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RESUMO

Populacdes restritas, de um modo geral, possuem menor variabilidade genética
do que populacbes de ampla distribuicdo. Essa perda da diversidade genética
reduz a habilidade da populacdo em adaptar-se frente as mudancas
ambientais, ficando mais propensa a extincdo. Sendo assim, o trabalho
pretendeu investigar a diversidade genética de populacdes rupicolas de
Rhipsalis dissimilis K. Schum. (Cactaceae), que apresenta distribuicéo restrita e
endémica nos Estados do Parana, Santa Catarina e S&o Paulo, ocorrendo em
afloramentos rochosos associados a campos e formagbes de Mata Atlantica.
Foram coletadas amostras em cinco populacbes no Estado do Parana.
Marcadores moleculares do tipo Inter-Simple Sequence Repeats (ISSR) foram
utilizados nas analises, que incluiram cinco primers para 123 individuos. As
populacdes analisadas apresentam baixa diversidade genética, apresentando
valor médio de H=0,103 e baixa estruturagcdo genética, com Fst=0,018;
Gst=0,020. A AMOVA mostrou que a variagdo € maior entre (98%) do que
dentro das populacbes (2%). Dada a baixa estruturacdo genética, a analise
computada pelo programa Structure ndo foi capaz de detectar o possivel
namero de agrupamentos populacionais. Tais resultados corroboram para
assumir que as populacdes de R.dissimilis constituem-se de um Uunico pool
génico com baixa diversidade genética. Os eventos de retragcdo dos campos
durante o Ultimo Méaximo Glacial (UMG) podem ter levado a um gargalo
genético nas populacdes de R. dissimilis, sendo que grande parte das
populacbes remanescentes permaneceram na regido fitogeografica dos
Campos Gerais do Parana. Com base nesses resultados, sugere-se que a
forma epifita de R. dissimilis seja um meio de adaptacdo ao novo ambiente
(por ecological fitting), que passou a ser mais Umido e quente durante o UMG.
Embora as popula¢des de R.dissimilis rupicolas apresentem baixa diversidade
genética, elas podem apresentar facil adaptacdo a novos ambientes pelo
mecanismo de ecological fitting, o que pode ter favorecido o0 estabelecimento
da espécie na forma epifita em meio as novas condi¢cdes ambientais.

Palavras-chave: Campos Gerais do Parand, diversidade genética, ecological
fitting.



ABSTRACT

Overall, restricted populations have less genetic variation than populations of
wide distribution. This loss of genetic diversity reduces the ability of the
population to evolve in the face of environmental change, becoming more prone
to extinction. Thus, the study was to investigate the genetic diversity of
populations Rhipsalis dissimilis K. Schum. (Cactaceae), an endangered and
endemic species of the Atlantic Rain Forest. Samples were collected from five
populations in the State of Parana. Molecular analyzes were by molecular
markers of Inter-Simple Sequence Repeats (ISSR) and included five primers for
123 individuals. The populations have low genetic diversity , with a mean value
of H = 0,103 and low genetic structure, with Fst = 0,018; Gst =0,020. The
hierarquical AMOVA is greater among populations (98%) than within
populations (2%). Given the low genetic structure, the analysis by the Structure
program was unable to detect the possible number of population groups. These
results assume that R.dissimilis populations constitute a single gene pool with
low genetic diversity. The events of retraction of the subtropical grasslands
during the Last Glacial Maximum (LGM) may have led to a genetic bottleneck in
populations of R.dissimilis, and most of the actual populations is remained in
the phytogeographical region of Campos Gerais of Parana. It is suggested that
the epiphytic form of R. dissimilis is a form of adaptation to the new environment
(ecological fitting), which became more humid and warm during the LGM.
Although R.dissimilis rupicolous populations have low genetic diversity, they
can present easy adaptation to new environments by ecological fitting
mechanism, which may have favored the establishment of epiphytic species
form through the new environmental conditions.

Keywords: Campos Gerais of Parand, genetic diversity, ecological fitting.
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Caracterizacao genética de R. dissimilis

1 INTRODUCAO

Um dos principais objetivos da Biologia da Conservacdo € a
manutencdo da diversidade genética através da preservacdo de populacdes
visando a sua adaptacdo frente as mudancas ambientais (FRANKHAM;
BALLOU; BRISCOE, 2008). Em geral, populagbes pequenas passam por
endogamia acelerada e tém menor variabilidade genética do que grandes
populacdes, ficando, portanto, mais propensa a extincdo (FALK; HOLSINGER,
1991). A perda da diversidade genética populacional leva a reducdo do valor
adaptativo e perda da habilidade de adaptacao frente as mudancas ambientais
(REED; FRANKHAM, 2003).

A variabilidade e estruturacdo genética das populacdes resultam da
acdo combinada da mutacdo, migracdo, selecdo e deriva, as quais operam
juntamente com os fatores ecolégicos da espécie (LOVELESS; HAMRICK,
1984). Espécies que, atualmente, constituem populacdes pequenas podem ter
tido ampla distribuicdo no passado (FRANKHAM; BALLOU; BRISCOE, 2008).
Essas populacdes, devido a eventos estocasticos, reduziram o tamanho
populacional e ficaram mais suscetiveis a perda de diversidade genética,
principalmente por deriva (FALK; HOLSINGER, 1991). Dentre os fatores
ecolégicos, a reproducdo apresenta grande possibilidade de influenciar na
estruturacdo das populacdes (LOVELESS; HAMRICK, 1984). Uma grande
propor¢cdo das angiospermas reproduz-se de forma sexuada e assexuada
(VALLEJO-MARIN, DORKEN; BARRET, 2010). Populacbes de espécies que
se reproduzem sexuadamente, onde o fluxo via polen €& promovido, por
exemplo, via insetos territorialistas, tendem a ter estruturacdo populacional,
pois o fluxo génico sera promovido em maior parte dentro de cada populacéo,
resultando em subdivisdo populacional (LOVELESS; HAMRICK, 1984). A
reproducdo assexuada, apesar de levar a homogeneizacdo dos genotipos,
pode levar a subdivisdo populacional, pois muitos individuos de uma mesma
populacdo sdo provenientes de um mesmo genétipo (LOVELESS; HAMRICK,
1984).
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Caracterizacao genética de R. dissimilis

Embora as populacbes pequenas estejam mais suscetiveis as
mudancas ambientais, os mecanismos envolvidos no ecological fitting podem
reverter essa situacdo. O ecological fitting € um processo no qual o organismo
tem a habilidade de colonizar novos ambientes e formar novas interacoes,
devido a um conjunto de propriedades intrinsecas de que o individuo dispde no
momento (AGOSTA; KLEMENS, 2008). Essas propriedades sao resultantes da
conservacao filogenética, plasticidade fenotipica e da evolucédo de caracteres
relacionados que atuam formando um fitness potencial para a espécie ocupar
novos ambientes (AGOSTA; KLEMENS, 2008). Em contato com um novo
ambiente, o organismo passara a utlizar algumas dessas propriedades
adquiridas (formando o fitness realizado) e acaba por se estabelecer no novo
local. O estabelecimento do organismo em um novo local promove interacdes
novas com outros organismos e outras forgas evolutivas passam a atuar sobre
ele (AGOSTA; KLEMENS, 2008). O ecological fitting combina o potencial
intrinseco do organismo em ocupar um novo ambiente com as novas
oportunidades de interacbes presentes nesse novo ambiente (AGOSTA,
KLEMENS, 2008).

A familia Cactaceae, com cerca de 1438 espécies, (HUNT; TAYLOR;
CHARLES, 2006) é a segunda maior familia de plantas superiores exclusivas
do continente americano, perdendo apenas para Bromeliaceae (TAYLOR,;
ZAPPI, 2004). A familia é subdividida em quatro subfamilias (ANDERSON,
2001), onde Cactoideae destaca-se como a maior, em numero de espécies, e
mais diversificada, estando subdividida em nove tribos (TAYLOR; ZAPPI,
2004). Destas, Cereeae e Rhipsalideae sdo as mais representativas no Brasil
(TAYLOR; ZAPPI, 2004).

A tribo Rhipsalideae possui centro de diversidade na Floresta Atlantica
onde as espécies ocorrem desde o litoral até cerca de 2000 metros (m) de
altitude e muitas sdo endémicas, sendo a maioria de habito epifito (TAYLOR,
1997). Membros dessa tribo apresentam caules pouco suculentos, geralmente
pendentes, com raizes adventicias e aréolas geralmente sem espinhos
(CALVENTE, 2010). A classificacao mais recente da tribo reconhece quatro
géneros — Rhipsalis, Hatiora, Lepismium e Schlumbergera — sendo Rhipsalis o

maior deles em numero de espécies (CALVENTE, 2012).
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Caracterizacao genética de R. dissimilis

Rhipsalis € subdvidido em 33 espécies e trés subgéneros (CALVENTE,
2012). As espécies de Rhipsalis sdo em sua maioria constituidas por plantas
epifitas, algumas rupicolas ou terrestres, com caules cilindricos, aplanados ou
angulados e flores, em geral, pequenas (CALVENTE, 2012). Cerca de 80% das
espécies do género sdo endémicas ao Brasil (CALVENTE, 2010). A destruicao
das formacdes florestais vem acarretando a perda de muitas espécies deste
grupo, onde varias delas encontram-se na “Lista Vermelha” da International
Union for Conservation of Nature and Natural Resources (OLDFIELD, 1997),
como vulneraveis ou mesmo, extintas (CALVENTE, 2010). Aliado ao impacto
causado pela perda de habitats e coleta indiscriminada das espécies para o
comeércio, a vulnerabilidade de Rhipsalis e dos demais géneros de Cactaceae
inclui principalmente o longo ciclo de vida das espécies e as baixas taxas de
crescimento e recrutamento das populacdes (ANDERSON, 2001; VALVERDE
et al. 2004; ESPARZA-OLGUIN; VALVERDE; MADUJANO, 2005).

A maioria dos estudos em genética de populacbes de Cactaceae
envolvem as formas colunares da subfamilia Cactoideae (FIGUEIREDO et al.
2010). No geral, as formas colunares, inclusive as espécies de distribuicdo
restrita, apresentam altos indices de variabilidade genética em nivel de espécie
e populacdes (FIGUEIREDO et al. 2010). Um trabalho envolvendo espécies de
cactos colunares de distribuicdo restrita do Sul e Sudeste do Brasil verificou
alta variabilidade genética por meio de alozimas em Praecereus euchlorus,
Facheiroa squamosa, Pilosocereus vilaboensis, P. aureispinus e P. machrisii
(MORAES et al. 2005). Os autores explicam a alta variabilidade genética
devido a uma possivel conexdo entre as populacbes que passaram por
retracdo durante o Quaternario, o que acabou por amenizar os efeitos da deriva
genética (MORAES et al. 2005). Em Cactaceae, a baixa variabilidade genética
foi encontrada por meio de alozimas para os cactos de forma globosa e de
distribuicdo restrita, Discocactus (MACHADO, 2004) e Melocactus (NASSAR;
HAMRICK; FLEMING 2001; LAMBERT; BORBA; MACHADO, 2006; LAMBERT
et al. 2006), que geralmente ocorrem em populacdes pequenas e endémicas.
Auséncia de variabilidade genética foi verificada em populacdes de Consolea
corallicola por ISSR (CARIAGA et al. 2005) e Haageocereus tenuis, por
marcadores microssatélites (ARAKARI et al. 2013). Segundo os autores, a

13



Caracterizacao genética de R. dissimilis

baixa variabilidade genética encontrada nesses estudos pode estar associada

a possiveis eventos de gargalos genéticos.

Rhipsalis dissimilis K. Schum. €& conhecida pelas formas epifita e
rupicola (TAYLOR, 1997). A forma epifita possui registro de ocorréncia para 0s
Estados de S&o Paulo (uma localidade), Parana (quatro localidades) e Santa
Catarina (uma localidade) (ANEXOS 1, 2 e 3). A forma rupicola conta com o
maior numero de registros, sendo que no Estado do Parana a espécie €&
documentada para seis cidades, S&do Paulo com trés ocorréncias e Santa
Catarina com duas ocorréncias (ANEXOS 1, 2 e 3). Ha inclusive registros de R.
dissimilis de 1915 para os Estados do Rio de Janeiro e Minas Gerais, mas sem
informacao sobre a forma (ANEXO 1). A forma rupicola é a mais recorrente e
possui como caracteristicas morfoldgicas caule de até 70 centimetros (cm) de
altura, flores hermafroditas de cor amarelo-alvo e frutos de cor résea a vinacea
(SOLLER, 2012). Rhipsalis dissimilis € a Unica espécie rupicola do género no
Estado do Parana (SOLLER, 2012) e esta ameacada de extincdo segundo a
International Union for Conservation of Nature and Natural Resources

ocupando uma area menor do que 500 km? (IUCN, 2014).

A éarea de ocorréncia da forma rupicola de R. dissimilis no Parana
envolve a regido fitogeografica dos Campos Gerais, situado na borda do
Segundo Planalto Paranaense (MAACK, 2002). Os Campos Gerais formam um
mosaico nhatural constituido por estepes gramineo-lenhosas (VELOSO;
RANGEL FILHO; LIMA 1991) associadas a capfes de Floresta Ombrdfila
Mista, Floresta Ombroéfila Aluvial e Savana (MELO; MORO:; GUIMARAES,
2007). Os afloramentos rochosos abrigam a maioria das espécies endémicas
da regido, como o cacto Parodia ottonis var. vilavelhensis (Lehmann) N.P.
Taylor (MELO; MORO; GUIMARAES, 2007). Nessa subunidade fitogeogréafica
a vegetacdo se desenvolve em areas planas e em meio as cavidades das
rochas, as vezes sobre uma fina camada de solo (MELO, MORO;
GUIMARAES, 2007). Até 0 momento, ndo consta na literatura estudos sobre a
biologia reprodutiva e de polinizacdo de espécies de Rhipsalis. As flores de
Rhipsalis dissimilis sdo pequenas e alvas, provavelmente polinizadas por
insetos (CALVENTE et.al. 2011). Em Cactaceae, a propagacao vegetativa €
comum (ANDERSON, 2001) e a proximidade entre os individuos de R.dissimilis
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pode ser um indicativo da ocorréncia desse mecanismo de reproducdo. Os
frutos de Rhipsalis dissimilis apresentam coloracdo avermelhada e polpa
suculenta, com possibilidade de dispersao por aves, conforme observado em
outras espécies do género (GUARALDO et. al. 2013).

Dentre 0s mecanismos que promovem o ecological fitting, a
plasticidade fenotipica e a conservacdo filogenética sdo relatados para R.
dissimilis (CALVENTE et al. 2011; GIOVANONI, 2012). Na reconstrucdo da
filogenia para o género Rhipsalis, verificou-se que o epifitismo € uma
caracteristica ancestral, seguido de multiplas transicées independentes para o
hébito rupicola (CALVENTE et al. 2011). A espécie R. dissimilis apresenta
como condicdo ancestral o habito epifito (CALVENTE et al. 2011), o que
sugere que este habito seja uma conservacao filogenética da espécie. Em
estudo sobre a plasticidade fenotipica da forma rupicola de R. dissimilis, todas
as caracteristicas morfolégicas e anatdbmicas analisadas foram estatisticamente
diferentes entre as populagbes do Parque Estadual de Vila Velha (PR) e
Parque Estadual do Guartela (PR) (GIOVANONI, 2012). Associam-se estas
diferencas as condicdes climaticas distintas de cada localidade, sendo que na
regido do Parque Estadual do Guartel4d, ha uma maior insolacdo com
temperaturas médias nos meses mais quentes superiores a da regidao do
Parque Estadual de Vila Velha. Isso implica em uma plasticidade fenotipica
para a espécie, onde a populacdo do P.E. Guarteld apresenta individuos mais
robustos, com maior acumulo de tecidos protetores (epiderme) e armazenador
de agua (cortex) devido as condicdes climaticas da localidade (GIOVANONI,
2012).

A caracterizacdo genética de duas populac¢des da forma rupicola de R.
dissimilis foi investigada por Giovanoni (2012). Para o espacador intergénico
trnH-psbA do cpDNA (277 nucleotideos), a autora analisou 17 amostras das
populagcbes do Parque Estadual do Guartela (Tibagi, Parand) e 14 amostras do
Parque Estadual de Vila Velha (Ponta Grossa, Parand). Para o espacador
intergénico trnS-trnG do cpDNA (609 nucleotideos), foram analisadas trés
amostras das populacdes do Parque Estadual do Guartel4 e sete amostras do
Parque Estadual de Vila Velha. Embora ndo se tenha detectado nenhuma
variacdo nucleotidica pelos espacadores trnH-psbA e trnS-trnG, R. dissimilis
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apresentou alta plasticidade fenotipica (GIOVANONI, 2012). Dentre as
caracteristicas morfologicas e anatdmicas analisadas no trabalho, todas foram
estatisticamente diferentes entre as duas populacdes e podem ser atribuidas a
alta plasticidade fenotipica da espécie (GIOVANONI, 2012). Em estudo
envolvendo duas espécies de cactos, Lophocereus, L. gatesii e L. schottii foram
utilizados trés espacadores intergénicos de cloroplasto (trnL-trnF, trnC-trnD e
trnS-trnM) e ndo foi encontrada variabilidade nucleotidica nos 1960 pares de
bases sequenciados (HARTMANN; NASON; BHATTACHARYA, 2002). Isso
pode ser devido a origem relativamente recente dos cactos colunares na
América do Norte e/ou resultado de gargalos genéticos em periodos de
expansdo e retracdo populacional (HARTMANN; NASON; BHATTACHARYA,
2002). Nesse estudo, os autores sugerem gue taxons de recente diversificacao
possuem baixos niveis de variacdo nessas regides do DNA (HARTMANN;
NASON; BHATTACHARYA, 2002).

Niveis baixos de diversidade genética por meio de sequéncias de DNA
também foram verificados em espécies de Opuntia do arquipélago de
Galdpagos (HELSEN et al. 2009b). De 2202 pares de base (pb) analisados, 38
sitios foram variaveis em Opuntia, sendo que o espacador intergénico de
cloroplasto trnT-trnL revelou seis sitios varidveis em 567 pb, os espacadores
internos transcritos do DNA nuclear ribossomal (ITS) apresentaram 18 sitos
variaveis em 631 pb e o gene nuclear PhyC apresentou 14 sitios varidveis em
1004 pb sequenciados (HELSEN et al. 2009b). Em estudo envolvendo as
cactaceas hemi-epifitas Hylocereus ocamponis, H. purpusii, H. undatus,
Selenicereus grandiflorus e S. testudo, foram utilizados como marcadores 0s
espacadores intergénicos trnH-psbA , trnL-F, matK e rbcL (AGUILAR et al.
2013). Como resultado, os autores encontraram pouca Vvariabilidade
nucleotidica, sendo que em trnH-psbA foram analisados 397 sitios e somente
13 foram variaveis e um foi informativo para os dois géneros (AGUILAR et al.
2013). Para trnL-trnF foram analisados 998 sitios, sendo que 59 foram
variaveis e somente 13 informativos para os géneros estudados (AGUILAR et
al. 2013). No gene cloroplasmatico matK, onde se analisou 794 sitios, apenas
quatro foram varidveis para as espécies de Selenicereus e nenhum foi

informativo em Hylocereus (AGUILAR et al 2013). Esses estudos indicam uma
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limitacdo no uso de sequéncias de cloroplasto para analisar a diversidade
intraespecifica em Cactaceae pois, para outros grupos de plantas, esses
marcadores tém mostrado suficiente variacdo (HARTMANN; NASON;
BHATTACHARYA, 2002).

A técnica de Inter-Simple Sequence Repeat (ISSR) envolve a
amplificacdo de segmentos de DNA, os quais estdo presentes entre duas
repeticdes idénticas de regides microssatélites de direcbes opostas (REDDY;
SARLA; SIDDIQ, 2002). A técnica utiliza como primers as regides
microssatélites distribuidas ao longo do genoma, formadas por repeticdes de
dois a cinco nucleotideos em tandem (REDDY; SARLA; SIDDIQ, 2002). As
regides geralmente estdo ancoradas as extremidades 5 e 3’ e possuem de
uma a quatro bases degeneradas na sequéncia flanqueadora (ZIETKIEWICZ;
RAFALSKI; LABUDA, 1994). Os marcadores ISSR sdo dominantes, seguem a
heranca Mendeliana e possuem grande polimorfismo e reprodutibilidade
(GUPTA et al. 1994; REDDY; SARLA; SIDDIQ, 2002). Para o marcador ISSR,
a diversidade genética ou heterozigosidade esperada sdo as frequéncias dos
alelos dominantes e dos alelos nulos (visualmente ausentes) (WALLACE,
2003). Em geral, a técnica resulta em um maior nimero de loci polimorficos se
comparado as técnicas de alozimas e RAPD, muito utilizadas em Cactaceae
(REDDY; SARLA; SIDDIQ, 2002, CARIAGA et al. 2005, FIGUEIREDO et al.
2010). O marcador comecou a ser utilizados no ano de 1994 e desde entdo é
utilizado com sucesso em estudos de sistematica, diversidade genética intra e
interpopulacional e investigacdo de espécies hibridas (REDDY; SARLA;
SIDDIQ, 2002).

Dada a importancia em se investigar a diversidade genética de
populacdes pequenas, visando a sua conservacdo, este estudo pretendeu
investigar a genética populacional de uma espécie ameacada, Rhipsalis
dissimilis forma rupicola, por meio dos marcadores ISSR, com 0 objetivo de
conduzir a uma maior compreensao sobre os fatores que podem ter atuado nos
Campos Gerais do Parana e levado a baixa variabilidade genética e tamanho

populacional reduzido dessa espécie.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 COLETA E AREA DE AMOSTRAGEM

As amostras de Rhipsalis dissimilis da forma rupicola (FIGURAS 2A,
2B e 2C) foram coletadas em cinco localidades, distribuidas em trés cidades do
Estado do Parana na regido dos Campos Gerais (Autorizacdo do Instituto
Ambiental do Parana numero 208.11) (FIGURA 1; TABELA 1). Cada localidade
foi considerada uma populacdo. A populacéo coletada no Parque Estadual de
Vila Velha (VV) e na propriedade particular Cachoeira da Mariquinha (CM)
localizam-se no municipio de Ponta Grossa, enquanto que a populacdo do
Parque Estadual do Guartela (GT) e a da propriedade particular Recanto
Ecoldgico da Dora (RD) encontram-se no municipio de Tibagi. A populacao
mais distante (em km) é a da Reserva Particular de Patriménio Natural Vale do
Corisco (VC), no municipio de Sengés. Nos Campos Gerais ha a ocorréncia do
clima do tipo Cfa (clima temperado umido com verdo quente) e Cfb (clima
temperado Umido com verdo temperado) (MELO; MORO; GUIMARAES, 2007).
Em Ponta Grossa, segundo a classificacdo de Kdeppen, o clima é do tipo Cfb
ou seja, ndo ocorre estacdo seca definida e a temperatura média no més mais
guente é inferior a 22°C e no més mais frio é inferior a 18°C (INSTITUTO
AMBIENTAL DO PARANA, 2004). As geadas sdo severas e mais frequentes
em relagdo ao clima Cfa (INSTITUTO AMBIENTAL DO PARANA, 2004). Em
Tibagi e Sengés segundo a classificacdo de Kdeppen é do tipo Cfa, ou seja,
mesotérmico, sem estagdo seca, com verdes quentes e com média do més
mais quente superior a 22 °C, sendo as geadas frequentes e recebe influéncia
indireta do clima Cfb (INSTITUTO AMBIENTAL DO PARANA, 2004).

Foram coletadas amostras do caule e considerou-se como um
individuo o conjunto de ramos (FIGURA 2D). Foi feita uma busca por novos
registros de populagdes de R. dissimilis nas localidades Salto Santa Rosa, em
Tibagi (24°33'44”S; 50°31°,63” W) e na propriedade particular Fazenda das
Almas, em Pirai do Sul (24° 32' 23" S, 49° 55’ 40" W), mas n&o foi encontrado

nenhum individuo nos afloramentos rochosos.
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Séo Paulo
SENGES (VC)
TIBAGI (RD)
L
TIBAGI (GT) W
. *PONTA GROSSA (VV) (e S ’
PONTA GROSSA (CM) , @ ;!.’ -

kilometers

Santa Catarina

FIGURA 1 - MAPA DO PARANA COM A LOCALIZACAO DAS POPULACOES AMOSTRADAS

DE RHIPSALIS DISSIMILIS.

TABELA 1 - DADOS DAS LOCALIDADES DE COLETA DE RHIPSALIS DISSIMILIS.

CODIGO LOCALIDADE MUNICIPIO COORDENADAS ALTITUDE (m)
Parque Estadual de 2517'38"S
W Vila Velha Ponta Grossa g4 121 50" w 97
Propriedade Vaan
CM particular Cachoeira Ponta Grossa 2512, 11,. S 940
7 49 56' 39" W
da Mariguinha
Parque Estadual do o 24 48'54" S
GT Tibagi 50 16' 10" W 830
Propriedade e
RD particular Recanto Tibagi 24 42, lg.). S 800
- 50 19' 05" W
Ecologico da Dora
Reserva Particular de
. . . 24 12' 26" S
VC Patrimonio Natural Sengés 49 21' 22" W 888

Vale do Corisco
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FIGURA 2 - RHIPSALIS DISSIMILIS. A. INDIVIDUO COM FRUTOS MADUROS. B. CAULE
COM FLORES. C. INDIVIDUOS INDICADOS POR CIiRCULO TRACEJADO. D.

AFLORAMENTO ROCHOSO COM OCORRENCIA DA ESPECIE.
FONTE: IMAGENS A, C e D: A AUTORA. IMAGEM B: RENATO GOLDENBERG.
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2.2 EXTRACAO E AMPLIFICACAO PELA PCR

As amostras do caule de cada individuo foram seccionadas por meio
de lamina descartavel de aco. Para remover mucilagem e fibras das amostras,
foram selecionados os cortes com epiderme e parénquima clorofiliano. As
seccOes foram desidratadas em silica gel e maceradas em nitrogénio liquido. A
extracdo do DNA foi realizada por meio do kit Biopur (Biometrix) de acordo com
as instrucoes do fabricante e por meio do protocolo CTAB modificado (DOYLE;
DOYLE, 1987). O DNA foi quantificado por meio de espectrofotdmetro
GeneQuant Pro. Para as amostras extraidas pelo método CTAB realizou-se a
purificacdo do extrato por polietilenoglicol 20% para remocédo dos compostos

secundarios.

Foram testados nove primers, sendo que cinco amplificaram
satisfatoriamente pela Polymerase Chain Reaction (PCR). Para cada primer foi
estabelecida uma concentracdo diferente de reagentes, com volume final de 25
microlitros (ul) (TABELA 2). As reacdes foram realizadas em termociclador
(Mastercycler Gradient Eppendorf) sob as seguintes condi¢des: desnaturacao
inicial a 94°C por 1 minuto (min) e 30 segundos (s), seguido de 40 ciclos com
temperatura de anelamento que variaram entre 42,2°C e 45,1°C de acordo com
o primer (TABELA 2) por 45 s, extensédo a 72°C por 1 min e 30 s e extensdo

final a 72°C por 10 min.

TABELA 2 - CONCENTRACAO DOS REAGENTES E TEMPERATURA DE ANELAMENTO DA
PCR DE ACORDO COM O PRIMER UTILIZADO.

PRIMEI? PRIMER dNTP MgCI2 -IF:g(EIMERASE BSA DNA  ANELAMENTO
(SEQUENCIA) (uM) (mM)  (mM) L) (mg/mL) (ng) (°C)
[(GT);YG] 12 0,25 2 1 0,01 35 42,2
[(GA);YC] 1,2 0,25 2 2 0,01 35 42,2
(CTC)4RC 1,2 0,4 3 1,5 0,01 30 45,1
[(GA)sYT] 0,6 0,25 2 1 0,01 35 42,2
[(AC);RG] 1,2 0,25 2 1 - 36 42,2
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A eletroforese foi conduzida em gel de agarose 2% a 80 Volts por
quatro horas com marcador de peso molecular de 100 pb. As amostras foram
dispostas em posicOes aleatdrias, formando géis com amostras de diversos

individuos, de diferentes populacdes.

Ao final, o gel foi corado em solucéo de brometo de etideo por 30 min e

fotografado em transiluminador de luz ultravioleta (UVP MultiDoc-It).

2.3 ANALISE DOS DADOS

Os individuos que amplificaram para apenas um primer foram
excluidos das analises, totalizando 123 individuos. O peso molecular dos
fragmentos de ISSR amplificados foi determinado com o auxilio do programa
GelAnalyzer 2010a (LAZAR, 2010). Os fragmentos de baixa resolugéo foram
excluidos e os demais foram codificados para presenca (1) ou auséncia (0) de

bandas homologas.

A estimativa dos parametros de diversidade genética — numero efetivo
de alelos (Ne), diversidade genética de Nei (H), indice de Shanonn (I) e
porcentagem de bandas polimérficas (PBP) - foram analisados por meio do
programa POPGENE 1.31 (YEH, YANG; BOYLE, 1999). Com base nos valores
das distancias genéticas de Nei (D) (1978), foi elaborado um dendrograma por
UPGMA através do programa POPGENE 1.31 (YEH, YANG; BOYLE, 1999).
Para testar a correlacéo entre as distancias genéticas de Nei (D) e geograficas,
utilizou-se o teste de Mantel (1967) implementado no programa Arlequin 3.0
(EXCOFFIER; LAVAL; SCHNEIDER, 2005), com 10.000 permuta¢cfes em trés
corridas independentes, pelo método de distancias pareadas (WEIR;
COCKERHAM, 1984).

A distribuicdo da variacédo genética entre e dentro das populacdes foi
quantificada por meio da Andlise de Varidncia Molecular (AMOVA) no
programa Arlequin 3.0 (EXCOFFIER; LAVAL; SCHNEIDER, 2005). A
significancia da variagdo de cada componente foi testada com 10.000
permutacdes. Para marcadores dominantes, a diferenciacdo genética entre
populacdes geralmente é estimada pelo Gst (NEI, 1973). Quando ha dois

alelos em um locus, como ocorre nos marcadores dominantes, o valor de Gst é
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idéntico ao de Fst de Wright (NEI, 1973). O Gst foi estimado pelo software
Hickory versdo 1.1 (HOLSINGER; LEWIS, 2003) a partir dos seguintes
parametros: burn-in=100.000; niumero de replicagdes =1.000.000; thinning =50,
para o modelo f-free [modelo sugerido pelos autores, pois este seleciona
valores de coeficiente de endogamia aleatoriamente considerando a sua
distribuicdo prévia, ja& que o coeficiente de endogamia para dados de

marcadores dominantes n&o é confiavel], em trés corridas independentes.

Adicionalmente, para a deteccdo do numero de populacdes provaveis
(K), foi conduzida uma analise Bayesiana por meio do programa STRUCTURE
2.3.4 (FALUSH; STEPHENS; PRITCHARD, 2007). Assumiu-se o modelo
admixture, conforme recomendado por Falush; Stephens e Pritchard (2007)
para marcadores dominantes. O modelo admixture € o mais provavel de
ocorrer na natureza, pois considera que o genoétipo de um individuo provém de
uma ou mais populacbes (FALUSH; STEPHENS; PRITCHARD, 2007). Para a
andlise, considerou-se que o numero de K poderia variar entre 1 a 6. Um total
de cinco corridas para cada valor de K foi feito com 1.000.000 iteragdes e burn-
in de 100.000 iteracdes. O valor mais provavel de K foi determinado a partir da
mudanca na probabilidade dos dados entre os valores de K correspondentes
(AK), como proposto por Evanno, Regnaut e Godet (2005). Os valores de AK

foram estimados pelo website Structure Harvester v0.6.93 (EARL et al. 2012).
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3 RESULTADOS

Para os 123 individuos de Rhipsalis dissimilis analisados, foram obtidos
397 loci polimérficos a partir de cinco primers. Os marcadores ISSR
apresentaram elevada porcentagem de bandas polimérficas, com valores entre
97 e 100% (TABELA 3). O padrdo de amplificacdo para um dos marcadores

pode ser observado no gel da figura 3.

FIGURA 3 — PERFIL DE UM GEL DE AGAROSE DO MARCADOR ISSR [(CTC),RC] EM 19
AMOSTRAS DE DIFERENTES POPULACOES DE RHIPSALIS DISSIMILIS; A ESQUERDA,
PADRAO DE PESO MOLECULAR DE 100PB (M).

Os valores correspondentes ao numero efetivo de alelos (Ne),
diversidade genética de Nei (H) e indice de Shannon (1) foram baixos em nivel
de espécie e populacdes (TABELA 4). O valor médio da porcentagem de
bandas polimorficas nas populactes foi 53,55%. Em nivel de espécie, a média
da porcentagem de bandas polimorficas apresentou o elevado valor de 99%
(TABELA 4). As populacbes de R. dissimilis apresentaram o valor médio da
diversidade genética correspondente a 0,103 (TABELA 4). A populagdo VV

apresentou os maiores valores de Ne, H, | e PBP (TABELA 4).
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TABELA 3 - PORCENTAGEM DE BANDAS POLIMORFICAS POR PRIMER UTILIZADO.

PRIMER (SEQUENCIA) BANDAS POLIMORFICAS

[(GT)7YG] 100%
[(GA)7YC] 97,26%
(CTC)4RC 99,02%
[(GA)8YT] 100%

[(AC)7RG] 98,82%

TABELA 4 — NUMERO EFETIVO DE ALELOS (NE) (MEDIA + DESVIO PADRAO), VALORES
DE DIVERSIDADE GENETICA DE NEI (H) (MEDIA + DESVIO PADRAO),INDICE DE
SHANONN (MEDIA + DESVIO PADRAO) E PORCENTAGEM DE BANDAS POLIMORFICAS
(PBP) APRESENTADO NAS POPULACOES DE RHIPSALIS DISSIMILIS PARA (N)
INDIVIDUOS.

POPULACAO Ne H | PBP (%) N
CM 1,145 (0,211) 0,104 (0,129) 0,176 (0,200) 51,120 24
GT 1,131 (0,194) 0,096 (0,121) 0,166 (0,189) 52,120 25
RD 1,142 (0,209) 0,102 (0,125) 0,176 (0,194) 54,110 26
VC 1,148 (0,229) 0,102 (0,137) 0,171 (0,208) 50,370 27
WY, 1,158 (0,218)  0,112(0,130) 0,192 (0,199) 57,610 21
Em nivel populacional 1,145 (0,212) 0,103 (0,128) 0,176 (0,198) 53,550

Em nivel de espécie 1,143 (0,147) 0,113 (0,095) 0,212 (0,141) 99,000

O namero médio efetivo de alelos variou de 1,131 (GT) a 1,158 (VV). O
menor valor de Diversidade Genética de Nei (H) foi de 0,096 para a populacao
GT e o maior foi de 0,112 para a populacdo VV. O menor valor de indice de
Shanonn (l) encontrado foi de 0,116 para a populacdo GT e o maior foi 0,192
para a populacao VV (TABELA 4).

O dendrograma por UPGMA (FIGURA 4) das distancias genéticas
mostrou que as populacbes de Ponta Grossa (VV e CM) e Tibagi (GT e RD),
sdo mais proximas entre elas do que com a populacdo da RPPN Vale do

Corisco (VC), que é a mais distante (FIGURA 4).
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CM
GT
RD

VvV
VC

FIGURA 4 — DENDROGRAMA DE SIMILARIDADE GENETICA (DISTANCIAS GENETICA$ DE
NEI (1972)) OBTIDO PARA AS POPULACOES DE RHIPSALIS DISSIMILIS PELO CRITERIO
DE AGRUPAMENTO UPGMA.

A distancia geografica (TABELA 5) é maior entre as populacdes VV e
VC (120 km) e a maior distancia genética (TABELA 6) é entre as populacdes
VC e CM (0,0149). Segundo o teste de Mantel, h4d correlacdo entre as
distancias genéticas e geograficas (r=0,7 e p=0,03) para as populacdes de R.

dissimilis.

TABELA 5 - MATRIZ DE DISTANCIA GEOGRAFICA (EM KILOMETROS) ENTRE AS
POPULACOES DE RHIPSALIS DISSIMILIS.

POPULACAO CM GT RD VC
CM 0

GT 76,66 0

RD 74,10 3,04 0

VC 115,71 90,28 90,13 0

\AY, 7,04 80,37 76,73 120,86
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TABELA 6 - MATRIZ DE DISTANCIA GENETICA DE NEI (1978) ENTRE AS POPULACOES
DE RHIPSALIS DISSIMILIS.

POPULACAO CM GT RD VvC
CM 0

GT 0,0112 0

RD 0,0118 0,0040 0

VvC 0,0149 0,0141 0,0106 0

\AY, 0,0126 0,0102 0,0090 0,0116

A Andlise de Variancia Molecular (AMOVA) mostrou que as
populacdes tém baixa estruturacdo genética, apresentando Fst =0,01872
(p=0,003) (TABELA 7). A diferenciacdo genética se mostrou maior dentro das
populacdes (98,13%) do que entre as populacdes (1,87%) (TABELA 7).

TABELA 7 — RESULTADOS DA ANALISE DE VARIANCIA MOLECULAR (AMOVA) PARA AS
POPULACOES DE RHIPSALIS DISSIMILIS.

" PORCENTAGEM
~ GRAUS DE SOMA DOS VARIANCIA DOS
FONTE DE VARIACAO TOTAL DE
LIBERDADE QUADRADOS COMPONENTES VARIACAO (%)

ENTRE POPULACOES 4 24,472 0,079 1,87
DENTRO DAS

POPULACOES 118 491,625 4,166 98,13
TOTAL 122 516,098 4,246

A baixa estruturacdo populacional também foi demonstrada pelo valor
de Gst estimado pelo programa Hickory (Gst=0,020) com intervalo de
confiabilidade minimo de 2,5% e maximo de 97,5% (0,0237; 0,0366).

Através da analise Bayesiana inferiu-se o valor mais provavel de

grupos populacionais como sendo K=5 (FIGURA 5). A proporcédo de individuos
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(Qi) nos grupos determinados pelo Structure mostrou-se heterogénea (FIGURA

6) indicando uma auséncia de estruturacdo genética.

Deltak = mean(|L"(K)|) / sd{L(K))

25

20

Delta K
7

10

FIGURA 5 - VALORES DE AK SEGUNDO EVANNO ET AL. 2005, COM MAIOR VALOR
PARA K=5.

A maior proporcédo de individuos (Qi) da populagcdo CM encontra-se no
grupo 4; de GT, RD e VV no grupo 1 e da populacdo VC no grupo 5 (TABELA
8). Tais resultados vao de encontro ao observado pelo dendrograma de
similaridade por UPGMA (FIGURA 4).

1.00

0.80 —

0.60

040

020

0.00 -

CM

FIGURA 6 - REPRESENTACAO DA ANALISE COMPUTADA PELO STRUCTURE COM K=5.
OS GRUPOS GEOGRAFICOS ESTAO REPRESENTADOS NO EIXO DAS ABCISSAS; OS
GRUPOS K ESTIMADOS ESTAO REPRESENTADOS POR CORES DIFERENTES. NO EIXO
DAS ORDENADAS PODE-SE OBSERVAR A PROPORCAO DE INDIVIDUOS DAS
POPULACOES GEOGRAFICAS DENTRO DE CADA VALOR DE K.
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TABELA 8 - PROPORGAO DE INDIVIDUOS (QI) PARA OS CINCO GRUPOS DEFINIDOS
PELO PROGRAMA STRUCTURE PARA AS POPULAGOES DE RHIPSALIS DISSIMILIS.

POPULACAO N°INDIVIDUOS GRUPOS

(lVERMELHO) (2VERDE) :(BAZUL) ?AMARELO) (5ROSA)
cM 24 0,040 0016 0172 0,566 0,205
GT 25 0,400 0271 0086 0,196 0,048
RD 26 0,479 0107 0127 0,096 0,190
ve 21 0,259 0024 0311 0,024 0,382
W 21 0,427 0,157 0,248 0,096 0,072
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4 DISCUSSAO

As populacdes de R. dissimilis apresentam baixa variabilidade para
marcadores ISSR, assim como em outros cactos de distribuicdo restrita
(LAMBERT; BORBA; MACHADO, 2006; LAMBERT et al. 2006; HELSEN,
2009a). O valor de diversidade genética encontrado para as populacdes de R.
dissimilis (H=0,103) € menor do que o valor médio (H=0,22) encontrado por

meio de ISSR por Nybom (2004) para diversos grupos.

Em estudo envolvendo espécies de Discocactus ameacadas da Bahia,
Machado (2004) verificou valores baixos a intermediarios de diversidade de
alozimas para D. bahiensis (He=0,287), D.catingicola (He=0,191) e D. zehntneri
(He=0,191) (MACHADO, 2004). As espécies ameacadas de Melocactus
apresentaram baixa diversidade genética de alozimas nas populacdes de M.
glaucescens (He =0,063), M. paucispinus (He=0,031) e M. concinnus
(He=0,066) (LAMBERT; BORBA; MACHADO, 2006; LAMBERT et al. 2006).
Por outro lado, espécies de Opuntia endémicas do arquipélago de Galapagos
apresentaram diversidade genética média de 0,146 quando investigadas
através de marcadores microssatélite (SSR) (HELSEN et al. 2009a).

As populacdes de R. dissimilis apresentam baixa estruturacao
genética. Os valores apresentados pelo programa Structure, embora sugiram
cinco populacdes, mostram uma heterogeneidade nos individuos que é
incongruente para o agrupamento de populacdes proposto. Segundo Latch et
al. (2006) a estruturacdo genética implementada pelo software Structure ndo é
confiavel para valores de Fst abaixo de 0,03. Sendo assim, considera-se que
as populacoes de R. dissimilis sejam constituidas por um unico pool genético

de baixa diversidade.

A baixa diversidade e estruturacdo de R. dissimilis deve-se
possivelmente a fatores historicos e evolutivos que atuaram nas populagdes.
As mudancas climaticas durante o Ultimo Maximo Glacial (UMG) influenciaram
na distribuicAo e genética de espécies da Mata Atlantica (CARNAVAL;
MORITZ, 2008). Estudos filogeogréficos na Mata Atlantica sugerem mudancgas

na cobertura florestal das regides Sul e Sudeste durante o0 UMG, com periodos
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de expansdo e retracdo das florestas Umidas (GRAZZIOTIN et al. 2006;
CABANNE; SANTOS; MIYAKI, 2007).

Segundo dados palinolégicos do UMG (ca.18000 anos tras), o clima
frio e seco favoreceu o estabelecimento dos campos subtropicais no sul do
Brasil e a expansdo destes para a regido sudeste (BEHLING; BAUERMANN;
NEVES, 2001). No inicio do Pleistoceno Superior as gramineas predominavam
nas regides mais altas da regido Sudeste, incluindo as localidades menos
elevadas de Catas Altas (Minas Gerais, 755 m) e Botucatu (S&o Paulo, 770 m)
e as mais elevadas de Campos do Jorddo em S&o Paulo com 1850 m
(BEHLING, 1998; 2002).

Ao final do Pleistoceno as florestas de Araucaria e da Mata Atlantica
provavelmente ocupavam as areas de menor elevacéo (500 - 1000 m) de parte
da regido Sudeste, substituindo os campos da regido (BEHLING, 1998). A
vegetacdo campestre que dominava a regiao serrana do Sudeste atualmente
ocupa as por¢cdes mais elevadas dos morros, nas altitudes superiores aos 1800
m. Atualmente, as altitudes menos elevadas (500-1000m) sdo ocupadas pelas
florestas da Mata Atlantica (BEHLING, 1998).

Na regido dos Campos Gerais, no Parana, a vegetacdo campestre era
predominante no Pleistoceno Superior e as florestas com Araucarias ficaram
confinadas as regides Umidas, como o canion do Rio lapd, em Tibagi
(BEHLING, 1997). Extensas areas de campo, associadas a baixa ocorréncia de
araucarias e xaxins sugerem um clima frio e seco com intensas geadas nesse
periodo (BEHLING, 1997). No Holoceno Médio a floresta de araucaria ainda
era rara, mesmo com o0 aumento das precipitacbes (BEHLING, 1997). A
expansdo da floresta de Araucéria para os planaltos iniciou-se recentemente,
nos ultimos 1500 anos (BEHLING, 1997). A vegetacdo campestre permanece
dominante e xaxins continuam raros na regido dos Campos Gerais (BEHLING,
1997).

Os dados palinolégicos indicam que as regibes ao nivel do mar até
1000 m de altitude de Santa Catarina apresentavam clima frio e seco durante o
Pleistoceno Inferior (BEHLING; NEGRELLE, 2001; BEHLING 2002). A

vegetacdo predominante era de gramineas, com algumas espécies arboreas
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adaptadas ao frio (BEHLING; NEGRELLE, 2001; BEHLING, 2002). Desde o
Holoceno Médio, uma densa Floresta Atlantica se distribui na faixa de altitude
do nivel do mar até 1000m do Estado de Santa Catarina. Nessa regido, as
vegetacOes campestres ficaram confinadas as regides com altitude superiores
aos 1000 m, formando os campos de altitude (BEHLING; NEGRELLE, 2001;
BEHLING, 2002). Atualmente, as vegetagbes campestres remanescentes do
Quaternario localizam-se acima dos 1600 m no Sul e acima dos 1800 m no
Sudeste do Brasil (BEHLING, 1998). Mais especificamente, os campos de
altitude situam-se na faixa de 500 a 1500m nas latitudes entre 16° S e 24° S
(Estados de S&o Paulo, Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul) e de 400
a 1000m nas latitudes acima de 24° S (regido Sudeste) (BRASIL, 2008).

Os registros atuais da forma rupicola de R. dissimilis correspondem a
regides que possivelmente foram ocupadas por gramineas no periodo glacial
(BEHLING, 1998; 2002). R. dissimilis ocorre em areas com altitude de até 1000
m, as quais foram ocupadas por florestas durante o UMG nos Estados de SP,
PR e SC (ANEXOS 2 e 3). Em SC, os campos que dominavam as terras
baixas, foram substituidos pela Floresta Ombréfila, e atualmente encontram-se
nas altitudes mais elevadas do Estado (BEHLING, 2002; VIBRANS et al. 2013).
A ocorréncia de R. dissimilis (forma rupicola e epifita) no Estado de SC
localiza-se em regides ocupadas atualmente por Floresta Ombréfila Densa
(FOD) (VIBRANS et al. 2013). A FOD de SC apresenta condicdes diferentes
das regides tropicais, com luminosidade incidindo de forma inclinada e massas
de ar polar ocasionando geadas (VIBRANS et al. 2013). Os registros da forma
rupicola podem ser remanescentes de vegetacbes campestres que
permaneceram em meio a areas florestais durante as mudancas climaticas do
UMG. Os afloramentos rochosos ocorrem em porcdes mais altas dos
municipios da Bacia do Itajai e h4 poucos estudos sobre a vegetacdo dessas
areas (com.pess. Mestre em Botanica Anderson dos Santos Mello). Os
registros de R. dissimilis para o Estado de SC s&o recentes (2009, 2010) e séo
oriundos do amplo esforco amostral realizado para o Inventariamento Floristico
Florestal do Estado (VIBRANS et al. 2013; ANEXO 1). Em SP, no final do
Pleistoceno, as gramineas ja haviam sido substituidas por florestas nas
altitudes de 500 a 1000 m (BEHLING, 1998). Os registros da forma rupicola de

32



Caracterizacao genética de R. dissimilis

R. dissimilis para o Estado de SP sd@o provaveis remanescentes da vegetacao
campestre que que atualmente sdo ocupadas em grande parte pela Floresta
Atlantica (BEHLING, 1998).

No periodo glacial, a expansdo das gramineas do sul para o sudeste
do Brasil alcancou o Estado de Minas Gerais, conforme o registro para a
cidade de Catas Altas (BEHLING, 1998). Os registros de 1915 para R.
dissimilis nos Estados de Minas Gerais e Rio de Janeiro (ANEXO 1) podem ser

remanescentes dos campos subtropicais nesses Estados.

Atualmente, a regido dos Campos Gerais do Parana concentra grande
parte dos campos remanescentes das altitudes menos elevadas (500-1000 m)
do Quaternario (MELO; MORO; GUIMARAES, 2007). Os Campos Gerais
ocupam a porcao leste do segundo Planalto Paranaense e atingem altitudes
maximas de cerca de 1290 m (MELO; MORO; GUIMARAES, 2007). Nessa
regido ainda é predominante a cobertura de gramineas em funcdo do solo
pobre, raso e arenoso e ao isolamento imposto pela Escarpa Devoniana
(MELO; MORO; GUIMARAES, 2007). As formacdes florestais sdo menos
desenvolvidas préximo da Escarpa Devoniana e estdo restritas aos vales,
encostas e matas de galerias (MELO; MORO; GUIMARAES, 2007). O avanco
das florestas das altitudes menores para as maiores nos Campos Gerais €
recente (ca. 1500 anos) (BEHLING, 1997) e recebe forte impacto do
desmatamento. Tais condicbes podem ter favorecido o estabelecimento e
permanéncia de R. dissimilis nos Campos Gerais durante a Ultima glaciacao,

justificando a maior ocorréncia da espécie nessa regiao.

A expansdo das florestas Umidas acarretou em mudancas na
distribuicdo dos campos, atualmente confinados nas altitudes mais elevadas do
sul e sudeste do Brasil (BEHLING, 1998). A substituicho dos campos por
florestas nas regibes menos elevadas do sul e sudeste do Brasil podem ter

levado a retracao das populacdes de R. dissimilis.

A reducao da diversidade por gargalo genético ndo depende apenas do
tamanho do gargalo, mas também da taxa de crescimento populacional (FALK;
HOLSINGER, 1991). Um pequeno numero de fundadores seguido de baixa

taxa de crescimento populacional pode ocasionar em uma lenta recuperacéo

33



Caracterizacao genética de R. dissimilis

da populacdo apos o gargalo (FALK; HOSINGER, 1991). Além do mais, nas
populacdes que permaneceram com tamanho populacional pequeno por um
longo periodo de tempo, os efeitos da deriva genética passam a ser
cumulativos e podem levar a depressdo endogamica (FALK; HOSINGER,
1991). Em Cactaceae a taxa de crescimento populacional é lenta
(ANDERSON, 2001), o que pode fazer com que o gargalo genético tenha um
efeito mais pronunciado (FALK; HOSINGER, 1991). A retragdo populacional
pode ter levado a um gargalo genético seguido de deriva, que acarretou em
perda de diversidade genética e fraca estruturacdo populacional. Em
combinacdo, a possibilidade de reproducdo assexuada por autogamia e/ou
propagacdo vegetativa em R. dissimilis pode estar contribuindo para a baixa

variabilidade genética das populacdes.

Dada a ocorréncia de plasticidade fenotipica em R. dissimilis e do
epifitismo como um carater ancestral da espécie, sugere-se que a espécie seja
um caso de ecological fitting. Considerando que a espécie seja um
remanescente dos campos subtropicais, o0 aumento da umidade atmosférica
durante o Holoceno e a expansdo das florestas sobre os campos pode ter
favorecido o habito epifito na espécie, condicdo ancestral do grupo.
Atualmente, as formas epifitas ocupam as areas com ocorréncia de Floresta
Ombréfila Densa (SC e PR), Floresta Semidecidual (SP) e Floresta Ombrofila
Mista (PR) e Floresta Estacional (PR) sendo que em Atibaia (SP) h& ocorréncia

tanto da forma rupicola como da epifita (ANEXOS 2 e 3).

O estudo contribuiu para a localizacdo de duas novas ocorréncias da
forma rupicola de R. dissimilis no Parana, uma na cidade de Sengés (RPPN
Vale do Corisco) e outra em Tibagi (Recanto Ecolégico da Dora). Sendo assim,
sugere-se a busca de novas ocorréncias de R. dissimilis, tanto a forma rupicola

como a epifita, em toda a regido de abrangéncia da espécie.

Embora exista a possibilidade de reducdo das populacbes de R.
dissimilis durante o UMG, a forma epifita pode ser um indicativo de adaptacéo
da espécie frente as novas condicbes ambientais. Segundo West-Eberhard
(2003), a origem e evolucdo de novidades evolutivas ndo estdo reservadas

somente as mutacdes. A plasticidade fenotipica permite ao organismo grande
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flexibilidade na utilizacdo de novos recursos, mesmo na auséncia de mutacdes
e de mudancas nas frequéncias dos genes (WEST-EBERHARD, 2003). Desse
modo, mesmo apresentando baixa diversidade genética populacional, R.
dissimilis pode apresentar caracteristicas que favorecam a permanéncia das
populacdes, como a plasticidade fenotipica e possivel adaptacdo de novos
ambientes por ecological fitting. O ecological fitting pode ser um precursor de
diversidade evolutiva, pois € um processo onde 0s organismos invadem um
novo ambiente, usam novos recursos e formam novas associa¢cdes com outras
espécies, colocando os genotipos existentes em um novo ambiente seletivo
(AGOSTA; KLEMENS, 2008). Dessa maneira, estudos envolvendo a
caracterizacdo genética da forma epifita de R. dissimilis, contribuirdo para o

melhor entendimento dos resultados aqui apresentados.
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ANEXOS

ANEXO 1 - REGISTROS PARA RHIPSALIS DISSIMILIS NO BRASIL
SEGUNDO A REDE SPECIES LINK.

Herbario Alexandre Leal Costa (ALCB), Herbario da Escola Superior de
Agricultura  Luiz de  Queiroz (ESA), Herbario Dr. Roberto  Miguel
Klein (FURB), Herbéario Virtual Flora Brasiliensis (HbVirtFIBras), Herbario da
Universidade  Tecnolégica Federal do Parand Campus Campo
Mouréo (HCF), Herbario Rioclarense (HRCB), Herbério do Instituto de Ciéncias
Naturais (ICN), Herbario do Parque da Ciéncia  Newton Freire
Maia (IRAI), Herbario do Museu Botanico Municipal (MBM), Missouri Botanical
Garden - Brazilian records(MOBOT_BR), Smithsonian Department of Botany -
Brazilian records (NMNH-Botany BR), The New York Botanical Garden -
Brazilian records (NY), Herbario Dimitri Sucre Benjamin (RB), Herbario da
Universidade Estadual de Campinas (UEC), Herbario do Departamento de
Botanica (UPCB)  disponivel  na rede speciesLink(http://www.splink.org.br)
em 12 de Marco de 2014 as 15:14.
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ANEXO 2 — MAPA ALTIMETRICO COM A LOCALIZACAO DE RHIPSALIS DISSIMILIS NO
BRASIL. AS LOCALIDADES COM A FORMA RUPICOLA ESTAO INDICADAS POR CIRCULO
(2-8 E 12-13-15), COM FORMA EPIFITA POR TRIANGULO (10-11 E 14) E COM AMBAS AS
FORMAS POR QUADRADO (1). PARA O NOME DAS POPULACOES CONSULTE O ANEXO

3.

ANEXO 3 - LOCALIZACAO, COORDENADAS GEOGRAFICAS E ALTITUDE DE RHIPSALIS
DISSIMILIS FORMA EPIFITA (EP) E RUPICOLA (RP). CADA LOCALIDADE ESTA
REPRESENTADA POR UM NUMERO (N°) INDICADO NO MAPA DO ANEXO 2.

Ne CIDADE ESTADO HABITO COORDENADAS ALTITUDE(m)
9 Turvo PR EP 25S 02' 34"51W 31' 47" 850
10 Quedas do Iguagu PR EP 25S 26' 58" 52W 54' 29" 600
11 Céu Azul PR EP 25S 08' 48" 53W 50' 55" 600
16 Morretes PR EP 25S 26' 49"48W 50' 02" 400
14 Angelina SC EP 27S 35' 06" 48W 59' 01" 500
Salto SP RP 23S 12' 47W 16' 48" 600
Atibaia SP EP/RP 23S 06' 36" 46W 33 800
Itararé SP RP 24S 06' 36" 49W 20' 24" 1060
15 Sengés PR RP 49S 27' 50" 24W 06' 47" 888
5 Castro PR RP 24S 47' 28" 50W 00' 40" 1000
7 Ponta Grossa PR RP 25S 05' 42" 50W 09' 40" 900
6 Cerro Azul PR RP 24S 49' 23" 49W 15' 40" 400
8 Palmeira PR RP 25S 25' 44" 50W 00' 22" 900
4 Tibagi PR RP 24S 30' 32" 50W 24' 47" 900
12 Presidente Nereu SC RP 27S 10' 52" 49W 13' 52" 533
13 Alfredo Wagner SC RP 27S 38' 35"49wW 27' 14" 600
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