ms | 47938'59"0 490m cia | Estac. Semidec.
SP aterada

Telemaco o oo I Ombro6f. Mista/

TIBAGI Borba - PR 24°338"S | 50°42'36"0 650m Cfa | Eemo Semidec.

PE VilaVelha | POM& BIOSS8 | 95015115 | 50700070 820m Ctb | Ombréfila Mista

Legenda: Classificagdo climatica Koppen-Geiger: Aw — Clima Tropical com precipitagdo anual total
média < 250mm; Cfa — Clima Subtropical com inexisténcia de estagdo seca definida, temperatura média
do ar no més mais quente = 22°C e no més mais frio > 10°C; Cfb - Clima Subtropical com inexisténcia
de estagdo seca definida, temperatura média do ar no més mais quente < 22°C e nos quatro meses

mais quentes > 10°C.

32



Tabela 2 — Diversidade genética dentro de populacdes de L. cruciforme.

POPULACAO N s nH Hd Pi

EE CAETETUS 13 2 2 0.2708 0.000849
EE CAIUA 7 17 3 0.6154 0.009094
CURITIBA 1 2 0.1429 0.000224
MARINGA 0 1 0.0000 0.000000
PE Morro Diabo 5 3 4 0.7333 0.002020
PIRACICABA 13 0 1 0.0000 0.000000
TIBAGI 13 2 2 0.0769 0.000241
PE Vila Velha 7 5 4 0.6593 0.002067
Espécie (71) 23 9 0.3057 0.001819

Legenda: N, tamanho da amostra; S, nimero de sitios polimdrficos; Hd, diversidade
haplotipica; nH, nimero de haplétipos; Pi, diversidade nucleotidica.



Tabela 3 — Analise de variancia molecular (AMOVA) das oito populagdes
de L. cruciforme, estudadas a partir do marcador nuclear ITS.

Origem da Variagéo Componentes da

Percentagem de

Variancia Variagéo
Entre as populacdes 0.13863 23.14
Dentro das populacdes 0.46050 76.86
Total 0.59913
Indice de Fixagao Fst :0.23139 p = 0.00000
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Tabela 4 — Analise de variancia molecular (AMOVA) par a par das oito populagdes de L. cruciforme,
estudadas a partir do marcador nuclear ITS.

POPULACAO 1 2 3 4 5 6 7 8

1. EE CAETETUS * 0.00010 0.00861 0.35838 0.06287 0.29809 0.11167 0.17068
2. EE CAIUA 0.31607 * 0.00734 0.00059 0.00416 0.01638 0.00040 0.01544
3. PE VILA VELHA 0.11510 0.20699 * 0.00069 0.00079 0.21513 0.00079 0.28779
4. TIBAGI 0.03672 0.33514 0.11906 * 0.00109 0.99990 0.99990 0.58083
5. PE Morro do Diabo 0.15847 0.23927 0.23888 0.41500 * 0.00248 0.00000 0.00337
6. MARINGA 0.06101 0.22645 0.06145 -0.03435 0.38743 * 0.99990 0.99990
7. PIRACICABA 0.12000 0.34687 0.14621 0.00000 0.53742 0.00000 * 0.34749
8. CURITIBA 0.06932 0.24336 0.04513 -0.00124 0.37859 -0.01158 0.04712 *

Legenda: Valores de p se encontram acima e seus seus respectivos Fst, abaixo. Em destaque estao as

variancias significativas.
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Tabela 5 — Valores dos teste de neutralidade de Tajima (D), Rz e Fu (Fs) para as oito populagfes
de L. cruciforme.

POPULACAO Tajima D P Fu’Fs P R: P

EE CAETETUS 0.07120 0.63740 1.71217 0.76350 0.1354 0.43611
EE CAIUA 0.19855 0.62090 7.02047 0.99370 0.1648 0.71200
CURITIBA -1.15524 0.16100 -0.59478 0.11130 0.2575 0.62651
MARINGA 0.00000 1.00000 X X X X

PE Morro Diabo 0.77501 0.77120 -0.34778 0.29270 0.2072 0.63666
PIRACICABA 0.00000 1.00000 X X X X

TIBAGI -1.51314* 0.04150* -0.26502 0.17480 0.1923 0.75463
PE Vila Velha -0.55840 0.31250 0.19238 0.55160 0.1319 0.14891
Espécie -2.05218* 0.00140* -1.88407 0.22770 0.0245* 0.01503*

Legenda: Valores significativos ( p < 0,05) destacados com asterisco.



Figura 1 — Mudancas periddicas na excentricidade, obliquidade e precesséo da Orbita terreste.
Em conjunto, esses movimentos sdo denominados Ciclos de Milankovitch.

(C} Presessso (deriva do pélo)
Periodo cickico =22.000

Vega (Lyr}
W

(B} Obliquidadie (incinag3o da drbita}
(A) Excentricidade (sipsidade da drbita) Periodo cicico=41.000
Periodo cickioo = 100.000

41.000 anos atris.

Fonte: modificado de BROWN & LOMOLINO, 2006.
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Figura 2 — Unidade estratigrafica do Alogrupo Alto Rio Parana. Constituida de
depositos sedimentares de origem coluvial (Aloformacéo Paranavai) e aluvial
(Aloformagéo Parana).
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Fonte: SALLUN & SUGUIO, 2007.
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Figura 3 — Mapa de distribuicdo das unidades na Bacia Bauru.
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Fonte: FERNANDES & COIMBRA, 1994.



Figura 4 — Distruibui¢do da vegetacédo sazonalmente seca nos Neotropicos.

M Floresta Tropical Sazonalmente Seca |
Savanna |

m Chaco {
/

Legenda: Floresta sazonalmente seca: Caatingas (1); Nucleo de Misiones (2);
Regido do Chiquitano Boliviano (3); Nucleo Piedmont (4); vale Interandino Bolivia-Peru
(5); costa do Pacifico no Equador (6); vale Interandino Colombiano (7); costa
Caribenha da Colombia e da Venezuela (8); América Central (9); Antilhas (10).
Savannas: Cerrado (Ce); Llanos (LI); Rupununi (Ru). Chaco (Ch). Fonte: modificado

PENNINGTON et al., 2000.
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Figura 5 -0 Arco Pleistocénico das Florestas Tropicais Sazonalmente Secas
do centro da América do Sul.
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Legenda: Todos os maiores nuicleos de floresta seca estdo indicadas (Caatingas,
Misiones e Piedmont). Fonte: MOGNI et al. 2015.



Figura 6 — llustragéo cientifica dos ramos de floracéo e de frutificacdo de Lepismium
cruciforme e outras espécies de cactos epifiticos. (Prancha 22. BRITON & ROSE,
1923).

BRITTON AND ROSE, VOL. IV PLATE XX1I

M. E. Eaton del. v 622 e

1. Flowering branch of Pfeiffera ianthothele. 5. Flowering branch of Pseudorbipsalis alata.
2. Flowering and fruiting branch of Lepismium cruciforme. 6. Flowering and fruiting branch of Pseudo-
3. Top of fruiting branch of Pfeiffera ianthothele. rhipsalis himantoclada.

4. Flowering and fruiting branch of Rbipsalis jamaicensis. 7. Flowering branch of Rbipsalis grandifiora.

Legenda: Prancha 22. (1) Ramo de Floracdo de Pfeiffera ianthothele. (2) Ramo de
floracéo e frutificagéo de Lepismium cruciforme. (3) Topo do ramo de frutificag&o de
Rhipsalis jamaicensis. (5) Ramo de floragéo de Pseudorhipsalis alata. (6) Ramo de
floracdo e frutificagéo de Pseudorhipsalis himantoclada. (7) Ramo de floracdo de
Pfeiffera ianthothele.
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Figura 7 — Relacdes entre distancia geogréafica e diversidade genética pelo
teste de mantel entre as oito populacdes de Lepismium cruciforme.
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Legenda: Teste realizado com 10.000 permutagdes (r = 0.119; p = 0.255).
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Figura 8 — Rede haplotipica construida com base nas variacdes de sequéncias da regiao
nuclear ITS de populacdes de L. cruciforme.
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Legenda: (a) Frequéncias haplotipicas demonstradas pela proporcionalidade dos circulos. (b)
Distribuicéo dos haplétipos entre as populag8es amostradas.
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Figura 9 — Mapa da distribuicdo geogréfica das populagdes amostradas de Lepismium
cruciforme ao longo da Floresta Atlantica (cinza).
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Legenda: Detalhe para a distribuicdo dos hapl6tipos em cada populacéo. Area
rachurada representa a distribuicdo do bioma Cerrado
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