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RESUMO

A Mata Atlantica esta entre um dos ecossistemas mais ricos em biodiversidade
do mundo. Os processos historicos e evolutivos que levaram a esta enorme diversidade
permanecem pouco entendidos até os dias de hoje, 0 que suscita muitos estudos sobre a
fauna e flora da regido na busca de hipdteses que expliqguem tamanha riqueza. Nesse
contexto, utilizando uma espécie de Passiflora endémica da Mata Atlantica, cuja
distribuicéo esta restrita as bordas de mata em areas ao nivel do mar, o presente estudo
teve como objetivo caracterizar os padrbes de variabilidade genética da espécie, bem
como testar duas hipdteses que buscam explicar as possiveis causas da diversidade
encontrada na Mata Atlantica, a Teoria dos Refugios e a Hipdtese de Rios como
barreiras. Foram realizadas analises filogeogréaficas, utilizando marcadores moleculares
dos genomas plastidial e nuclear, com amostras coletadas ao longo de toda a
distribuicdo geogréafica da espécie. Os resultados obtidos demonstraram que as
populacBes da espécie encontram-se bastante estruturadas em virtude de baixo fluxo
génico, sem sinal de expansdo populacional recente e com indicios de isolamento por
distancia. As analises realizadas com o marcador nuclear obtiveram resultados mais
informativos em relacdo ao marcador plastidial, tendo sido observado um padréo Norte-
Sul de distribuicdo geografica na espécie. Foram encontrados trés filogrupos e sua
separacdo coincidiu com a posicdo dos rios Jequitinhonha e Doce, corroborando a
hipdtese de rios como barreiras contra o fluxo génico para esta espécie. Os maiores
indices de diversidade genética foram encontrados na regido central da Bahia, regido
esta ja reportada como possivel area de refugio durante as oscilagbes climaticas do
Quaternario, e embora nossos resultados apontem para uma diversificagdo mais antiga
da espécie, ocorrida no Terciario, as areas de refugio podem ter sido importantes na
manutencdo e preservagdo da diversidade ja existente durante as alteragdes climaticas
mais recentes. Como estratégia de conservacdo da espécie que habita um ecossistema ja
bastante fragmentado, sugerimos que as areas prioritarias sejam as que possuem a maior
diversidade genética, considerando-se também a existéncia de trés grupos de
diversidade genética distintos, representados pelos filogrupos encontrados. Este trabalho
ainda fez uma importante contribuicdo para o entendimento da classificacdo taxondmica

da espécie, reabilitando sua divisdo em duas entidades taxondmicas distintas.



ABSTRACT

The Atlantic Rainforest is one of the most species-rich ecoregions in the world.
The factors concerning the historical origin and evolutionary processes that gave rise to
such diversification and that promoted speciation in this ecosystem remains poorly
understood. Many studies of fauna and flora have been conducted in this region with the
aim of explaining such richness. In this context, this study aimed to characterize the
patterns of genetic variability in a species of the Passiflora genus endemic to the
Atlantic Rainforest and distributed exclusively at the sea level, in forest edges, and test
two hypotheses that attempt to explain the possible causes of the diversity found in the
Atlantic Rainforest: the refuge theory and riverine barrier hypothesis. The
phylogeographic analyzes were performed using molecular markers of nuclear and
plastid genomes, with samples collected throughout the geographic distribution of the
species. The results showed that populations were structured possibly due to the low
gene flow. There is also evidence of demographic stability without recent population
expansion and evidence for isolation by distance. The nuclear marker dataset was more
informative than the plastidial marker dataset, and showed the existence of a clear
phylogeographical structure and the presence of three phylogeographic groups. It was
observed that the separation of the three groups coincides to the location of the
Jequitinhonha and Doce Rivers, corroborating the riverine barriers acting as barriers
against gene flow in this species. The highest levels of genetic diversity were found in
central Bahia, a region reported as a possible refugial area for other species during the
climatic changes in the Quaternary, and although the results obtained in this study
showed that the origin and diversification of this species was older, occurring during the
Tertiary, the refugial area should have been very important for the maintenance of an
already existing diversity throughout the climatic changes. As a conservation strategy
for this species, which inhabits a extremely endangered ecosystem, we suggest that the
locations presenting high genetic diversity levels and belonging to each one of the three
phylogroups must be given high priority for conservation. In this work we have done an
important contribution for the taxonomic classification of this species, recovering the

two taxa condition to this geographic area.
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1.1 Género Passiflora L.

O género Passiflora L. foi estabelecido por Linnaeu, em 1735, pertence a familia
Passifloraceae e compreende aproximadamente 530 espécies, com novas espécies sendo
frequentemente catalogadas (Nunes & Queiroz, 2007; Milward-de-Azevedo, 2008).
Este € o género mais representativo da familia (Hansen et al., 2006).

A classificacdo taxondmica vigente para 0 género subdivide-o em quatro
subgéneros: Astrophea (DC.) Mast.; Decaloba (DC.) Rchb.; Passiflora L. e
Deidamioides (Harms) Killip (Feuillet & MacDougal, 2003). Esta classificacdo foi
inicialmente baseada em caracteres morfoldgicos, tendo sido amplamente suportada
pelos dados de filogenia molecular (Muschner et al., 2003, 2012; Hansen et al., 2006).

O género Passiflora é uma parte importante da flora Neotropical, apresentando
maior diversidade na América Central e América do Sul. Apenas 22 espécies sao
nativas do Sudeste da Asia, Australia e llhas do Pacifico (Krosnick & Freudenstein,
2005; Hansen et al., 2006). No Brasil, esse género compreende mais de 140 espécies
nativas (Cervi, 2006), sendo o Pais considerado um dos maiores centros de diversidade
genética do grupo (Melleti et al., 2005; Tokuoka, 2012). Algumas espécies do género
sdo utilizadas na alimentacédo, na producédo de fitoterpicos e como plantas ornamentais
(Hansen et al., 2006).

Os representantes do género sdo geralmente trepadeiras herbéceas ou lianas
lenhosas, as quais possuem gavinhas axilares. Algumas espécies, porém, possuem
habitos arbustivos podendo ser até mesmo arvores (Judd et al., 1999; Hansen et al.,
2006).

A classificacdo taxondmica das espécies do género Passiflora baseada em
caracteres morfoldgicos torna-se bastante complexa em decorréncia da enorme

variedade e complexidade dos seus aspectos foliares e florais (Cervi & Rodrigues, 2010;



Yotoko et al., 2011; Cutri et al., 2012). Os tipos foliares incluem desde folhas com a
presenca de l&minas que podem ser finas, membranosas ou coriaceas e podem se
apresentar inteiras (sem I6bulos) ou até mesmo conter nove l6bulos em uma mesma
espécie (Ulmer & MacDougal, 2004). Toda essa diversidade foliar pode estar
relacionada a pressdo evolutiva exercida pelas borboletas do género Heliconius. Em
folhas jovens, observa-se na sua porcdo apical a presenca de estruturas que mimetizam
0s ovos ou as larvas de heliconinios, o que seria uma estratégia de defesa contra a
predacdo pelas lagartas que se alimentam apenas das folhas das passifloras (Feuillet &
MacDougal, 2003).

Em relacdo aos aspectos florais, destacam-se as multiplas séries de cores que vdo
desde flores brancas até vermelhas, a enorme variedade no tamanho das flores, a
presenca de uma corona de filamentos, o opérculo com diversas morfologias, a presenca
de cinco estames e Orgaos reprodutivos unidos formando uma estrutura denominada
androginoforo a qual, vale salientar, € uma caracteristica que mantém a monofilia do
género (Feuillet & MacDougal, 2003; Hansen et al., 2006).

Devido a enorme diversidade de formas, cores e aromas, 0 género Passiflora
atrai diversos tipos de polinizadores. A sindrome floral predominante é a melitofilia
(polinizacdo por abelhas), porém, em algumas espécies ocorrem a ornitofilia
(polinizagédo por aves), a esfingofilia (polinizacdo por mariposas) e, mais raramente, a
sindrome da quiropterofilia (polinizacdo por morcegos) (Buzato & Franco, 1992;
Feuillet & MacDougal, 2003). Os principais dispersores das sementes sdo as aves e 0S
morcegos, porém alguns mamiferos frugivoros e pequenos roedores também ja foram
observados se alimentando dos frutos (Williams et al., 2000; Koehler-Santos et al.,

20064).
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1.2 Passiflora ovalis Vell ex Rommer

A espécie Passiflora ovalis pertence ao subgénero Deidamioides, sendo este o
menor subgénero em Passiflora, composto por apenas 13 espécies. Neste subgénero
encontram-se as espécies que apresentam distribuicdo sul-americana, de ocorréncia
principalmente no noroeste da América do Sul, regido considerada como o centro de
diversidade de Passiflora, onde crescem diversas espécies com caracteres morfoldgicos
diagndsticos considerados como basais evolutivamente para este grupo de plantas. O
subgénero se caracteriza por apresentar, na maioria de suas espécies, flores que se
originam diretamente a partir das gavinhas (Ulmer & MacDougal, 2004).

Inicialmente, a espécie P. ovalis foi descrita como parte da sessdo Tetrastylis
Barb. Rodr de Passiflora (Harms, 1897) e posteriormente foi elevada a condicdo de
género independente sendo denominada Tetrastylis ovalis Vell Ex Romer. Somente em
2003, voltou a fazer parte do género Passiflora, subgénero Deidamioides (Feuillet &
MacDougal, 2003; Muschner et al., 2003). As caracteristicas que distinguem essa
espécie das demais passifloras sdo a presenca de quatro estigmas e estiletes, quando a
condicdo comum no género € a presenca de apenas trés dessas estruturas, além da
posicédo inclinada do androgindéforo.

Passiflora ovalis é uma espécie endémica da Mata Atlantica (Cervi et al., 2009),
com habito de trepadeira lenhosa, encontrada em bordas de floresta, em regiGes de mata
preservadas. Ocorre em areas proximas ao litoral, desde o Estado de S&o Paulo até o
Estado de Pernambuco (figura 1a). Apresenta inflorescéncia racemosa pendente, com as
flores abrindo desde a base até o topo, podendo cada inflorescéncia conter até 20 flores.
Os graos de pdlen sdo amarelos vividos, as flores sdo brancas amareladas (figura 1b) e
emitem um aroma muito forte que se assemelha ao odor de alho (Buzzato & Franco,

1992; Ulmer & MacDougal, 2004).
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A espécie apresenta a rara sindrome da quiropterofilia (Buzato & Franco, 1992),
sendo suas flores visitadas pelos morcegos da espécie Glossophaga soricina (PALLAS)
— Glossophaginae e Rhinophylla pumilio (PETERS) — Carolliinae (figura 1c). As
caracteristicas como antese ao entardecer, fragrancia muito forte semelhante ao cheiro
de alho e a posicdo das anteras no botdo sdo tracos comuns a espécies polinizadas por
morcegos. A forte fragrancia presente durante os primeiros minutos da produgdo do
néctar no momento da abertura das flores é importante para atrair os morcegos a longas
distancias, enquanto que a coloracdo das pétalas e sépalas e a posi¢do das flores na
inflorescéncia sdo importantes para atrair o morcego quando este se encontra proximo

da flor (Buzzato & Franco, 1992).
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Figura 1: a) Mapa com a distribuicdo geografica das amostras coletadas; b) flor em detalhe,
evidenciando as pecas reprodutivas, a corona de filamentos e a curvatura das pétalas. Foto:
Ivan & Marlies Sazima; c) morcego polinizador com destaque para o contato entre as anteras e

o dorso do animal. Foto: Ivan & Marlies Sazima.

Merece destaque o fato de que as folhas de P. ovalis sdo utilizadas como
alimento pelas lagartas do género de borboletas Heliconius (Brown, 1981). Para
Heliconius nattereri esta € a unica planta hospedeira e as fémeas desta espécie de

borboleta somente ovipositam nas extremidades das gavinhas ou nos meristemas

12



apicais, o0 que corresponde as regiGes de maior crescimento e proliferacdo celular da
planta. E importante destacar que uma planta que tem seus meristemas apicais predados
dificilmente sera capaz de produzir novos ramos ou flores (Williams & Gilbert, 1981).
Em 2004, Vitta & Bernacci sugeriram a separacdo da espécie em duas, baseados
na diferenciacdo dos caracteres morfologicos presentes na estrutura da inflorescéncia e
do indumento da semente e no fato de que as plantas que possuiam caracteres
distintivos apresentavam distribuicdo disjunta. Para os referidos autores, as populagdes
do norte da distribuicdo nos estados de Pernambuco, Bahia e Espirito Santo (~ 07 - 21°
S) foram consideradas como Passiflora contracta Vitta & Bernacci, espécie que
apresenta inflorescéncias racemiformes, com comprimento variando de 7 a 12 cm, sem
pedunculo floral e apenas um pedicelo articulado medindo de 1,3 a 2,7 cm. Essas
estruturas ddo a flor uma aparéncia séssil. As populagdes do sul da distribuicdo,
encontradas nos estados de S&o Paulo e Rio de Janeiro (~ 21 - 25° S) foram mantidas
como Passiflora ovalis, que apresenta inflorescéncias paniculiformes, bem maiores que
as de P. contracta, com comprimento que pode ir desde 30 até 90 cm. Os pedunculos
nesta espécie sdo alongados, com comprimento entre 6 a 15 mm e apresentam de dois a
trés pedicelos articulados de 4 a 5,5 cm de comprimento. Porém, em 2006, Cervi
sinonimizou P. ovalis e P. contracta sob o epiteto especifico de P. ovalis, uma vez que
para este autor as caracteristicas florais que levaram Vitta & Bernacci (2004) a
distinguir as duas espécies variam muito nas populagdes naturais e podem sofrer
influéncias do ambiente, podendo ser tomadas como adaptacGes regionais. A
classificacdo taxonémica vigente é a proposta por Cervi (2006) e foi adotada na
realizacdo do presente trabalho. Até 0 momento, nenhuma caracterizacdo genética foi
realizada comparando as duas formas e somente representantes do que seria a espécie P.

contracta (Vitta & Bernacci, 2004) foram incluidos em analises moleculares sob o
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nome de P. ovalis (Muschner et al., 2003; 2012; Hansen et al., 2006). Da mesma forma,
as fotos apresentadas nas figuras 1b e 1c também sdo de representantes de P. contracta

(sensu Vitta & Bernacci, 2004), mas classificadas como P. ovalis.

1.3 A Mata Atlantica

A origem da Mata Atlantica remonta ha aproximadamente 65 milhdes de anos
atrds (MYA) (Colombo & Joly, 2010), apds a separagdo continental entre a América do
Sul e a Africa ha cerca de 100 MYA (Hoorn et al., 2010). O soerguimento dos Andes,
no Neogeno, exerceu forte impacto na histéria do continente Sul americano,
desempenhando papel fundamental na evolucdo e diversificagdo da flora neotropical, a
qual também inclui a Mata Atlantica. O Neotropico é a regido mais rica em
biodiversidade no mundo (Antonelli et al., 2009), abrigando aproximadamente 37% das
espécies da flora atual (Antonelli & Sanmartin, 2011).

A Mata Atlantica é a segunda maior regido de floresta Umida das Américas
(Oliveira Filho & Fontes, 2000; Tabarelli et al., 2005) e uma das regides ecoldgicas
mais ricas em biodiversidade do planeta, sendo considerada o quinto hotspot do mundo,
devido a sua riqueza de espécies, ao alto numero de endemismos e a constante
degradacdo que leva a perda do habitat (Myers et al., 2000; Mittermeier et al., 2005).
Foram descritas nesta regido cerca de 20.000 espécies de plantas, sendo
aproximadamente 8.000 endémicas. Uma das areas de maior riqueza de espécies e
endemismos na Mata Atlantica é a regido que correspondente ao estado da Bahia,
considerada como centro de diversidade para muitos grupos de plantas. E, portanto, uma
importante &rea de preservacdo biologica (Martini et al., 2007). Pela Constituicdo
Federal Brasileira de 1988, a Mata Atlantica foi decretada como Reserva da Biosfera e

pela UNESCO como Patriménio Nacional da Humanidade.
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O Dominio Atlantico, que representa o conceito sensu lato da Floresta Atlantica,
foi estabelecido de acordo com a Lei Federal n° 11.428/2006 e considera como
pertencentes a regido da Mata Atlantica as formacdes Floresta Ombrofila Densa,
Floresta Ombrdfila Mista (também denominada de Mata de Araucarias), Floresta
Ombrofila Aberta, Floresta Estacional Semidecidual, bem como os manguezais, as
vegetacOes de restingas, os campos de altitude, os brejos interioranos e 0s encraves
florestais do Nordeste.

Originalmente, a Mata Atlantica cobria 1.500.000 km?, estendendo-se do leste
do Paraguai, norte da Argentina e ao longo de toda a costa do Brasil, abrangendo 17
estados brasileiros. Atualmente restam apenas 7,9 % de remanescentes florestais com
area superior a 100 hectares e, se forem considerados todos os fragmentos florestais
acima de trés hectares, tem-se um total de 11% (Fundagdo SOS Mata Atlantica, 2012).

A Mata Atlantica apresenta uma enorme heterogeneidade de condigOes
ambientais, com amplitude de latitude que varia entre 6 a 30° S, com diferentes
fitofisionomias ao longo da distribuicdo, composicOes floristicas variadas, diversas
condicBes climéticas, bem como o solo, a topografia e a geomorfologia, que tiveram
diferentes origens geoldgicas e foram moldados pelos eventos tecténicos do Terciério e
pelas mudangas no nivel do mar ocorridas no Quaternario (Oliveira-Filho & Fontes,
2000; Tabarelli et al., 2005; Suguio et al., 2005). Todo esse conjunto de fitofisionomias
propicia um ambiente favoravel para explicar a enorme biodiversidade encontrada na
regiao.

Além de abrigar uma grande diversidade de fauna e flora, a Mata Atlantica
também abriga uma complexa rede de bacias hidrograficas formada por importantes rios
como o Parana, o Tieté, o Sdo Francisco, o Jequitinhonha, o Doce, o Paraiba do Sul, o

Paranapanema e o Ribeira de Iguape. Esses rios tém papel fundamental como fonte de
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alimento para a populagdo humana, bem como para o desenvolvimento de atividades
econdmicas no Pais (Ministério do Meio Ambiente, 2007), além de serem importantes
barreiras fisicas para alguns grupos de espécies (Pellegrino et al., 2005; Thomé et al.,
2010).

Baseado nos estudos palinologicos de Behling & Negrelle (2001), Behling,
(2002) e Ledru et al. (2005) e de modelagens de nicho ecoldgico de Carnaval & Moritz
(2008), Cabanne et al. (2008) propuseram que a Mata Atlantica seja separada em trés
regides distintas: | - regido norte da Floresta Atlantica, com alta estabilidade florestal na
parte leste da costa e curtos periodos de expansdo nas areas atualmente cobertas por um
tipo de vegetacdo de caatingas; Il - uma regido central, caracterizada pela estabilidade
na parte leste e curtos periodos de instabilidade no oeste; e Il - regido sul com forte
instabilidade, regressao e fragmentagdo seguida de expansdo no Holoceno médio/tardio.

Muitos estudos filogeogréficos relatam uma clara separacdo na distribuicdo das
espécies localizadas na regido norte daquelas localizadas na por¢do sul da Mata
Atlantica. Esse padrdo foi observado em estudos com animais e plantas (Harris et al.,
2005; Pellegrino et al., 2005; Lorenz-Lemke et al., 2005; Grazziotin et al, 2006;
Cabanne et al., 2007, 2008; Carnaval et al., 2009; Fitzpatrick et al., 2009; Palma-Silva
et al., 2009; Ribeiro et al., 2011; Amaro et al., 2012).

Os processos que levaram a toda essa diversidade encontrada na Mata Atlantica
ainda ndo estdo bem resolvidos. Sabe-se que processos geotectbnicos, dinamicas de
rios, transgressoes e regressdes marinhas tiveram importancia na formacdo do que se
tem hoje como Mata Atlantica. Diversos estudos tém sido realizados nessa regido no
intuito de contribuir para a formagdo de um padrdo que explique tamanha riqueza de
espécies (Grazziotin et al., 2006; Lorenz-Lemke et al., 2010, Ribeiro et al., 2010;

Novaes, et al., 2010; Thomé et al., 2010; Pinheiro et al., 2011; entre outros). Algumas
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das hipoteses mais investigadas sdo baseadas em modelos de especiacdo alopatrica e
relacionam-se com eventos biogeograficos, como a teoria dos refligios e a dos rios como
barreiras (Moritz et al., 2000). A teoria dos refugios postula a existéncia de areas que
passaram por longos periodos de estabilidade climatica, as quais apresentariam maior
riqueza de espécies, pois teriam atuado como reflgios durante os periodos de oscila¢des
climaticas do Quaternario e essas areas teriam sido importantes para explicar os padrdes
de diversidade contemporéanea (Haffer, 1969; Prance, 1978; Bennett & Provan, 2008).
Em 2008, Carnaval & Moritz propuseram a existéncia de areas de reflgio na regido
norte da Mata Atlantica. JA& Wallace (1852) prop6s a teoria dos rios atuando como
barreira, sugerindo que uma das causas da diferenciacédo e diversificagdo observadas em
taxa proximamente relacionados e entre popula¢cdes de uma mesma espécie ocorreria
devido a restricdo de fluxo génico provocada por barreiras fisicas, como por exemplo, a
existéncia de rios. Para algumas espécies, observou-se uma maior diferenciacao
genética entre as populagcbes localizadas nas margens opostas de rios, levando a
formular a hipdtese de que os rios podem ser determinantes na delimitacdo do padrao de
distribuicdo geogréfica de espécies e responsaveis pelas quebras filogeograficas
encontradas em espécies também da Mata Atlantica. Alguns exemplos que se
enguadram nesta hipotese podem ser encontrados em Pellegrino et al. (2005), Lacerda
et al. (2007), Thome et al. (2010) e Ribeiro et al. (2010).

Desde o inicio da colonizacdo do Brasil, a Mata Atlantica vem sendo alvo de
desmatamento e degradacdo. Inicialmente, com a exploragdo do pau-brasil (Tonhasca,
2005) e mais recentemente através de atividades agricolas, extracdo de madeira,
pecudria, caca ilegal, superexploracdo de algumas espécies frutiferas, bem como para a
plantacdo de espécies exdticas, além do crescente desmatamento para dar lugar as

construcdes civis (Morellato & Haddad, 2000; Tonhasca, 2005). Atualmente, a Mata
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Atlantica encontra-se bastante fragmentada com diversas porgdes abertas e pequenas
manchas florestais isoladas. A destrui¢do e fragmentacdo acarretam efeitos prejudiciais
a biodiversidade da regido, como a reducdo, o isolamento e até mesmo as extingdes
locais da fauna e flora (Morellato & Haddad, 2000; Lira et al., 2003; Tabarelli et al.,
2005). Espécies que habitam regides fragmentadas, geralmente, apresentam reduzida
variabilidade genética, decorrentes do endocruzamento e dos efeitos da deriva genética
principalmente, nas periferias de sua distribui¢cdo (Ellstrand & Elam, 1993; Tonhasca,
2005).

Embora ja existam &reas de preservacdo da Mata Atlantica, elas ndo conseguem
abranger todas as formacgbes florestais. E necessario que sejam criadas unidades de
conservacao que englobem as regides de maior diversidade. Dai a importancia de
estudos da fauna e da flora, 0s quais apontem as areas com maior diversidade genética
para que sejam consideradas prioritarias para a conservacdo (Ministério do Meio

Ambiente, 2007).

1.4 Estudos filogeogréaficos

O termo filogeografia foi proposto pela primeira vez por Avise et al. (1987) e
designa a area do conhecimento que tem como objetivo decifrar os componentes
temporais e espaciais da estrutura das populagdes e interpretar os processos ecologicos e
evolutivos que estdo relacionados com os padrdes de estruturagcdo que podem ser
observados nas populagOes atuais (Avise, 2000, 2009). Apesar de relativamente nova, a
filogeografia tem sido bastante explorada, resultando em diversos estudos publicados
nos ultimos anos (Beheregaray, 2008; Avise, 2009).

A filogeografia é uma disciplina interativa, que abrange as areas da genética de

populagdes, filogenia molecular e biogeografia. Dispondo de quantidade adequada de
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amostras para o estudo e de marcadores moleculares que sejam informativos € possivel
fazer inferéncias sobre hipdteses biogeogréaficas, histéria demogréafica, processos de
origem, evolucdo e manutencdo da biodiversidade, bem como inferir como mudancas
fisico-ambientais e historicas podem ter influenciado na presente distribuicdo das
espécies (Beheregaray, 2008).

Os primeiros marcadores moleculares utilizados em estudos filogeograficos
foram os do DNA mitocondrial, devido a alta frequéncia de variagdo nucleotidica
encontrada, o que é um dos pré-requisitos para a realizacdo das analises filogeograficas
(Avise, 2009). Em plantas, os marcadores mais utilizados sdo os de sequéncia de DNA,
que podem ser os de heranca organelar plastidial (cpDNA) uniparentais e também os de
heranca biparental nuclear (Beheregaray, 2008; Avise, 2009).

Com o avanco das técnicas moleculares utilizando o DNA e com o
desenvolvimento de rigorosos métodos estatisticos, possibilidade de realizar refinadas
analises computacionais, além da disponibilidade de incorporar nas andalises dados
geoespaciais e com o desenvolvimento de metodologias de modelagem, os estudos
filogeogréficos tem aumentado seu poder de resolugdo, tracando de uma maneira mais
robusta os cenarios historicos dos processos demogréficos e evolutivos pelos quais
passaram determinadas populagdes, além de testar hipdteses alternativas para os padrdes
de diferenciacdo populacional (Knowles, 2009; Strasburg & Rieseberg, 2010; Chan et

al., 2011; Quiroga et al., 2012).

1.5 Marcadores moleculares
Os marcadores moleculares sdo uma ferramenta importantissima nos estudos

evolutivos e tem apresentado grandes avancos nos ultimos anos, sendo bastante Uteis
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para estudos de conservacdo, genética de populacbes, filogenias e filogeografia
(Collevatti et al., 2001; Schlotterer, 2004; Avise, 2009).

Neste contexto, para estudos filogeograficos, os marcadores moleculares mais
utilizados sdo aqueles que s@o capazes de fornecer informacdes genealogicas (Avise,
1987). Em plantas, sdo bastante utilizados os marcadores de heranga plastidial
uniparental (cpDNA), em que diversas regidoes podem ser amplificadas e analisadas em
conjunto (Shaw et al., 2005) e os marcadores nucleares de heranca biparental,
especialmente os espacgadores internos transcritos do DNA nuclear ribossomal - ITS
(Alvarez & Wendel, 2003). Nos ultimos anos, tem sido observada a crescente utilizagéo,
em conjunto, de classes distintas de marcadores moleculares, como os de heranca
uniparental (cpDNA e mtDNA) e biparental (microssatélies ou sequéncias nucleares),

para conducao de estudos filogeogréaficos (Beheregaray, 2008).

1.5.1 Marcadores de heranca organelar plastidial

Marcadores plastidiais sdo bastante Uteis para inferir filogenias em niveis
intergenéricos e interespecificos (Shaw et al., 2005). S&o de heranca uniparental e, na
maioria das vezes, ndo sofrem recombinacdo. Uma das vantagens desse tipo de
marcador € que, por estarem em regides ndo-codificadoras, eles apresentam maior
variacao do que as regides codificadoras, por ndo estarem sob presséo seletiva (Liston et
al., 2007), além de apresentarem muitas mudangas microestruturais como as insergoes e
delecdes (indels) que sdo consideradas como a maior forca atuante na evolucdo das
sequéncias nado-codificadoras do DNA (Yamane et al., 2006). Dentre as inUmeras
regides do cloroplasto, destaca-se o espacador trnS-trnG (espacador entre os genes trnS,
que codifica 0 RNA transportador da Serina, e trnG, que codifica 0 RNA transportador

da Glicina), que teve seus primers desenvolvidos por Hamilton, (1999). Diversos
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trabalhos relatam a importancia desta regido plastidial por apresentar variagéo intra-
especifica suficiente para permitir estudos populacionais em diversos grupos de plantas,
além de ser mais variavel que outras regides do cloroplasto (Xu et al., 2000; Olson,
2002; Hamilton et al., 2003). Por outro lado, alguns trabalhos alertam que o uso apenas
de marcadores de cloroplasto podem ser ineficientes ou insuficientes em determinados

estudos (McCauley, 1995).

1.5.2 Marcadores do genoma nuclear

Regides ndo-codificadoras de genomas nucleares também sdo bastante
empregadas em estudos populacionais, sendo estes marcadores, preferencialmente,
utilizados em estudos evolutivos em diversos grupos de plantas, nos quais se destacam
0s espacgadores internos transcritos do DNA ribossomal nuclear (Baldwin et al., 1995;
Alvarez & Wendel, 2003; Feliner & Rosselld, 2007; Calonje et al., 2009). As vantagens
deste tipo de marcador sdo sua heranca biparental, que o distingue dos marcadores
organelares. Esse tipo de heranca permite fazer inferéncias sobre casos passados de
reticulacBes, eventos de especiacdo em hibridos, além de contar toda a historia da
espécie, 0 que ndo é possivel somente com marcadores organelares (Xu, 2005). Outra
vantagem € a sua universalidade, White et al. (1990) descreveram um conjunto de
primers que amplificam esta regido em muitos grupos de plantas e fungos, além da sua
uniformidade intragendmica, decorrente de evolucdo em concerto e, principalmente,
devido a alta variabilidade do marcador (Felliner & Rosselld, 2007).

O uso do marcador ITS tem obtido sucesso quando utilizado para inferir padrdes
filogeograficos em uma ampla gama de espécies (Lorenz-Lemke et al., 2005; Koehler-
Santos et al., 2006b; Yamaji et al., 2007). Mé&der et al. (2010) em seu estudo com

amostras representativas dos quatro subgéneros de Passiflora, encontraram grande
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variacdo intra e interespecifica, utilizando sequéncias de ITS e ratificaram a utilidade
deste marcador para estudos filogeograficos no género, estabelecendo regras para sua

andlise, codificacdo e utilizag&o.

1.5.3 Marcadores microssatélites

Uma das classes de marcadores moleculares que vem sendo frequentemente
utilizada em estudos populacionais sdo os marcadores microssatélites. O DNA alvo é do
tipo sequéncia simples repetida (SSRs) que consiste de pequenas sequéncias, com um a
seis nucleotideos de comprimento, repetidas ao longo do genoma, cerca de quatro a 60
vezes, podendo ocorrer tanto em regides codificadoras quanto em regifes nao
codificadoras dos genomas procariéticos e eucariéticos (Téth et al., 2000). As diferentes
repeticdes encontradas podem ser perfeitas, quando n&o apresentam interrupcao;
imperfeitas, quando séo interrompidas por bases ndo repetidas; e compostas, quando
duas ou mais repeticbes de microssatélites estdo dispostas adjacentemente, e estas
podem ser perfeitas ou imperfeitas (Zane et al., 2002).

Uma das maneiras de obter os SSR € atraves da construcdo de uma biblioteca
gendmica enriquecida (Rassmann et al., 1991). As sequéncias de DNA que flanqueiam
0s microssatelites sdo em geral bastante conservadas entre os individuos de uma mesma
espécie e, em alguns casos, de espécies proximamente relacionadas, 0 que permite que
uma vez encontrado o microssatélite, primers especificos sejam desenhados, permitindo
a amplificacéo via PCR (Selkoe & Toonen, 2006).

Este tipo de marcador apresenta como caracteristica principal, de grande
importancia em estudos populacionais e filogeogréaficos, a possibilidade de amplificar
diversos loci, frequentemente multialélicos, de heranga co-dominante e de fécil deteccéo

por PCR (Pinto et al., 2001). Também sdo caracterizados pelas altas taxas de mutagdo
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que apresentam P = 5x10 (Sia et al., 2000; Whittaker et al., 2003), sendo estas mais
altas que no restante do genoma no qual se inserem (Jarne & Lagoda, 1996), o que
prové uma excelente resolucdo para processos microevolutivos recentes ou em curso
(Wang, 2010).

Inicialmente, esses marcadores eram utilizados apenas em estudos com humanos
(Weber & May, 1989), posteriormente tendo sido incluidos em diversos estudos
envolvendo plantas e animais, com diversas abordagens, por exemplo, populacionais,
conservacionistas (Wright & Bentzen, 1994; Collevatti et al., 2001; Selkoe & Toonen,
2006; Du et al., 2010; Germain-Aubrey et al., 2011; Sonah et al., 2011; Wang et al.,
2012), além de serem aplicados em estudos forenses (Lee et al., 2011) e de

epidemiologia molecular (Broza et al., 2009).

1.6 Objetivos

O objetivo geral deste estudo foi avaliar os padrdes de variabilidade genética da
espécie Passiflora ovalis, testando as hipoteses de presenca de areas de refugio na Mata
Atlantica, propostas por Carnaval & Moritz (2008) e a de rios como barreiras ao fluxo
génico (Wallace, 1982). Para tanto foram realizadas analises filogeograficas usando

marcadores moleculares dos genomas nuclear e plastidial.

Como objetivos especificos tivemos:

- Determinar os niveis de diversidade genética atraves dos espagadores internos
do DNA ribossomal nuclear (ITS) e do espagador intergénico plastidial trnS-trnG;

- Estimar a distribuicdo da variabilidade genética intra e interpopulacional
considerando os marcadores utilizados;

- Verificar a existéncia de linhagens diferenciadas e a presenca de barreiras
geograficas que possam separa-las;
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- Desenvolver e validar marcadores microssatélites para a espécie de forma que
possam ser utilizados na analise da dindmica populacional e determinacdo do fluxo
génico entre as populacGes em estudos futuros;

- Contribuir para o conhecimento taxonémico do grupo.
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CAPITULO 2:

Could the refuge theory and rivers acting as barrier explain the genetic variability

distribution in Atlantic Rainforest plant species distributed in the sea level?

Artigo em preparacdo para ser submetido ao periodico “Molecular Ecology”.
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Abstract

The Atlantic Rainforest is one of the most species-rich ecoregions in the world. The
hypothesis concerning origin historical and evolutionary processes give rise to
diversification and promoted speciation in this ecosystem remain poorly understood. In this
context, using a Passiflora species, endemic from Atlantic Rainforest and distributed
exclusively in the sea level, in forest edges, this study aimed to characterize the patterns of
genetic variability and test two hypotheses that attempt to explain the possible causes of the
genetic diversity found in the Atlantic Rainforest: the refuge theory and riverine barriers.
The phylogeographic analyzes were performed using molecular markers of nuclear and
plastid genomes, with samples collected throughout the geographic distribution of species.
The results showed that populations were genetically structured and provided evidence of
isolation by distance and demographic stability without evidence of recent population
expansion. The nuclear ITS marker showed the existence of a clear phylogeographical
structure and the presence of three phylogeographic groups. Interestingly the separation of
the three groups coincides with the location of Jequitinhonha and Doce Rivers,
corroborating the riverine barriers acting as barriers against gene flow in this species. The
highest levels of genetic diversity were found in the same region reported for other species
as a possible refuge area during the climatic changes of the Quaternary. Although this study
showed that the origin and diversification of this species was older, the refuge area should
have been very important to protect and to maintain the already existing diversity during
such climatic changes. As strategies for the species conservation, we suggest that the
locations presenting high genetic diversity levels and belonging to each one of the three

phylogroups must be considered as priority for conservation.
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Introduction

The tropical ecosystems are of longstanding interest to many Biology research
fields. These areas are especially riches in species and the hypotheses concerning origin and
evolutionary processes give rise to diversification and promote speciation in the Neotropic
remains poorly understood (Moritz et al. 2000; Jaramillo et al. 2006; Pennington et al.
2006; Dainou et al. 2010; Antonelli & Sanmartin 2011; Rull 2011). In the beginning, the
most diversification observed in the Neotropic were attributed to concern just to Pleistocene
events, but recent studies have reported that the events that led to diversification occurred
in older periods (Hoorn et al. 2010). Many studies based on fossil pollen record and
molecular phylogenies showed that the distribution and composition of vegetation in
Neotropic were also deeply influenced by Tertiary events (Moritz et al. 2000; Jaramillo et
al. 2006). Other studies, in fauna species, reported that the most speciation events predate
the Quaternary in the tropical rainforest (Geurgas et al. 2008; Werneck et al. 2009; Patel et

al. 2011).

The Atlantic Rainforest began its process of formation after South America was
separating from Africa, between circa of 60 million years ago (MYA,; Pennington et al.
2006) and 65 MYA (Colombo & Joly 2010). Nowadays, this ecoregion represents a
complex topographic area due to marine transgressions during interglacial periods,
geotectonic processes and river dynamics that have affected the South American Continent
(Suguio et al. 2005). Among the most important geotectonic processes, the Andes uplift
during the Neogene had a profound impact on the history of the entire continent (Hoorn et
al. 2010). Recent phylogenetic studies have shown that the Andean orogeny has played also

a major role in the evolution of the Neotropical flora (Antonelli et al. 2009).
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According Martins (2011), the Atlantic Rainforest presents strong seasonality, sharp
environmental gradients and orographic-driven rainfall as a result of the winds from the
tropical Atlantic Ocean action. Because these the Atlantic Rainforest is composed by open,
mixed and closed evergreen, semi-deciduous and deciduous forests landscapes,
interspersing patches of forest and open field areas. Atlantic Rainforest has been
fragmented by anthropic actions in the last five centuries also and many open areas and
patches of forest were isolated in consequence (Tabarelli et al. 2005).

The species that inhabit naturally fragmented areas generally present reduced
genetic variability in the peripheries of their distribution and could offer evidences about
the processes that modeled their evolutionary history. In Atlantic Rainforest this scenario
was described from paleopalinological data and has been supported by molecular evidences
(Graziotin et al. 2006; Lorenz-Lemke et al. 2010; Novaes et al. 2010; Thomé et al. 2010;
Ribeiro et al. 2010; Pinheiro et al. 2011).

Phylogeographic and population genetics studies should provide valuable
information about the diversity patterns and population structure. According Beheregaray
(2008) the phylogeography is a young, vigorous and interactive field of study that has
grown in recent years, but needs more improvements in tropical areas, particularly in
Neotropic. Some of the most investigated hypotheses to explain the great diversity in the
Neotropic were based on models of allopatric speciation (Moritz et al. 2000) and are related
to biogeographic events as the refuge theory (proposed initially by Haffer 1969) and
riverine barrier (proposed by the first time by Wallace 1852).

The refuge theory is defined as the presence of areas of long-term climate stability
that often have high species richness and have been considered important in modeling

diversity and contemporary patterns biological (Haffer 1969; Prance 1978; Graham et al.
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2006; Bennet & Provan 2008). Previously, the refuge theory just focused in the Quaternary
events, although recently has been extend to Tertiary, in assumption that events in this
period were of sufficient amplitude and duration to promote diversification and speciation
(Simpson & Haffer 1978; Haffer 1997). Carnaval & Moritz (2008) proposed the presence
of historical refuge in the Atlantic Rainforest. Their model describes different histories in
north and south forest parts during the Quaternary and proposes there was a major refuge in
the central and north areas.

Several phylogeographic studies have found a north-south split in species
distribution along of Atlantic Rainforest (Harris et al. 2005; Pellegrino et al. 2005;
Grazziotin et al. 2006; Cabanne et al. 2007; Carnaval et al. 2009; Fitzpatrick et al. 2009;
Amaro et al. 2012). In relation to plant species, this split between two major groups has
been reported for species predominantly associated with humid forest (Lorenz-Lemke et al.
2005; Palma-Silva et al. 2009; Ribeiro et al. 2010).

The riverine barrier hypothesis states that rivers could be represent barriers to gene
flow, promoting genetic differentiation of populations in the opposite riverbanks of the
rivers (Wallace 1852). The presence of riverine barriers has been suggested by to play a
significant role in delimiting the geographical distribution of species and generate
phylogeographic breaks for species fauna in the Atlantic Rainforest (Pellegrino et al. 2005;
Lacerda et al. 2007; Thomé et al. 2010).

In the present work our aim was to test the Atlantic Rainforest refuge and riverine
barriers theories for explain the genetic diversity distribution in a forest associated plant
species currently found at sea level. In this work we choose informative molecular markers
to evaluate the genetic diversity from nuclear and plastidial genomes using a

phylogeographic approach.
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According Cervi (2006), Passiflora ovalis Vell Ex Romer spreads in Atlantic
Rainforest (from ~ 07°S to 23°S latitude). The species is a woody climbing, endemic from
Atlantic Rainforest that is found in the forest boards, at the sea level (Cervi et al. 2009).
Several large rivers cross its distribution and high level of recent fragmentation and habitat
loss are described for this geographical distribution range (Morellato & Haddad 2000;

Tabarelli et al. 2005).

Material and Methods
Plant material and DNA extraction
Twelve collection sites were sampled (Fig. 1) covering the entire distribution range
of the species, throughout the Atlantic Rainforest from 7°S to 23°S latitude (Table 1).
Genomic DNA was extracted from leaf tissue using the Nucleo Spin Plant Il kit

(Macherey-Nagel, Diren, Germany) according to the manufacturer's specifications.

Marker amplification DNA sequencing

Polymerase chain reaction (PCR) was employed to amplify the plastidial intergenic
region trnS-trnG (Hamilton 1999) and the nuclear region internal transcribed spacers of
ribosomal DNA sequences (Desfeux & Lejeune 1996). Amplifications were performed in a
25uL volume containing 1X PCR Reaction Buffer (Invitrogen, Carlsbad, CA, U.S.A.), 0.2
mM dNTPs, 2 mM MgCl,, 0.2 mM of each primer, 1 U Taq Polymerase (Invitrogen) and
20 ng template DNA. The amplification conditions for trnS-trnG were as follows: initial
denaturation step at 94 °C for 3 min followed by 30 identical cycles of denaturation at 94

°C for 1 min, annealing at 60 °C for 1 min and extension at 72 °C for 1 min, with a final
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extension step at 72 °C for 10 min. For ITS the amplification conditions were the same,
except for the annealing temperature which was 58 °C for 1.5 min. The PCR products were
purified using the polyethyleneglycol precipitation method (Dunn & Blattner. 1987). The
sequencing reactions were performed using the ET Terminator Kit (GE Healthcare
Biosciences, Pittsburgh, PA, USA) using a MegaBACE 1000 automatic machine (GE
Healthcare Biosciences) following the manufacturer‘s protocols. Sequences were deposited

in GenBank (access number: XXXx to XxxXx).

Sequence alignment and genetic variability analysis

Forward and reverse sequencing reads were analyzed for all of the individuals using
Chromas 2.33 (Technelysium Pty Ltd., Brisbane, Australia) and the alignment was
performed using ClustalwW (Thompson et al. 1997) as implemented in MEGAS (Tamura et
al. 2011) and manually edited. Contiguous insertion/deletion events (indel) were treated as
single mutation events (Simmons & Ochoterena 2000).

Plastidial haplotypes and ITS sequence types were obtained with DnaSP 5.10.01
software (Librado & Rozas 2009). Information about the alignment size; GC content;
number of variable sites; haplotype (h) and nucleotide (m) diversities (Nei 1987) were
obtained with Arlequin 3.5 software (Excoffier & Lischer 2010).

Demographic history was investigated by Tajima‘s D (Tajima 1989) and Fu‘s Fs
(Fu 1997) neutrality tests and the Pairwise Mismatch distribution (Rogers & Harpending
1992) which were performed also using Arlequin software to investigate the demographic
history. The genetic diversity among collection sites was estimated by the Analysis of

Molecular Variance (AMOVA,; Excoffier et al. 1992) using &-statics by Arlequin software.
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The evolutionary relationships among the haplotypes or sequence types were
estimated using the Median-Joining method (e=0; Bandelt et al. 1999) implemented in the
Network 4.5.0.0 program (available at http://www.fluxus-engineering.com).

The geographic coordinates were obtained to evaluate the significance of the
association among genetic and geographic distances and compared by Mantel test and
Spatial Autocorrelation implemented in the Alleles in Space 1.0 software (Miller 2005)
with a statistical significance tested by 1,000 random permutations.

Historical barriers against gene flow were identified using the Spatial Analysis of
Molecular Variation (SAMOVA) performed in SAMOVA 1.0 software (Dupanloup et al.
2002), that identifies geographically homogeneous groups of populations that are
maximally differentiated from each other (the method attempts to maximize the proportion
of total genetic variation among groups of populations, @ct). We tested K = 2 — 12 groups,
corresponding to collection sites, and the most suitable K was defined by the @&cr value
compared to other data obtained.

Phylogeny and divergence times within the species were estimated using a Bayesian
approach in BEAST v1.6.2 software (Drummond & Suchard 2010) based in nuclear dataset
because it is highly informative in phylogenetic (Muschner et al. 2003) and
phylogeographic approaches (Mader et al. 2010) in the Passiflora genus. One run of 10°
chains was conducted, with sampling every 10,000 generations and 10% of the chains were
discarded as burn-in. The settings used were the Yule tree prior, the HKY substitution
model and the strict molecular clock (all parameters used are the most adequate to
Passiflora species; Muschner et al. 2003, 2012; Mader et al. 2010; Yotoko et al. 2011).
The trees were summarized in TreeAnnotator version 1.6.2 in BEAST package. The

substitution rate used for ITS was 0.6 x 10 (Kay et al. 2006). The sequence of Passiflora
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cirrhiflora Juss. which belongs to the same subgenus than P. ovalis was was obtained from

the GenBank (DQ458063) and was included as outgroup.

Results
Sequences characterization

The sequences characterization was concerning the collection sites from 7° S to 21°
S latitude. See more information below.

The final dataset of ITS resulted in 610 base pairs (bp) alignment with about 64% of
CG content and 10 different sequence types, with 21 polymorphic sites (18 substitutions
and three indels). The heterozygotes sites were not included in the analysis according
Méder et al. (2010). The overall genetic diversity (h) overall of collection sites was 0.889 +
0.01 and nucleotide diversity (m) was 0.010 £ 0.005. The individuals collected in the
location named ETR showed highest genetic diversity when compared to others (see Table
2).

The plastidial marker (trnS-trnG) alignment was composed of 707 bp with ca. 25 %
of GC content. The trnS-trnG presented nine haplotypes and 11 polymorphic sites (10
substitutions and one indels). Haplotype diversity (h) overall obtained was 0.687 = 0.034
and nucleotide diversity () was 0.005 £ 0.003. The collection site named UNA showed the

highest genetic diversity (see Table 2).

Phylogenetic analyses
The phylogenetic analyses using nuclear marker (ITS) dataset (Fig. 2a)
demonstrated a clear separation of individuals sampled from locations named PAR and

UBA (south of species distribution) in relation to those collected from locations IGA to
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SAT (northern and central parts of species distribution), supported by high posterior
probability (PP=1.0). This result corroborates to the median-joining network results to both
markers dataset (see Fig.2b).

Because these molecular results (Fig. 2) coincided to the former proposition of
species separation in two different taxa based on morphological characters proposed by
Vitta & Bernacci (2004), we consider in the present study the existence of two sister
species: Passiflora contracta Vitta & Bernacci (populations range from 7° S to 19° S
latitude) and Passiflora ovalis (populations from 23° S latitude). All further analyses were
concerning to the P. contracta. The dating obtained suggested that the ancestors of P.
ovalis and P. contracta (Fig. 2a) arrived as soon as the separation between South America
and Africa and after the beginning of Atlantic Rainforest formation ca. 57 MYA (41 - 75
MY A) during the Eocene. In this period, the climatic conditions are described as excellent
and favored the increase of diversity in the Neotropic, even related to a greater number of
plant species (Jaramillo et al. 2006, Hoorn et al. 2010). The divergence time between these
two groups were estimated to have occurred around 23 MYA (15 - 32 MYA). All time
estimated here must be considered carefully because we used a general substitution rate, but
are in accordance to independent works conducted on Passiflora divergence time

(Muschner et al. 2012).

Phylogenetic relationships of Passiflora contracta

The Bayesian reconstruction based on nuclear sequences of ITS recovered three
well-supported groups in P. contracta with a clear phylogeographic pattern discerned. The
age estimated for the first diversification occurred ca. 16 MYA (10 - 24 MYA). The first

group was composed by individuals from the northern-most region of the species
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distribution named IGA, CAM, ETR, MAU, ILH and UNA (~7° S - 15° S latitude), with
the estimated diversification time of circa 7 MYA; the second group, comprising the
individuals collected in SCC, CBA and LIN sites (~18° S - 19° S latitude), with the
diversification circa 6 MYA; and the third group consisting of individuals from STA
location (~19° S latitude) in the southern boundary of the species distribution, with the

diversification circa 8 MYA (see Fig. 3).

Genetic structure and population demography

Median joining network for the ITS (Fig. 5) showed a striking geographic structure
and suggested the existence of three phylogroups. These three groups were corresponded to
those recovered by the phylogenetic Bayesian tree (Fig. 3). One group composed for
individuals from location named IGA, CAM, ETR, MAU, ILH and UNA; a second group
consisting for individuals from locations SCC, CBA and LIN; and the last group formed by
the individuals from location STA, the southernmost part of species distribution. The
collection sites that showed more than one sequence types were: ETR, UNA and SCC. The
shared sequences were just observed in the locations of ETR and CAM (S1) and UNA, ILH
and MAU (S6). The other locations showed exclusive sequences (see Table 1).

The network obtained with trnS-trnG sequences showed nine haplotypes (see Fig.
4), but did not recovered the same relationships among the groups obtained with ITS,
possibly due to shared ancestral polymorphism. The collection sites that showed more than
one haplotype were: MAU, UNA, ILH and LIN. The shared haplotypes by more than one
location were observed in the locations of IGA, ETR, CAM, UNA, ILH and MAU (H1);

SCC, UNA, ILH, MAU, CBA and LIN (H2) (see Table 1).
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The AMOVA analyses indicated a high level of genetic structure, with the most of
the total genetic diversity due to differentiation among locations for @st. For the nuclear
marker was obtained significantly high value of @sr = 0.94 (P < 0.001) and for chloroplast
region was obtained slightly lower value of @st = 0.72 (P < 0.001), see Table 3. These
values are higher than those of other studies in plants from the Atlantic Rainforest (for
example: Ribeiro et al. 2010; Pinheiro et al. 2011).

The neutrality tests Tajima’s D and Fs de Fu were non significant, to both markers,
where to ITS the values were Tajima’s D = 1.722 (P > 0.05) and Fs de Fu = 5.453 (P >
0.02) and to trnS-trnG Tajima’s D = 1.746 (P > 0.05) and Fs de Fu = 2.306 (P > 0.02),
indicating the null hypothesis of demographic stability without evidence of recent
population expansion. The pairwise mismatch distribution corroborated the neutrality tests
presenting a multimodal distribution and thus rejecting population expansion model.

We detected the isolation by distance in the Mantel’s test and the Spatial
autocorrelation with both markers. With the ITS dataset, the Mantel’s test showed positive
correlation r = 0.44 and Spatial autocorrelation V = 0.005 and with the trnS-trnG data r =
0.28 and Spatial autocorrelation V= 0.002. Although the results obtained with plastidial
marker have been smaller when compared to nuclear sequences, they still demonstrated
significant relationship between geographic and genetic distances.

Finally, the SAMOVA approach detected three groups that were geographically
homogenous and genetically differentiated from each other. The best k value was K=3 (®¢ct
= 0.71), when k < 3 the SAMOVA showed lower @&ct values and k > 4, the SAMOVA
showed similar values to @ct compared to the K = 3. The groups obtained by SAMOVA
corresponded to the phylogroups recovered in the Median Joining network and in the

Bayesian phylogenetic analyses (see Figs. 3 and 5) with ITS dataset.
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Interestingly, when the geographic location groups were plotted over the map
together the barriers found in SAMOVA (Fig. 1), we observed that the two barriers that
promoted the separation of the three groups coincided to important Atlantic Coastal Rivers,
the Jequitinhonha River (the first barrier, separating the location UNA - group 1 — from
location SCC - group 2) and Doce River (the second barrier, which separated group 2 from

the location STA - group 3).

Discussion
Genetic diversity

The genetic diversity here presented was high for both nuclear and chloroplast
markers dataset. The values of genetic diversities obtained with the ITS were similar to
those observed in other Passiflora species from Atlantic Rainforest, P. elegans and P.
actinia (Lorenz-Lemke et al. 2005) and also for P. alata (Koehler-Santos et al. 2006).
Méder et al. (2010) also using ITS in other 23 Passiflora species, including species of the
four subgenera, found just in three species values for genetic diversity higher or equal to
those found in this study. The trnS-trnG showed similar values to those described in the
literature obtained for other species of Atlantic Rainforest (Ramos et al. 2009; Novaes et al.
2010; Ribeiro et al. 2010), already this was the first work in which this chloroplast region
marker showed intraspecific variation in species of Passiflora genus. The pattern of
haplotype structure of the network, the time estimated for diversification of the species by
Bayesian analyses combined with the high diversity values obtained suggest that the
species has an ancient evolutionary history (Avise. 2000).

The higher genetic diversity obtained was found in the same region that was

reported in other studies about groups from the Atlantic Rainforest that presented high
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diversity and endemism (Costa & Leite 2000; Cabanne et al. 2007, 2008; Carnaval et al.
2009; Ribeiro et al. 2010; D’ Horta et al. 2011). This pattern of diversity presented here by
a plant species from the sea level showing high intrapopulational genetic variability and no
evidence of population expansion is in agreement to that previously demonstrated by
Carnaval and Moritz (2008), through paleoclimatic models that proposed that this region
has been stable during long periods might be a refuge zone. These authors named this
region as the Bahia refuge, considering animal species during the Quaternary climatic
oscillations.

Although the results obtained in present study showed that the origin and
diversification of Passiflora contracta species have occurred much earlier than the climatic
changes in the Quaternary, the refuge proposed by Carnaval & Moritz (2008) should have
been very important as a form of protection for maintenance of already existing diversity.

This could be verified by the higher genetic variability found in the Bahia refuge region.

Phylogeographic patterns

The scenario presented by our data showed the existence of a clear
phylogeographical structure and the presence of three phylogeographic groups. These
groups were recovered and strongly supported by all analyses, including phylogeny,
Median Joining network and by SAMOVA to the nuclear marker. So we hypothesized that
the two rivers that cross the species geographic distribution would be one possible
explanation for these phylogeographic breaks found in the present work, with the
geographic position of the Doce and Jequitinhonha Rivers coinciding to the

phylogeographic groups separation (see Fig. 1).
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Both rivers proposed here have been reported in other studies in Atlantic Rainforest
as possible barriers against the gene flow. The Doce River was observed as barrier in
studies with passerines (Silva et al. 2004), small mammals (Costa & Leite 2000), butterflies
(Brown 2005) and frogs species (Thomé et al. 2010) and the Jequitinhonha River was
proposed in studies including passerines (Lacerda et al. 2007). Both rivers were remarked
as barriers for plants (Ribeiro et al. 2010), lizards (Pellegrino et al. 2005) and passerines
(Cabanne et al. 2007) species. This result corroborates the proposal by Wallace (1852) of
riverine barriers such as limiting factor for geographical distribution of species and
contributing to diversification among populations. In the phylogeographic structure here
described we observed that the biggest genetic differentiation among locations occurred in
the opposite sides of rivers than those on the same side of the Rivers and this is in
agreement to the proposed model in witch it is expected when the rivers were determinants
of phylogeographic breaks within a particular species (Gascon et al. 2000; Thomé et al.
2010; Gehring et al. 2012).

Furthermore, the estimate of diversification for the split among the three
phylogroups may have occurred between 16 - 6.5 MYA, during the Miocene (see Fig. 2).
This age is compatible to that was inferred to Tertiary sediments of the Barreiras
Formation (Martin et al. 1993). Marquinez et al. (2009) estimated the divergence time
between two subclades within Drymis as occurred about 15.5 — 18.5 MYA and this time
coincide with the Andes uplift. In the late Miocene another period of rapid mountain uplift
has occurred, especially in the Eastern Andes (Antonelli et al. 2009). Hoorn et al. (2010)
reported that this same period of Andes uplift coincided to the diversification for many
plant and animal genera. These events contributed to the environment changes observed in

the Neotropic and may also have been associated with the diversification pattern here
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presented. Secondly, Ribeiro (2006) also reported that the formation of these two major
Rivers was dated to ancient ages in the Tertiary, compatible with those time estimates
found in this study. Pelegrino et al. (2005) found similar estimated time for split of the
major clades in Gymnodactylus darwinii in Atlantic Rainforest in their study with these
lizards, with the Doce and Jequitinhonha Rivers have had acted as putative barriers and
contributed to patterns of genetic differentiation observed.

We also observed that the southernmost part of species distribution, that represents
the third phylogroup, was the most distinct from the other groups. It could be due the long
time of isolation. Moreover, these individuals were collected on the south of Doce River, in
the region that is commonly reported as the boundary of the disjunction between northern
and southern Atlantic Forest and where other authors described highly divergent groups of
populations when compare south and north of the River (Pellegrino et al. 2005; Cabanne et
al. 2007; Novaes et al. 2010). This seems suitable explanation to observed pattern
differentiation in the STA location.

Our data support the riverine model and suppose that these two major Atlantic
Coastal Rivers have acted as potential barriers against the gene flow, playing an important
role generating diversification among locations and forming the phylogroups in P.
contracta species. Given enough time, the isolation caused by a physical barrier limiting
gene flow leads to an accumulation of genetic differentiation among groups of population
(Hollatz et al. 2011) that could be the case of this species.

These results may contribute to the understanding of one of the evolutionary process
related to the Atlantic Rainforest diversification. We observe that the age estimates are
older than the Pleistocene and it reinforces the idea of that the diversification occurred in a

variety scale and age. We recognized that climate changes and the events that occurred in
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the Quaternary, especially in the Pleistocene, were important and contributed to
diversification and speciation that were observed in several species from the Atlantic
Rainforest, but we also postulated that it could be a very complex process that require the
observation of the oldest periods as in the Tertiary period that also could be responsible for
speciation events as was observed in many other examples (Costa 2003; Pellegrino et al.
2005, 2011; Grazziotin et al. 2006; Thomé et al. 2010; Hoorn et al. 2010; Antonelli &

Sanmartin 2011; Patel et al. 2011).

Implications for conservation

In attempting to preserve the genetic diversity of this species, it would be required
design strategies that include the locations that have presented high genetic diversity levels,
belonging to each one of the three phylogroups, must be considered as priority for
conservation. In particular, those that are distributed in central region of Bahia refuge area
that presented the highest levels of genetic diversity considering both nuclear and plastidial
markers should be carefully preserved and could be considered as major priority for

preservation focus.

Taxonomic considerations

The results obtained using nuclear marker supported the presence of two
independent species in the taxon named P. ovalis by Cervi (2006), corresponding to the
description presented by Vitta and Bernacci (2004). Here we did not considered the
possibility of another barrier against de gene flow, because the morphological traits

supported the taxonomic proposition, that was not the case in relation to the phylogroup 3,
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where all collected individuals presented the same morphology found in individuals from

locations within phylogroups 1 and 2.
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Table 1: The collection sites names, code name used in the main text, number of individuals analyzed per location and per nuclear and

plastidial markers, respectively (N), geographical coordinates and sequence types and haplotypes with the respective numbers.

code geographical

collection sites * name N! N? coordinates sequence types haplotypes
Igarassu - PE IGA 15 16 7°46'S 34° 56' W S9 (15) H1 (16)
Camagari-BA CAM 6 5 12°40'S38°18'W S1 (6) H1 (5)
Entre Rios-BA ETR 7 14 12°52'S39° 28' W S1 (3)/S2 (4) H1 (14)
Marad-BA MAU 6 12 14° 07' S 38° 59' W S6 (6) H1 (5)/H2 (5)/H7 (2)
lIhéus-BA ILH 9 13 14°39'S 39° 04' W S6 (9) H1 (11)/H2 (2)
Una-BA UNA 13 13 15°11'S39°01' W S5 (8)/S6 (5) H1(2)/H2 (1)/H3 (3)/H4 (3)/H5 (2)/H6 (2)
Santa Cruz da Cabrélia-BA SCC 14 11 16° 9'S 38°58'W S3 (8)/S4 (6) H2 (11)
Conceicdo da Barra-ES CBA 11 7 18°31'S39°47'W S7 (11) H2 (7)
Linhares-ES LIN 7 13 19° 24' S 40° 28' W S8 (7) H2 (4)/H8 (9)
Santa Teresa-ES STA 11 11 19°55'S 40° 35' W S10 (11) H9 (11)
Parati-RJ PAR 4 4 23°18'S 44°44' W S11 (1)/S13 (3) H10 (4)
Ubatuba-SP UBA 14 14 23°27'S 45°09' W S11 (6)/S12 (1)/S13 (6)/S14 (1) H10 (14)
TOTAL 117 133

*Abbreviations correspond to Brazilian states as follows: PE = Pernambuco. BA= Bahia. ES= Espirito Santo. RJ= Rio de Janeiro. SP= S&o Paulo.
N*= number of individuals analyzed to ITS; N? = number of individuals analyzed to trnS-trnG.
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Table 2: Nucleotide () and gene diversity (h) observed in the collection sites of P.

contracta with nuclear and chloroplast markers

marker code name T h
ETR 0.0047 + 0.0032 0.5714 + 0.1195
ITS UNA 0.0008 + 0.0008 0.5275 + 0.0638
SCC 0.0008 + 0.0008 0.5128 + 0.0822
UNA 0.0058 + 0.0034 0.8846 + 0.0507
trnS-trnG ILH 0.0027 + 0.0018 0.2821 +0.1414
MAU 0.0052 + 0.0032 0.6818 + 0.0786
LIN 0.0006 + 0.0006 0.4615 + 0.1096

Collection sites IGA, CAM, MAU, CBA, LIN and STA were monomorphic to ITS;

locations named IGA, CAM, ETR, SCC, CBA and STA were monomorphic to trnS-trnG.
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Table 3: The AMOVA results with trnS-trnG and ITS markers.

source of sum of variance percentage of
marker  variation df  squares components variation Dst
trnS-  among
trnG  populations 10 164.43 1.4 72.28 0.72
within
populations 114 61.6 0.54 27.72
among
ITS  populations 9 28354 3.2 94.98 0.94
within
populations 89 15.07 0.16 5.02
P<0.001
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Figure legends:

Fig. 1. Map indicating the collections sites of Passiflora ovalis and the presence of two
Rivers that were putative barriers for the species.

Fig. 2. a) A Bayesian tree indicating the divergence times to P. ovalis based on ITS
dataset. The estimated ages in MYA were plotted in side of the branches. The posterior
probability was plotted above the branches. b) A median joining network based on ITS
and trnS-trnG dataset showing the species separation, the P. ovalis species were showed
with green dashes. The mutational events were shown with dashes. The colors painted
corresponding to the collection sites.

Fig. 3. A Bayesian phylogenetic tree showing the relationships among the populations
of P. contracta with phylogeographical pattern of distribution, the formation of three
well supported groups were indicated in the side of the tree. The code name, correspond
to the collection sites were indicated in the side of the branches. The geological time
scale was shown in the bottom. The posterior probability was plotted above the
branches. The divergence time to the phylogroups was shown in the side of the
branches.

Fig. 4. The median-joining network obtained using the information about trnS-trnG
marker. The colors painted were correspondent to the collection sites of the P. contracta
species. The circles size is proportional to the haplotype frequency and the mutational
events were shown in the network as dashes.

Fig.5. The median-joining network obtained using the information about ITS marker.
The colors correspond to the collection sites of the P. contracta described in the map.
The dashed line indicates the correspondent phylogroups in Figure 3. The circles size is
proportional to the haplotype frequency and the mutational events were show in the

network as dashes.
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Figure 2 b:
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Abstract: Passiflora contracta Vitta (Passifloraceae) is an endemic species of the Atlantic
Rainforest, one of the most species-rich ecoregions in the world, although extremely
endangered. We have developed an enriched microsatellite library in order to fine-scale
studies of the genetic structure of P. contracta. Twelve pairs of microsatellite primers were
designed, and seven loci were successfully amplified and characterized by genotyping two
wild populations of P. contracta. All seven loci were polymorphic, with an average number of
alleles found being 4.8 and 5 per population. The cross-species transferability was tested
using sister species Passiflora ovalis Vell. Ex Roemer. The development of these markers will
contribute to the studies of population genetics in P. contracta as well as future studies
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concerning diversity patterns in the Atlantic Rainforest, and may also help to establish
strategies for the conservation of this species.

Keywords: nuclear microsatellites; Passiflora contracta; conservation genetics

1. Introduction

Passiflora contracta Vitta (Passifloraceae) is an endemic species of the Atlantic Rainforest, one of the
most species-rich ecoregions in the world. Originally covering 15% of Brazil, this endangered ecosystem
has been reduced to less than 8% of its coverage. Despite the anthropic interference, the Atlantic
Rainforest still harbors impressively high levels of endemism and diversity [1], characteristic of areas of
long-term climate stability, also known as refugia [2]. Although refugia have been proposed in the
Atlantic Rainforest [3], these have not been tested by studies of the intraspecific plant genetic diversity
due to the lack of information on the genetic diversity of the Atlantic Forest’s vegetation. P. contracta is
an excellent species for such a study. This woody vine is distributed along the coast of Brazil, ranging
from the Pernambuco to Espirito Santo states (~07-21°S latitude) [4]. The species is characterized by its
chiropterophily syndrome, which is not a common feature in the Passifloraceae family [5].

The identification of high-resolution genetic markers within P. contracta is an important step to
develop fine-scale investigations of endemism-rich ecosystems and is also an interesting tool for testing
the refugia hypothesis. Therefore, the aim of this study was to develop and characterize microsatellite
markers in P. contracta and to test their transferability to its sister species, Passiflora ovalis Vell. Ex
Roemer (Passifloraceae).

2. Results and Discussion

A total of seven of the 12 primer pairs were successfully amplified; all of them were polymorphic and
presented alleles in the expected size range for the two wild populations: Linhares-ES (19°24'S, 40°28'W)
and Marau-BA (14°07'50"S, 38°59'55"W) (Table 1). The characteristics of the microsatellite loci and
variability measures across the two wild populations are described in Table 2. The number of alleles per
population ranged from two to nine (Linhares) and from three to eight (Marau). The average alleles found
for each population was 5 and 4.8, respectively. The observed and expected heterozygosity ranged from
0.31 to 0.84 (Linhares), and 0.38 to 0.67 (Maral). Two loci, PC6F7 (Linhares) and PC7H11 (Marau),
showed significant deviations from the Hardy-Weinberg equilibrium (p < 0.007). These findings may be a
consequence of the high inbreeding in both populations, which could result from habitat fragmentation
since species populations are small and, in general, restricted to preserved areas. Alternatively, the HWE
deviation could be due to null alleles, which were indicated by MICRO-CHECKER 2.2.3 for the
deviating loci (PC6F7) of the Linhares population, and also for the deviating loci (PC7H11) of the Marau
population. Null alleles were not detected for the remaining loci. One pair of loci (PC5E11 and PC6G11)
showed significant linkage disequilibrium for the Linhares population after Bonferroni correction (p <
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0.002). However, with no additional information, the physical linkage of the loci cannot be distinguished
from disequilibrium due to population processes as nonrandom mating [6].

The transferability of the markers to the sister species P. ovalis was tested for all 12 primer pairs, and
showed a low efficiency, with just two loci (PC6G11 and PC7H11) being amplified. This result

reinforces the differentiation between these species that were previously considered as a single one.

Table 1. Characteristics of seven microsatellite markers for Passiflora contracta. For each locus, the

name, repeat motif, primer sequence, labeling dye, annealing temperature (Ta), allele size range (bp) and
GenBank accession number are shown.

Locus Rmegteif:c\t Primer sequence (5'-3") Dye (Ig) (Stl)f)(; Genbank
PC5E11 (AC);(AG)s F:CTGGTCTTGGATTGTCCTTTG FAM 54  158-170 JX575753
R:CAAAGTAACTGGTGAGCTTAGGG
PCG6ES8 (GT)g F:-TTGCAAATGATAACAAAACACG FAM 53 165-181 JX575754
R:TATCTCGGATTCCCAAAACC
PC6G11 (GA)10 F:ACTGGAAGTCAAACGGTGAG FAM 52 207-229 JX575755
R:GGTGGCTCGAAATTCAAATC
PC7H11 (CTT)1s F:-TGAAATCCCTGTTGTGTGACTC FAM 53 169-175 JX575759
R:TCCTGAGGGGAGCTGTAGTG
PC6D6 (CT)g FTTTTTGTGAAGGTAATTTGTCA FAM 50 162-168 JX575757
R:CATGTTGCCTCCATGTTTGA
PC7C12 (AC), F:-TGAAATCCCTGTTGTGTGACTC FAM 55 179-195 JX575758
R:TCCTGAGGGGAGCTGTAGTG
PC6F7 (CT)s F:AACGCATTTTTCAGTTTCTGC FAM 53 230-248 JX575756

R:TGAGACTCCCATTCACCAAG
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Table 2. Characterization of microsatellite loci indicating number of alleles per locus (A);
expected (Hg) and observed (Ho) heterozygosity for the two analyzed populations, Linhares-
ES (19°24'S, 40°28'W) and Marad-BA (14°07'50"S, 38°59'55"W), of Passiflora contracta.

Passiflora contracta

locus Linhares-ES Maral-BA
A He Ho A He Ho

PC5E11 " 6 0.82011 0.64286 5 0.63678 0.60000
PC6ES8 2 0.31452 0.37500 5 0.46508 0.55556
PC6G11* 4 0.37619 0.44444 8 0.58571 0.44444
PC7H11 3 0.60484 0.75000 3 0.65238 0.38889 *
PC6D6 4 0.64368 0.53333 4 0.64308 0.53846
PC7C12 7 0.79637 0.68750 5 0.67137 0.56250
PC6F7 9 0.84135 0.41176 * 4 0.57619 0.50000
mean 5 4.8

# disequilibrium linkage after Bonferroni correction to Linhares-ES population (p < 0.002); * deviation from Hardy-Weinberg
equilibrium (p < 0.007).

3. Experimental Section

3.1. Microsatellite-Enriched Library Construction and Isolation of Microsatellite Markers

Genomic DNA was extracted from an individual of P. contracta using the Nucleo Spin Plant Il kit
(Macherey-Nagel, Diren, Germany), and the repetitive motifs were isolated using an enrichment
technique [7] in which the genomic DNA was digested with Rsal and Haelll and the resulting fragments
were linked to two oligonucleotide adaptors. Biotinylated oligonucleotide probes (dGT)i, (dGA)1o,
(dAGAT)10, (dAACT)0, and (dACAT)yo were hybridized with the digested DNA and selectively
restrained by streptavidin magnetic particles (Promega, Madison, Wisconsin, USA). The selected DNA
fragments were eluted in 25 uL ultra pure water and amplified by PCR in a total volume of 50 pL.
Reactions were conducted with 50 ng of eluted DNA, 1x Colourless GoTaq Reaction Buffer (Promega),
200 mM dNTPs (Promega), 40 pmol of “oligo adapter A” as primer (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA), 1.5 mM MgCl,, 5 U of GoTaq Flexi DNA Polymerase (Promega). The PCR conditions were as
follows: An initial denaturation at 94 °C for 5 min followed by 35 cycles of denaturation at 94 °C for 1
min, annealing at 56 °C for 1 min and extension at 72 °C for 2 min, with a final extension at 72 °C for 5
min. The enriched library was purified using an UltraClean 15 DNA Purification Kit (MO BIO
Laboratories, Carlsbad, CA, USA), linked to the pCR 2.1-TOPO vector (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)
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and transformed into One Shot TOP10 Chemically Competent Cells (Invitrogen). The plasmid DNA was
PCR-amplified using 16 pmol M13(-20) forward and M13(-40) (Sigma-Aldrich), reverse primers, 2.5 U
GoTaq Flexi DNA polymerase (Promega), 200 uM of each ANTP (Promega), 2.5 mM MgCl, (Promega),
1x GoTaq Colourless Reaction Buffer (Promega), and 1 pL of transformed cells grown in 100 pL liquid
broth LB. The PCR conditions were as follows: An initial denaturation at 94 °C for 5 min, followed by 40
cycles of denaturation at 94 °C for 1 min, annealing at 55 °C for 1 min, and extension at 72 °C for 3 min,
with a final extension at 72 °C for 5 min. A total of 163 positive PCR fragments were purified and
sequenced using a MegaBACE™ 1000 automated sequencer (GE Healthcare Biosciences, Pittsburgh,
PA, USA), following the DYEnamic™ ET terminator sequencing premix kit with terminal fluorescent
labeled protocol according to the conditions were as follows: 4 uL. of DYEnamic™ ET terminator
sequencing premix, 5 uM of forward/reverse primer, 40 ng of purified PCR products, and ultra pure water
to complete a 10 pLL volume. This reaction was submitted to 95 °C for 20 s, 50 °C for 15 s and 60 °C for 1
min. A total of 23 clones presented perfect unique microsatellites, but only 12 were suitable for primer
design using Primer 3 software [8].

3.2. Genotyping and Data Analysis

The primers were tested for amplification in two wild populations of P. contracta species, Linhares-ES
(19°24'S, 40°28'W), n = 20 and Marau-BA (14°07'50"S, 38°59'55"W), n = 20, and 10 individuals of P.
ovalis were tested for cross-amplification. The amplifications were performed in a 15 pL reaction
containing ~10 ng template DNA, 1x Taq Platinum reaction buffer (Invitrogen), 200 puM each dNTP
(Invitrogen), 2 pmol FAM fluorescently labeled M13(-21) primer [9] and reverse primer, 0.4 pmol
forward primer with a 5-M13(-21) tail, 2.0 mM MgqgCl, (Invitrogen), and 0.5 U Taq Platinum DNA
polymerase (Invitrogen). The PCR conditions for SSR were as follows: An initial denaturation at 94 °C
for 3 min, followed by 35 cycles of denaturation at 94 °C for 20 s, annealing at primer-specific
temperatures (50-55 °C) see (Table 2) for 45 s, and extension at 72 °C for 1 min, with a final extension at
72 °C for 15 min. The repeat motif, primer sequences, labeling dye, annealing temperature (Ta °C), and
allele size range in base pair, with the M13 tail included, of each primer pair are listed in Table 1.

The fragments were analyzed using MegaBACE™ 1000, based on the ET-ROX 550 size ladder (GE
Healthcare). The fragment length and microsatellite genotyping were determined using GENETIC
PROFILER 2.0 (GE Healthcare). The allele numbers, expected and observed heterozygosity, Hardy-
Weinberg Equilibrium (HWE), and genotypic disequilibrium analyses were performed using ARLEQUIN
version 3.5 [10] and FSTAT [11]. MICRO-CHECKER 2.2.3 [12] was used to test for
null alleles.

4. Conclusions

The development of polymorphic microsatellite markers will contribute to the population genetic
studies of P. contracta, particularly with regard to comparative studies of diversity patterns in the Atlantic
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Rainforest. These markers may also help to establish strategies for the conservation of priority population
groups of this species that inhabits an extremely endangered ecosystem.
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O trabalho aqui apresentado teve como principais objetivos a caracterizacdo da
variabilidade genética da espécie Passiflora ovalis, através de uma anélise
filogeogréfica, testando as hipoteses de areas de refugio propostas por Carnaval &
Moritz (2008) e a de rios como barreiras proposta inicialmente por Wallace (1982).
Além disso, foi proposto o desenvolvimento e validacdo de loci de microssatélites
especificos, que serdo muito Uteis em estudos populacionais futuros, envolvendo
aspectos como estrutura populacional e fluxo génico, os quais poderdo auxiliar no
estabelecimento de programas de protecdo a espécie.

Até o desenvolvimento deste estudo, nenhum outro havia abordado a
variabilidade genética nesta espécie e apenas amostras coletadas no estado do Espirito
Santo (Brasil) haviam sido incluidas em estudos de filogenia molecular, inicialmente
tratadas como Tetrastylis ovalis (Muschner et al.,, 2003) e posteriormente como
Passiflora ovalis (Hansen et al., 2006; Muschner et al., 2012).

A distribuicdo geogréfica proposta para a espécie de acordo com a taxonomia
vigente (Cervi, 2006) previa sua ocorréncia desde o estado de S&o Paulo até o estado de
Pernambuco, sempre em bordas de mata, em areas de relativa preservacgdo e ao nivel do
mar. Porém, os primeiros resultados obtidos a partir das analises Bayesianas e das
relacOes filogenéticas inferidas através do método median-joining network, com o uso
do marcador nuclear em particular, mas amplamente corroborados pelos dados de
cloroplasto, indicaram, com alto grau de suporte de confiabilidade, uma clara separagéo
entre as amostras coletadas nos estados de Sdo Paulo e Rio de Janeiro em relagéo
aquelas coletadas no restante da distribuicdo (ver figura 2 a e b artigo 1). Tais achados
corroboraram a proposicéo taxondmica feita por Vitta & Bernacci (2004), que afirmava
a existéncia de duas espécies, P. contracta e P. ovalis, separadas por marcadores

morfolégicos e relacionadas a distribuicdo geogréfica das amostras. Esta separacdo em
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duas espécies foi refutada por Cervi (2006) que argumentou serem 0s caracteres usados
na separacdo muito sujeitos as alteracbes ambientais, passiveis de grande variabilidade
intra-populacional e que, portanto, representariam variabilidade adaptativa. Sendo
assim, apesar de termos coletado amostras de acordo com a distribuigdo proposta por
Cervi (2006) para P. ovalis, analisamos os padrdes filogeogréficos referentes somente
ao que agora reabilitamos como espécie P. contracta. Este foi o primeiro trabalho
envolvendo caracterizacdo genética destes taxa e confirmou sua separacdo em duas
espécies validas. Desta forma, além dos objetivos gerais inicialmente propostos, este
trabalho acabou constituindo uma importante contribuicdo para a classificacdo
taxonémica destas espécies.

Outro resultado importante foi em relagdo aos marcadores moleculares
utilizados. Até entdo, somente o marcador nuclear ITS havia sido usado para estimar a
variabilidade genética intra-populacional em espécies silvestres de Passiflora (Lorenz-
Lemke et al., 2005; Koehler-Santos et al., 2006b; Mader et al., 2010) e alguns
marcadores de microssatélites para as espécies com interesse econdmico (Oliveira et al.,
2005; Padua et al., 2005; Cerqueira-Silva et al., 2012). Este foi o primeiro estudo a
obter sucesso com uma regido de cloroplasto (trnS-trnG), embora deva-se fazer a
ressalva que esta foi a Unica espécie do subgénero Deidamioides a ser testada até o
momento.

Como ja previsto por Mader et al. (2010), o marcador nuclear ITS foi bastante
informativo quanto ao padrdo de estruturacdo filogeografica da espécie. O mesmo nao
foi observado em relacdo ao marcador plastidial que, apesar de ter apresentado certo
grau de variacao, esta ndo foi comparavel ao que ja havia sido identificado em outras
espécies de plantas (por exemplo, Novaes et al., 2010; Ribeiro et al., 2010). Além disso,

0 marcador uniparental, contrariamente ao que era esperado em decorréncia de seu
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modo de heranga, ndo foi capaz de recuperar 0 mesmo padrdo de estruturacdo
filogeogréfica observado em relagdo a ITS (ver artigo 1 figura 4). Uma explicacdo
possivel envolve a retengdo de polimorfismo ancestral observada nas diferentes areas
onde os individuos foram coletados, mas pode também ser explicada pela dindmica
evolutiva do marcador ITS em espécies de Passiflora (Mader et al., 2010), os tempos de
geracdo, o fluxo génico entre as populacdes e a forma de reproducdo e dispersdo da
espécie para 0s quais ndo se tem conhecimento.

Nossas analises estimaram o surgimento da espécie em torno de 56 MYA, o que
remonta ao periodo Terciario, no Eoceno. Esta idade coincide com os resultados ja
reportados em outros estudos em que houve um aumento consideravel na diversidade do
Neotropico com o surgimento de um grande numero de espécies de plantas,
especialmente favorecidas pelas excelentes condi¢des climéticas do periodo (Jaramillo
et al., 2006; Hoorn et al., 2010). A estimativa do primeiro evento de diversificagcdo
remonta ao Mioceno, ha aproximadamente 16 MYA. Este periodo de diversificacdo
relaciona-se diretamente com o periodo de soerguimento dos Andes, que exerceu forte
impacto na formagdo do Neotropico e contribuiu fundamentalmente para a enorme
diversidade encontrada nesta regido (Antonelli et al., 2009). Ja é sabido que o0s
processos de diversificacdo estdo fortemente ligados aos eventos climéticos e tectdnicos
e gque a historia geoldgica da América do Sul é relevante para compreender as origens
da diversidade encontrada atualmente (Hoorn et al., 2010; Antonelli & Sanmartin,
2011).

O padrdo filogeografico observado para a espécie indicou em relagdo ao
marcador nuclear que as populagOes se encontram bastante estruturadas, com maior
contribuicdo da variabilidade interpopulacional, decorrente provavelmente de baixo

fluxo génico, o que também indica que as populacBes permaneceram isoladas por um
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longo tempo. Também se observou que as populagfes se encontram estaveis, sem
qualquer sinal evidente de expansdo demogréafica, com indicios de isolamento por
distancia. Tal padréo pode ser explicado em parte com 0s escassos conhecimentos que
se tem sobre a biologia reprodutiva da espécie (Ulmer & MacDougal, 2004) e com a
situacdo de degradacdo observada no ambiente ocupado pela espécie (Tabarelli et al.,
2005). Sendo polinizada por morcegos de pequeno a médio porte (Buzzato & Franco,
1992) e tendo suas sementes dispersas por animais de pequeno porte, altamente
dependentes da integridade da floresta para sua manutencdo, entende-se o baixo fluxo
génico observado entre as diferentes localidades de coleta de amostras. Estes aspectos
poderdo ser amplamente testados quando da utilizagdo dos marcadores de
microssatélites aqui descritos forem empregados na estimativa de fluxo génico e na
caracterizacdo das populagtes. Novamente, permanece em aberto uma explicacdo para
os resultados observados em relacdo ao marcador plastidial e diferentes anélises deverao
ser conduzidas na tentativa de elucidar o padrdo observado. Muschner et al. (2006)
relataram a ocorréncia de dois modos de heranga organelar no género Passiflora, mas
ndo estudaram espécies do subgénero Deidamioides. No trabalho de Hansen et al.
(2007) os autores descrevem heranca paterna (via polen) para o cloroplasto em outra
espécie de Deidamioides. Se esta for a regra neste subgénero, P. contracta teria a
heranga dos marcadores plastidiais dependente apenas do fluxo de polen, o que depende
da capacidade de dispersdo do polinizador, o qual neste caso estaria completamente
vulneravel & integridade da vegetacdo circundante. De toda a forma, nota-se a influéncia
da fragmentacdo do habitat para a variabilidade genética desta espécie.

Um dos objetivos centrais do presente estudo foi testar a hipotese de areas de
refugio proposta por Carnaval & Moritz (2008), onde é predito que areas que

permaneceram estaveis por longos periodos de tempo, durante as oscilagfes climéticas
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ocorridas principalmente no Quaternério, abrigariam um maior nimero de espécies e
estas apresentariam maior diversidade genética. Estes autores encontraram, atraves de
modelagem de nicho e sua comparagdo com dados genéticos, uma grande area na regido
central do estado da Bahia, que teria sido uma éarea de refugio. Os resultados aqui
descritos para P. contracta corroboram esta proposicéo, sendo a regido central da Bahia
a localidade onde os maiores indices de diversidade genética foram encontrados. Desta
forma, € possivel que esta regido possa ter atuado como reflgio também para P.
contracta.

Todas as analises aqui desenvolvidas indicaram a existéncia de trés filogrupos,
formando um padrdo norte-sul de distribuicdo geografica. Observou-se que a separacao
dos filogrupos coincide com a existéncia de dois rios, o Jequitinhonha e o Doce.
Levantamos a hipOtese de que estes rios possam ter atuado como barreiras limitantes do
fluxo génico entre as populagbes, 0 que corroboraria a teoria de rios como barreiras
proposta por Wallace (1852) para explicar os padrbes encontrados em grupos de
macacos na Amazodnia, e também se estende para estudos em diversos grupos de
animais e plantas da Mata Atlantica e até mesmo de outras regifes do Neotropico
(Pelegrino et al., 2005; Thome et al., 2010; Gehering et al., 2012). E, especificamente
em P. contracta, os rios parecem ter sido importantes barreiras que restringiram o fluxo
génico e que contribuiram para as quebras filogeograficas encontradas na espécie.

Os nossos resultados sugerem que o padrdo de estruturacdo filogeogréfica
encontrado para P. contracta pré-data o Quaternario, sendo o periodo da primeira
diversificagdo estimado como tendo ocorrido durante o Terciario, 0 que corrobora a
construcdo de um cenério mais abrangente em termos de acontecimento de eventos que
levaram a diversificacdo atual. Neste sentido, temos a proposicao de Moritz et al. (2000)

de que ndo devemos atentar apenas para 0s eventos do Quaternario, pois 0s eventos
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mais antigos também tiveram sua contribuicdo para a enorme diversidade encontrada no
Neotrépico. Visto que, diversificacdo e especiagdo sdo processos complexos que
levaram a construcdo da exuberante quantidade de espécies observadas e que estes s
podem ser explicados se uma escala de tempo e espago mais abrangente for levada em
consideracdo (Geurgas et al., 2008; Werneck et al., 2009; Hoorn et al., 2010; Patel et
al., 2011), este estudo vem trazer mais um forte argumento para esta discussdo. Com a
crescente utilizacdo de metodologias modernas, com a incluséo de dados geo-espaciais,
modelagem de nicho ecoldgico e envelopes climaticos, mais ferramentas tem sido
agregadas na tentativa de iluminar um cendrio que possa explicar, sendo todos pelo
menos parte deles, 0s processos que levaram a diversificacdo genética das espécies e a
grande riqueza bioldgica do Neotropico.

No exemplo aqui apresentado, ainda é possivel salientar que os eventos do
Quaternario também tiveram sua importancia e ndo devem ser negligenciados, pois a
existéncia de areas de que atuaram como refugio, durante periodos de oscilagdes
climaticas, descritas para tantas espécies animais e vegetais em regides total ou
parcialmente sobrepostas (Carnaval & Moritz, 2008; Palma-Silva et al., 2009; Lorenz-
Lemke et al., 2010), e no caso da P. contracta, o refugio pode ter atuado como um forte
mecanismo de protecdo e manutencdo da diversidade j& existente na espécie.

Além da descricdo dos padrbes evolutivos encontrados nesta espécie em
particular, o presente trabalho vem contribuir para a construcdo de iniciativas visando a
preservacdo da Mata Atlantica. Mesmo sendo detentor de uma enorme diversidade, este
é um ecossistema extremamente degradado e fragmentado e as espécies endémicas
desta regido sofrem serios riscos de extingdo, com as popula¢des encontradas em areas
fragmentadas, com fortes restricbes ao fluxo génico, o0 que acarreta em aumento do

endocruzamento e diminui¢do da variabilidade genética (Ellstrand & Elam, 1993; Lira,
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et al., 2003; Tonhasca, 2005). Assim, corroborando outros estudos, adicionamos mais
um oOtimo exemplo e reforcamos a sugestdo de estabelecer como prioritarias para
conservacdo as areas de mais alta diversidade genética. No caso especifico de P.
contracta, ainda sugerimos que sejam considerados os trés filogrupos, que

correspondem a conjuntos diferentes de diversidade genética.
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