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RESUMO

BARROS, Willian Silva, M.S., Universidade Federal de Vigcosa, marco de 2004.
Filogeografia Molecular de poaia [Psychotria ipecacuanha (brot.) stokes].
Orientador: Luiz Orlando de Oliveira. Conselheiros: Cosme Damidao Cruz, Jorge
Abdala Dergam dos Santos e Maurilio Alves Moreira.

Psychotria ipecacuanha € uma espécie medicinal da familia Rubiaceae, conhecida
popularmente como poaia e que se desenvolve em agregados perenes, denominados
reboleiras, em areas Umidas e sombrias do sub-bosque das matas tropicais do continente
americano. O presente trabalho visou investigar a filogeografia da poaia. Para isto,
sequenciou-se o0 gene cloroplastidico trnT-trnL de 40 individuos originarios de 15
populacdes naturais. Nove destas populacdes foram identificadas na regido Sudeste e
seis na regido Centro-Oeste do Brasil. Os dados de seqiienciamento possibilitaram a
obtencdo de um total de 959 bases. O alinhamento destas seqiéncias mostrou a
existéncia de 13 sitios polimorficos entre elas, que diferenciaram oito haplétipos. Todos os
individuos amostrados na regido Centro-Oeste possuiam um unico haplotipo, enquanto
cada um dos individuos da regido Sudeste foi alocado em um dos sete haplotipos
restantes. A andlise dos dados via “nested clade analyses” possibilitou a obtencdo de uma
rede Unica e se inferiu que os componentes desta rede estdo agrupados em nivel de
cladograma total, de acordo com a regido geografica de procedéncia. A separacao entre
as populacdes do Sudeste e do Centro-Oeste segue um padrdo que sugere fragmentacao
alopatrica, enquanto certas populacfes restritas ao Sudeste estdo sofrendo restricdo ao
fluxo génico por isolamento a distancia. Na elaboracdo de um programa de conservacao
genética, as populacdes do Parque Estadual do Rio Doce, Itaperuna e Guaraciaba podem
ser indicadas como prioritarias, pois além de apresentarem variagdo no numero de
haplotipos dentro da populagéo, possuem também cinco haplotipos privativos. Além disso,
as trés populacdes detém juntas, 75% da variabilidade das linhagens do gene trnT-trnL.



ABSTRACT

BARROS, Willian Silva, M.S., Universidade Federal de Vigosa, March de 2004. Molecular
Phylogeography of poaia [Psychotria ipecacuanha (brot.) stokes]. Advisor: Luiz
Orlando de Oliveira. Committee Members: Cosme Damido Cruz, Jorge Abdala
Dergam dos Santos and Maurilio Alves Moreira.

Psychotria ipecacuanha is a medicinal species of the Rubiaceae family, popularly
known as poaia, which grows in perennial aggregates denominated clumps, in moist and
shady areas of the tropical forests of the American continent. The present work aimed at
an investigation of the phylogeography of Psychotria ipecacuanha. The sequence of the
chloroplast gene trnT-trnL from 40 individuals of 15 natural populations was obtained for
this purpose. Nine of these populations were identified in the southeast and six in the
central-western area of Brazil. A total of 959 bases were obtained by the sequence data.
These aligned sequences showed the existence of 13 polymorphic sites among them,
which differentiated eight haplotypes. All individuals sampled in the central-western area
had a single haplotype, while the individuals of the southeast area were each allocated in
one of the seven remaining haplotypes. The analysis of the data via “nested clade
analyses” made the achievement of a single net possible and it was inferred that the
components of this net are grouped at the level of a total cladogram in agreement with the
geographical area of origin. The separation among the populations of the southeast and of
the center-west follows a pattern that suggests allopatric fragmentation, while certain
populations limited to the southeast suffer restriction of gene flow through isolation by
distance. In the elaboration of a program of genetic conservation, the populations from the
Rio Doce State Park, from Itaperuna, and from Guaraciaba can be indicated as priority
because besides presenting variation within the haplotype number of the population, they
also have five private haplotypes. Furthermore, these three populations together hold 75%
of the variability of the lineages of the trnT-trnL gene.



1. INTRODUCAO

Durante toda a sua histéria, a humanidade tem utilizado espécies vegetais para
suprir indmeras das suas necessidades diarias, sendo elas provedoras de alimentos,
vestuarios, abrigo, medicamentos, artesanatos, Oleos, lubrificantes, borracha, resinas,
ceras, perfumes, corantes, fibras etc. No entanto, estima-se que somente 10% das
espécies vegetais tenham sido avaliadas com mais critérios no que se refere ao seu
potencial de utilizagdo na agricultura e na medicina. Portanto novas culturas e novos
medicamentos ainda estéo por ser descobertos (Prance, 1997).

Além disso, as regras que governam os padrbes de distribuicdo das espécies
sobre a superficie terrestre ainda sao pouco entendidas. No entanto, jA tem sido
demonstrado claramente que algumas areas de menor extensdo podem conter maior
biodiversidade, enquanto areas de extensdo muito maior podem ser bastante pobres em
sua biodiversidade (Wilson, 1992). As florestas tropicais umidas, por exemplo, embora
estejam presentes em somente 7% da superficie do planeta, podem conter cerca de 50%
das espécies (Prance, 1997).

Para proteger a biodiversidade das florestas e de seus fragmentos, é fundamental
a utilizacdo de estratégias de preservacdo e conservacao eficientes. Varios estudos de
genética de populacdes tém servido de suporte para o desenvolvimento dos critérios de
conservacao (Hoelzel et al., 1993; Menotti-Raymond e O’Brien, 1993; Gilpin, 1996). Estes
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estudos sdo importantes na medida em que se permite quantificar a variabilidade
genética das populacdes e sua organizacdo no tempo e no espaco, quantificar ainda o
fluxo génico e a estrutura de acasalamento e conhecer a historia evolutiva, a colonizacéo,
a expansao e a retracdo das populacdes. Além disso, os estudos genéticos possibilitaram
detectar os efeitos da reducdo do tamanho efetivo da populacdo e do isolamento entre
populacdes, sendo possivel inferir sobre a viabilidade de populacdes remanescentes
(Leite, 2002).

A importancia de se conhecerem os padrdes da distribuicdo espacial e temporal da
diversidade genética de uma dada unidade taxondmica esta em permitir, por exemplo,
gue estratégias de conservagdo possam proteger a real diversidade representada pela
espécie e, a0 mesmo tempo, considerar as possiveis variacdes geograficas e o potencial
evolucionario do taxon em estudo. A identificacdo das linhagens genealdgicas permite
também que seja estimado quanto da variabilidade genética existente estd a salvo em
uma unidade de conservacédo ja implantada ou se haveria necessidade de expandir tal
area ou estabelecer novas unidades.

O presente trabalho visou estudar a filogeografia molecular de Psychotria
ipecacuanha, espécie popularmente conhecida por poaia ou ipeca. A poaia € reconhecida
mundialmente como planta medicinal por sua acdo expectorante, emeética e amebicida
(Pinto, 1976). Suas propriedades farmacologicas séo atribuidas aos alcaléides emetina,
cefelina e psicotrina, encontrados em suas raizes secas (Bruneton, 1995). Os individuos
de poaia se desenvolvem em agregados perenes, denominados reboleiras, em areas de
sub-bosque das matas tropicais da regido neotropical do continente americano que
recebem baixos niveis de radiacdo luminosa (Veloso, 1947).

Esse estudo teve como objetivo: (1) Identificar quais sdo as diferentes linhagens
genealdgicas do fluxo génico materno, que constituem as populacdes de Psychotria

ipecacuanha incluidas neste estudo. (2) Estudar a existéncia de variabilidade de



linhagens genealdgicas dentro de populacdo. (3) Verificar quais dessas populacdes
possuem haplétipos privativos ou raros. (4) Verificar a existéncia de algum evento na
historia dessas populacdes, que possa ser detectado pelo teste de analise de clados
aninhados (“nested clade analysis”), seguindo a “teoria da coalescéncia”. (5) Averiguar
qgual a implicacdo desses estudos para a montagem de um programa de conservacao

genética da espécie.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. A Espécie em Estudo

A Psychotria ipecacuanha, conhecida no Brasil vulgarmente como poaia, poaia-
roxa, ipeca ou ipecacuanha (Figura 1), € um subarbusto perene de altura entre 20 a 60
cm e de crescimento muito lento. Sua raiz tem sabor amargo e cheiro nauseante,
possuindo anéis salientes proximos uns dos outros, envolvendo-a completamente

(Bruneton, 1995).

Figura 1 - Planta adulta de poaia (Psychotria ipecacuanha)



A poaia é encontrada em agregados, conhecidos popularmente como reboleira,
gue crescem naturalmente em lugares umidos e sombrios, no sub-bosque de florestas
tropicais. A propagacdo natural da poaia ocorre por multiplicacdo vegetativa,
principalmente a partir do rizoma. Entdo, cada reboleira pode ser representada por um
anico individuo, pois a propagacao sexuada dessa espécie € muito restrita (Rossi, 2003).
Suas raizes sdo mundialmente reconhecidas por suas propriedades expectorante,
amebicida e “vomitiva”, propriedades devidas ao acumulo, em suas raizes, dos alcaloides
isoquinolinicos, emetina e cefelina (Trease e Evans, 1989). Atualmente, populacdes
silvestres de poaia podem ser encontradas em trés grandes regides disjuntas (Figura 2):
a) florestas da América Central (Nicaragua, Costa Rica e Panamd) e norte da América do
Sul (Colémbia), b) sul da Floresta Amazonica (nos Estados de Rondénia e Mato Grosso)
e ¢) na Mata Atlantica (principalmente nos estados da Bahia, Minas Gerais, Espirito Santo

e Rio de Janeiro) (Skorupa e Assis, 1998; Oliveira e Martins, 1998; Assis e Giuliett, 1999).

Figura 2 - Regifes de ocorréncia de popula¢cdes nativas da poaia (destaque em

vermelho). Fonte: Assis adaptado por Oliveira e Martins (1998).



No passado, as raizes de poaia atingiram grande importancia medicinal, sendo a
demanda do mercado externo atendida, basicamente, por meio de intenso processo de
extrativismo (Addor, 1945; Oliveira e Martins, 1998). Atualmente, a poaia consta na lista
das espécies ameacadas de extincdo no Estado de Minas Gerais (Mendonca e Lins,
2000). Estudo de erosao genética permitiu a identificacdo dos principais fatores de risco e
a formulacdo de recomendacbes especificas para a protecdo e manejo de suas
populacdes na Floresta Atlantica (Oliveira e Martins, 2002). Porém, a implementacédo de
acOes efetivas de conservacdo depende da diversidade genética e do entendimento dos
processos ecologicos e histéricos que moldaram a atual distribuicdo da diversidade
genética da poaia, e é precisamente a caracterizacdo desses processos que pode servir

de guia para a elaboracéo e implementacao de programas de conservacao.

2.2. DNA de Organelas

Nos ultimos anos, o DNA de organelas tem sido importante em diversos trabalhos
relacionados a estudos evolutivos. Pelo fato de apresentar normalmente heranca
uniparental, permite analisar a estrutura populacional (e.g. Comes e Abbott, 1998; Levy e
Neal, 1999; Matocq, 2002), discernir diferentes padrbes de migracédo (e.g. Foster et al.,
1996), estabelecer ou examinar relacdes filogenéticas (e.g. Maguire et al., 1997; Kim e
Jansen, 1998; Schnabel e Wendel, 1998; Garcia-Moreno et al., 1999; Salomone et al.,
2002) e comparar taxas evolutivas entre linhagens (Wolfe et al., 1987). De acordo com
McCauley (1994), os marcadores genéticos de genomas de organelas sdo poderosas
ferramentas para a deteccdo de diferenciacdo populacional porque sdo mais sensiveis a

efeitos de deriva genética que os genomas nucleares. Isso se deve ao fato de o tamanho



efetivo da populacdo para genoma de organela ser reduzido, se comparado com o do
genoma nuclear.

Alguns trabalhos tém sido desenvolvidos com DNA de organelas, seja analisando o
modo de heranca em determinadas espécies (Hachtel, 1980), seja demonstrando sua
importancia em analise de estrutura genética, fluxo génico e de biogeografia de
populacdes, para a tomada de decisdes relativas a conservacdo de espécies
(Barrowclough et al., 1999). Pares de iniciadores (primers) de regibes conservadas de
DNA de cloroplasto (cpDNA) sdo atualmente disponiveis para gerar mais ferramentas que
possam fornecer auxilio para estudos de evolucdo e de identificacdo genética entre
individuos (Taberlet et al., 1991).

O cloroplasto € uma organela celular que apresenta seu proprio genoma, cuja
transmissao segue “um modelo ndo-mendeliano”. Contém um dnico tipo de cromossomo,
embora em multiplas cépias, no qual estdo contidos genes necessarios para sua funcao.
O genoma do cloroplasto de plantas terrestres € uma molécula circular de 120 a 217 Kb
(Palmer, 1985, 1987), caracterizada por dois segmentos invertidos e repetidos que
separam o restante da molécula em pequena e larga regido de coOpia Unica. Atualmente
existe, em estudos de genética de populacdes de plantas, crescente interesse no uso do
genoma de cloroplasto (e.g. Soltis et al., 1989; McCauley, 1994; Comes e Abbott, 1998;
Provan et al., 1999; Caron et al., 2000; Gugerli et al., 2001).

Quando o cpDNA é herdado maternalmente, como na maioria dos casos das
Angiospermas (Corriveau e Coleman, 1988; Sears, 1980), a dispersdo é promovida pelas
sementes e propagulos vegetativos sendo a taxa de migracdo potencialmente muito
menor que a de migracao dos genes nucleares (McCauley, 1995).

De acordo com Dumolin-Lapeque et al. (1997), quando o cpDNA apresenta
heranca maternal, € possivel um estudo direto de dispersdo mediada por semente,

possibilitando, portanto, inferir rotas de colonizacéo.



O genoma de cloroplasto é efetivamente hapléide, enquanto o nuclear, dipléide ou
polipldide. Assim, em espécies mondicas, o tamanho efetivo da populacdo em genomas
nucleares € no minimo duas vezes o genoma de cloroplasto (Schaal et al., 1998). Como o
efeito da deriva genética € maior a medida que o tamanho efetivo da populacao diminui, a
deriva genética tera impacto maior na formacgao da estrutura populacional do genoma de
cloroplasto que dos genes nucleares (Birky et al., 1983). Assim, a arvore de genes
baseada no cpDNA revela mais provavelmente, padrdes de diferenciacdo populacional e
refletem, por certo, menos polimorfismo ancestral que arvores de genes oriunda do DNA
nuclear (Schaal et al., 1998).

Devido ao seu modo clonal de transmisséo e a baixa taxa de mutacao (Wolfe et al.,
1987), as variacbes encontradas em suas sequéncias possibilitam revelar eventos
histéricos, como rotas de migracdo e afunilamento de populacfes (Dumolin-Lapegue et
al., 1997).

As variacfes na sequéncia do DNA de cloroplasto sdo amplamente utilizadas para
investigar relacdes inter-especificas entre angiospermas e outras plantas (Taberlet et al.,
1991), existindo porém, uma série de limitacdes na utilizacdo dessa molécula. Assim, as
regides ndo codificantes exibem alta freqiéncia de mutacdes (Clegg et al., 1991),
podendo ser, portanto, usadas para estudos evolutivos em espécies de relagcdes muito
proximas ou para analises intra-especificas. De acordo com Palmer et al. (1989), as
mutacBes em cpDNA séo basicamente de dois tipos: mutacdes pontuais e rearranjos. A
maioria das mutacdes é pontual, sendo comum também delecdes e/ou insercbes de
bases em regibes nao-codificantes. Apesar das variacbes nas sequéncias de cpDNA
serem poucas e menores que em mtDNA (Wolfe et al.,, 1987), aquelas em nivel intra-
especifico tém sido encontradas e demonstradas em um crescente nimero de espécies

(Soltis et al., 1991; Soltis et al., 1992; Ferris et al., 1993; Leite, 2002).



2.3. Filogeografia

Muitas vezes, uma nova palavra ou frase envolvendo conceitos torna-se parte do
léxico de funcionamento de uma disciplina ou areas de conhecimento, sendo exemplo o
caso da “biodiversidade”, aceita no tratado ecologico, no qual promove a nocédo de
variabilidade biolégica como um recurso apreciado (Wilson, 1988). Contudo, a palavra
filogeografia foi introduzida no meio cientifico mais por necessidade do que um novo
modelo ou um tratado. A filogeografia é considerada uma ciéncia multidisciplinar, que
integra a genética molecular, genética de populacdes, etologia, demografia, filogenia,
paleontologia e geologia (Avise, 2000). Pode ser definida como um campo de estudo
interessado nos principios e processos que governam as distribuicdes geograficas de
linhagens genealdgicas, incluindo aguelas em nivel intra-especifico (Avise et al., 1987). A
analise da distribuicdo espacial da genealogia de genes forma a base da filogeografia
(Schaal et al., 1998), na qual os individuos sdo genotipados e relacionados com padrdes
de distribuicdo geografica (Weir, 1996). A ecogeografia e a filogeografia sdo subareas da
biogeografia. A filogeografia se coloca num contexto temporal com perspectivas mais
amplas do que a ecogeografia tradicional, que enfatiza o papel de pressfes ecoldgicas
contemporaneas, moldando as distribuicbes no espaco das caracteristicas dos
organismos. Porém, ecogeografia e filogeografia ndo sdo mutuamente exclusivas,
servindo a filogeografia para expandir e equilibrar as perspectivas ecogeograficas (Thorpe
et al., 1995).

A filogeografia € uma ferramenta poderosa para estudos evolutivos, além de
permitir a deteccdo de areas que apresentam individuos com os mesmos ou diferentes

padrées genéticos (Avise, 1998; Leite, 2002). Assim, oferece maneiras de examinar a
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histéria da mudanca genética entre populacdes, distinguindo padrées biogeograficos de
variacdo genética causados por fluxo génico, daqueles provocados por ancestrais
comuns (Schaal et al., 1998). Além disso, possibilita a deteccdo de eventos histéricos e
recentes de fluxo génico, bem como o discernimento do papel do fluxo génico na
estruturacdo de populacdes de plantas, superando as limitacbes basicas da genética
classica de populacdo e sistematica, uma vez que resume a influéncia da historia e da
troca génica, oferecendo a possibilidade de discernir relacdes de diferenciacéo fenotipica
e isolamento genético (Schaal et al., 1998). Os estudos filogeograficos permitem que a
dindmica espacial e temporal de organismos estudados possa ser alcancada a partir da
comparacao entre a identificacdo da genealogia das variantes e suas distribuicbes
geograficas (Dumolin-Lapéque et al., 1997).

A filogeografia tem sido utilizada com o intuito de analisar a estrutura genética de
populacdes de plantas e animais. Tendo como base a interpretacdo de padrdes de
congruéncia ou falta de congruéncia entre a distribuicdo geografica dos haploétipos e suas
relacbes genealdgicas (Schaal et al., 1998), a filogeografia vem fazendo parte de alguns
trabalhos, seja para fornecer suporte para decisdes com fins conservacionistas (e.qg.
Barrowclough et al., 1999; Collevatti et al., 2003), seja para confirmar a divisdo de género
das espécies, verificar as relagdes filogenéticas e reconstruir a historia dos possiveis
eventos de dispersao (e.g. Lessios et al., 1999), para verificar o possivel papel histérico
de rios como barreiras geograficas na diversificacdo de espécies (Gascon et al., 2000;
Leite, 2002) ou para inferir rotas de colonizacdo de espécies florestais (e.g. Dumolin-
Lapégue et al., 1997). Embora os estudos filogeograficos em animais tenham sido mais
numerosos que em vegetais, Schaal et al. (1998) ndo consideram que a causa principal
da escassez desse tipo de estudo em plantas ocorra porque a filogeografia seja menos

aplicavel ou util no reino vegetal.
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2.3.1. Andlises Filogeograficas

2.3.1.1. Estimacdo da Rede de Haplétipos

Templeton et al. (1992, 1995) apresentaram uma explicacdo detalhada para a
construcdo de redes de haplétipos, usando o método da parciménia do modelo local-finito
da evolucdo do DNA. Este método, além de estimar a rede de haplétipos, permite calcular
0 numero maximo de conexdes parcimoniosas entre pares de sequéncias com 95% de
probabilidade em todos os acoplamentos dos haplétipos dentro da rede. O “software”
TCS (versédo 1.13), desenvolvido por Clement et al. (2000), pode ser usado para a
construcdo das redes de haplotipos.

Um exemplo da rede de haplétipos foi apresentado na Figura 3, em que a barra de
ligacdo entre os haplétipos representa uma conexao parcimoniosa, correspondendo a um
unico evento de mutacao (Figura 3A). De acordo com Templeton et al. (1988), os nodos
intermediarios sdo deduzidos entre os dois pares de sequéncias diferentes mais proximos
da rede que diferem entre si em dois ou mais eventos de mutagdo (Figura 3B). O
haplétipo | mostrado na Figura 3C apresenta uma multifurcacdo, conectando-se com
outros oito haplotipos. Com base na teoria da coalescéncia, esse haplétipo, em média, €
0 mais antigo numa escala evolutiva, em relacdo aos haplotipos que se encontram nas

extremidades da rede.
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Figura 3 - Exemplo demonstrativo de uma rede de 15 haplétipos gerada pelo “software”
TCS (Versao 1.13) de dados de seqiiéncia de mtDNA de Lagarto (Lacerta shreiberi). Os
nameros em romano homeiam os haploétipos. A - Uma barra de conexado parcimoniosa
entre os haplotipos mais proximos correspondendo a um Unico evento de mutacéo; B -
Um nodo intermediario que ndo foi amostrado no momento, isto €, haplétipos sao
deduzidos entre os pares de sequéncias mais proximos; C - Uma multifurcacéo derivada

do haplétipo I. Fonte: Adaptado de Paulo et al. (2002).

2.3.1.2. Andlises dos Clados Aninhados ou “Nested Clade Analysis” e Teste

por Associacdo Geografica

Depois que a genealogia da rede de haplétipos foi estimada com 95% de
probabilidade, os clados de niveis inferiores sdo aninhados em clados de nivel superior

até envolver toda a rede de haplétipos, dando origem ao cladograma total. Um exemplo
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da rede aninhada é demonstrado na Figura 4. Todos os aninhamentos construidos
seguiram as regras propostas por Templeton et al. (1987, 1995) e Templeton e Sing
(1993), sendo no primeiro passo, 0os haplotipos considerados clados de nivel zero. Entéo,
o primeiro passo foi aninhar os haplétipos da extremidade separados por um Unico evento
de mutacao, agrupados com linha cheia para formar clados de primeiro nivel (Figura 4).
Em seguida, foram agrupados os haplétipos dos interiores separados entre si por um
evento de mutacdo, em relacdo aos haplétipos das extremidades. Depois, os clados de
primeiro nivel foram aninhados em clados de segundo nivel, agrupados com linha
tracejada (Figura 4).

Uma vez determinados os aninhamentos dos clados, pode ser feito um teste
simples para associa¢cdo geografica, tratando, entdo, cada local da amostra (populacéo)
como uma variavel, através de uma analise exata de contingéncia permutacional pelo
teste de y? (Roff e Bentzen, 1989; Hudson et al., 1992; Templeton et al., 1995). Esse teste
de contingéncia pode ser realizado pelo “software” GEODIS desenvolvido por Posada et
al. (2000) nos clados com mais de um haplétipo, seguindo o algoritmo dado por
Templeton e Sing (1993). Isso podera evidenciar interpretacdes filogeogréaficas mais
ajustadas, que permitirdo distinguir entre a historia e a estrutura da populacao (Templeton

e Sing 1993; Templeton et al., 1995; Crandall e Templeton, 1996; Templeton, 1998).
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Figura 4 - Exemplo demonstrativo do aninhamento dos 15 haplétipos de mtDNA de
Lagarto (Lacerta shreiberi) deduzido de acordo com as regras propostas por Templeton et
al. (1987, 1995) e Templeton e Sing (1993). Os haplétipos sdo considerados clados de
nivel zero. Os clados de primeiro nivel (1-1 até 1-6) foram aninhados por linhas cheias e
os clados de segundo nivel (2-1 e 2-2), por linhas tracejadas. O cladograma total foi a
unido dos dois clados de segundo nivel agrupados por um retangulo. Fonte: Paulo et al.

(2002).

Esse teste de associacdo geogréfica usa duas medidas de distancias relativas. A
primeira é a distancia entre um determinado clado e um outro clado especifico “X”,
simbolizada por D¢ (x). Essa distancia mede como os individuos s&o difundidos
geograficamente, amparados pela distancia dos haplotipos originados do clado X (veja
Templeton et al., 1995, para explicacao adicional em termos de operacfes matematicas).
A segunda distancia estimada é a distancia entre um clado aninhado e o clado X,

simbolizada por Dy (X). Esta distancia ndo mede como o clado X é difundido
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geograficamente, mas como os individuos estdo distantes do haplétipo do clado X, em
relacdo a todos os individuos que estdo ligados aos haplétipos do clado Y. As
distribuicbes dessas duas medidas sdo determinadas, recalculando-se ambas com no
minimo 1.000 permutacdes aleatérias para se fazerem inferéncias estatisticas com o nivel
de 5% de significancia (Edgington, 1986).

O procedimento randémico permite ao investigador testar as distancias
significativamente grandes e pequenas, em D¢ e Dy, para cada clado dentro de um grupo
aninhado de clados, que considera a hipétese nula de nenhuma associacdo geografica
dentro do clado aninhado (Templeton et al., 1995). Uma estatistica das diferencas das
médias das distancias geograficas dos clados interiores com os clados das extremidades
também é calculada dentro de cada categoria aninhada. Para o calculo dessas médias,
cada distancia do clado € ponderada pelo numero de copias naquele clado relativo focado
para 0 numero total de cdpias no clado aninhado. Esta extremidade vs. interior
corresponde ao contraste novo vs. velho, podendo estender-se ao raro vs. comum
(Crandall e Templeton, 1993). Assim, fica possivel deduzir interpretacdes filogeograficas
de valores significativos para Dc e Dy, usando a chave de inferéncias proposta por

Templeton (2004).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material Genético

Expedicbes de coleta de germoplasma empreendidas entre 1995 e 2000
permitiram a montagem de um banco de germoplasma com individuos que representam
mais de 70 reboleiras de Psychotria ipecacuanha (Martins, 2000; Oliveira e Martins,
2002). Esses individuos, na sua maioria, sao provenientes de reboleiras originarias do
Sudeste do Brasil e cobrem toda a area de ocorréncia da espécie nessa regido. De forma
preliminar, uma populacao foi definida como um conjunto de reboleiras, que podem ser
encontradas em um mesmo fragmento florestal. No banco de germoplasma, cada
reboleira esta representada por um unico individuo que foi transplantado do campo e é
mantido em vaso, sob condi¢cbes de sombreamento. O banco de germoplasma encontra-
se mantido no “campus” da UFV. A posi¢cdo de cada populacéo localizada no Sudeste
brasileiro foi georeferenciada por meio de coordenadas geograficas (GPS Il Plus, Garmin
Corp. USA), tomadas durante as expedi¢cOes de coleta e, assim, a localizac&o original de
cada individuo foi conhecida. Porém, essas coordenadas geograficas ndo serao
apresentadas neste estudo, mas estdo disponiveis para consulta, se requisitadas ao

curador do banco de germoplama.
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O presente estudo filogeografico utilizou um total de 40 individuos originarios de 15
populacdes naturais de Psychotria ipecacuanha. A caracterizacdo desse material quanto
a sua regido de origem e localizacdo € apresentada na Tabela 1. Foram utilizados 26
individuos de nove populacbes do Sudeste brasileiro, amostrados no banco de
germoplasma, e 14 individuos de seis populacdes provenientes da Regido Centro-Oeste.
As posicOes geograficas dos individuos localizados no Centro-Oeste ndo foram
georeferenciadas no momento da coleta, por isso as coordenadas geograficas foram

estimadas de acordo com as informacdes fornecidas pelos coletores.

Tabela 1 - Identificacdo dos locais onde foram amostrados individuos de Psychotria
ipecacuanha, separados pelas Regifes Sudeste (SE) e Centro-Oeste (CO), com o

respectivo codigo da populacao e sua localizagéo

Regido Cdbdigo Localizacao
UNA UNA, BA
PRD Parque Estadual do Rio Doce, Marliéria, MG
PTN  Ponte Nova, MG
GUA  Guaraciaba, MG

SE VRB  Visconde do Rio Branco, MG
CAR Carangola, MG
IRU Irupi, ES

ITA ltaperuna, RJ

BBU  Barra do Bugres, MT

FRA  Fazenda Raizama, Barra do Bugres, MT
CO AIN Area 1, Barra do Bugres, MT

MAN  Manilha, Barra do Bugres, MT

CUR  Curverlandia, MT

SAC Salto do Céu, MT
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3.2. Extracéo e Quantificagdo do DNA Total

De cada individuo, foram coletadas trés folhas expandidas para obtencdo do DNA
gendmico total. O DNA gendmico foi extraido de material foliar fresco de cada individuo,
seguindo-se o método descrito por Doyle e Doyle (1990). Na extracdo, foram utilizados
em torno de 50 mg de tecido de cada um dos individuos. O material foi macerado na
presenca de nitrogénio liquido, objetivando romper as paredes e membranas celulares do
tecido. Logo em seguida, ao tecido recém-macerado foram adicionados 600 ul de tampéo
de extracdo contendo: CTAB 2%; NaCl 1,4 M; EDTA 20 mM, pH 8,0; Tris-HCI 100 mM,
pH 8,0, PVP 4% e p-mercaptoetanol 2,5%, previamente aquecidos, visando a
solubilizacdo de membranas lipoprotéicas, a desnaturacdo de proteinas e a protecdo do
DNA contra a acao de enzimas de degradacédo. Depois de homogeneizado, o material foi
incubado em banho-maria a uma temperatura de 65 °C, em torno de 60 minutos, agitado
a cada 10 minutos, visando a solubilizacdo e homogeneizacdo da suspensdo. Em capela
de exaustédo, foi feita a primeira extracdo com solvente organico, adicionando-se 700 ul
de CAI (cloroférmio - &lcool isoamilico 24:1), a fim de separar lipidios, proteinas e
polissacarideos dos &cidos nucléicos (DNA e RNA). Os tubos foram agitados até que a
emulsao ficasse homogénea e, em seguida, foram centrifugados a 13.000 rpm, em uma
microcentrifuga por cinco minutos, visando a separacdo da fase organica (inferior),
engquanto DNA, RNA e alguns polissacarideos ficaram retidos na fase aquosa (superior).
Transferiu-se toda a fase superior (aquosa) de cada tubo para um novo tubo
correspondente. A fase aquosa no novo tubo correspondente, foram adicionados
novamente 700 ul de CAI, agitando-se e centrifugando-se por mais cinco minutos a
13.000 rpm. Foram transferidos 250 ul do sobrenadante para tubos novos e foram
adicionados 20 ul de acetato de amonia (7,5 M). Em seguida, foram acrescentados 146 pl

de isopropanol, tendo os tubos sido mantidos em repouso durante uma hora, a —20 °C,
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para precipitacdo do DNA e RNA. Apéds, foram centrifugados a 13.000 rpm por cinco
minutos para sedimentar o “pellet” (precipitado). Descartou-se o sobrenadante e o
precipitado foi lavado duas vezes com 500 ul de etanol 70% e uma vez com 500 pul etanol
95%. Deixou-se o tubo contendo o “pellet” secar a temperatura ambiente. Depois, 0
precipitado de DNA foi diluido em 40 ul do tampéo TE (Tris-HCI 10 mM, pH 8,0 e EDTA 1
mM, pH 8,0) e mantido a —20 °C, até uso posterior.

A guantidade de DNA total foi estimada, comparando-se com DNA de quantidade
conhecida de DNA do fago A, por eletroforese em gel de agarose 0,8%, contendo 0,2

ug/mL de brometo de etidio.

3.3. Reacbes de Amplificag&o Via PCR

A amplificacédo da regido trnT-trnL do genoma de cloroplasto foi conduzida com os
pares de iniciadores A + D, descritos por Taberlet et al. (1991) e cujas sequéncias estao
representadas no Quadro 1. Nas amostras que falharam na amplificagdo ou cujos
produtos possuiam baixa qualidade com o uso dessa combinacao de iniciadores (A + D),
a estratégia de amplificacdo foi redesenhada, de tal modo que o fragmento foi
amplificado, usando-se duas reacOes independentes. A primeira reacao foi conduzida
com a combinacdo A + B, que tem como alvo, amplificar a regido espacadora intergénica
entre 0 exon 5’ de trnT (UGU) e trnL (UAA) (Taberlet et al., 1991). Paralelamente, uma
segunda reacdo foi conduzida com a combinacdo C + D e se amplificou o intron trnL
(UAA) (Taberlet et al., 1991). Essas reacdes independentes resultaram em dois
fragmentos, cuja seqiéncia de bases contém uma informacdo similar aquela obtida do

fragmento originario da reacdo conduzida com os iniciadores A + D.
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Quadro 1 - Sequéncias de quatro iniciadores universais desenhados para amplificar

segmentos conservados do gene trnT-trnL do genoma cloroplastidico de plantas

superiores
Iniciador Sequéncias (5" — 3’) — 20 bases
A — forward CATTACAAATGCGATGCTCT
B — reverse TCTACCGATTTCGCCATATC
C — forward CGAAATCGGTAGACGCTACG
D —reverse GGGGATAGAGGGACTTGAAC

Fonte: Taberlet et al. (1991).

As reacdes de amplificacdo foram conduzidas no termociclador da APPLIED
BIOSYSTEMS, modelo 9.600, com um programa do tipo touch down, com periodo inicial
de desnaturacgdo a 95 °C por cinco minutos, seguido por sete ciclos (94 °C por um minuto,
58 °C por um minuto, 72 °C por dois minutos) e 33 ciclos (94 °C por um minuto, 52° C por
um minuto, 72 °C por dois minutos) e um periodo adicional de polimerizacédo a 72 °C por
cinco minutos. As reagOes foram realizadas em volume final de 25 ul, contendo 2,5
mmoles de cada dNTP, 0,25 U de Tag DNA polimerase, 12,5 pmoles de cada iniciador,
50 ng DNA molde, 1,25 ul dedimetil-sulfoxido (DMSO) e 2,5 ul do tampéo “soltis buffer”
contendo: KCI 0,5 mM; Tris-HCI 0,2 mM, pH 8,0; MgCl; 15 uM e 0,1% de Tween-20. Cada
reacao de amplificacao foi replicada quadro vezes, para obter uma quantidade final do
produto de PCR igual ou superior a 50 ng/ul, necessarios para o sequenciamento desse

fragmento.
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3.4. Eletroforese em Gel de Agarose

Para visualizar os fragmentos amplificados, foi utilizada eletroforese em gel de
agarose 1%, contendo 0,2 ug/mL de brometo de etidio. Entdo, foram aplicados no gel de
agarose, 5 ul do produto da reacdo de PCR com 3 pul de corante tipo IV (0,25% de azul de
bromofenol e 40% de sacarose) para cada amostra e submetido a uma tensédo constante
de 80 Volts em tampédo TEB 1X (Tris-borato 0,09 M e EDTA 0,002 M) por duas horas.
Apoés a corrida, os géis foram visualizados por meio de luz ultravioleta e suas imagens

foram digitalizadas no sistema de video Eagleye™ (Stratagene®).

3.5. Purificacéo e Quantificacao

Antes da etapa de sequenciamento, os produtos da reacdo de amplificacdo foram
purificados, utilizando-se colunas da “QlAquick” (QIAGEN), para retirar iniciadores e
dNTPs néo incorporados durante a reacdo. Para quantificar o DNA purificado, visando
utilizar 40 ng/ul a 50 ng/ul de DNA para as reacbes de sequenciamento, foi utilizada
eletroforese em gel de agarose 1% (contendo 0,2 ug/mL de brometo de etidio). Em
seguida, foram aplicados no gel de agarose, 1 ul de DNA purificado e 2 ul de corante tipo
IV (0,25% de azul de bromofenol e 40% de sacarose) e 9 ul de agua para cada amostra.
Essa solucéo foi submetida a uma tenséo constante de 80 Volts em tampé&o TEB 1X (Tris-
borato 0,09 M e EDTA 0,002 M), por duas horas. Apés a corrida, os fragmentos
amplificados contidos nos géis foram visualizados por meio de luz ultravioleta, sendo suas

imagens digitalizadas no sistema de video Eagleye™ (Stratagene®).
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3.6. Sequenciamento do DNA

As reacdes de sequenciamento dos fragmentos amplificados foram realizadas por
sequenciadores automatizados, utilizando-se os iniciadores A, B, C ou D, dependendo da
regido desejada. O sequenciamento foi conduzido nas dependéncias da Agrogenética e
do Laboratério de Genbdmica, localizados no BIOAGRO (Vicosa, MG), utilizando os
sequenciadores automatizados “ABlI Prism 377 Genetic Analyzer” da APPLIED
BIOSYSTEMS e “MegaBace DNA Analysis System 500" da AMERSHAM BIOSCIENCES
CORP, respectivamente. As sequéncias obtidas dos individuos foram importadas para o
aplicativo computacional SEQUENCHER verséo 4.0.5 e submetidas a corre¢cdes manuais
e edicdo. Finalmente, as sequéncias completas dos individuos foram alinhadas com a
introducdo de “gaps” (quebra da continuidade da sequéncia de DNA), de forma a
compensar “indels” (insercdo ou delecdo de bases). As extremidades das sequéncias
foram eliminadas de maneira a obter uma regido comum para todas as 40 sequéncias

dos individuos.

3.7. Andlise Filogeogréafica

3.7.1. Estimacado da Rede de Haplotipos

O haplétipo completo do genoma cloroplastidico de um dado individuo é resultante
da juncdo das sequéncias nucleotidicas dos segmentos AB e CD. Para evidenciar a
relacdo de parentesco entre os pares de sequéncias dos individuos, foi utilizado o
programa TCS (Verséo 1.13), desenvolvido por Clement et al. (2000). Entdo, foi obtida
uma rede de haplétipos, que estimou a genealogia entre as 40 sequéncias obtidas dos

individuos. Esse programa aplica a estatistica da parciménia pelo algoritmo desenvolvido
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por Templeton et al. (1992). Quando o programa foi alimentado com as sequéncias dos
individuos, o nUmero maximo de conexdes parcimoniosas entre 0os pares de sequéncias
com 95% de probabilidade para todos os acoplamentos dos haplétipos dentro da rede foi
estimado. Na estimacdo da rede de haplétipos, os “indels” foram considerados como
quinto carater (as bases A, T, C e G sdo os outros caracteres), indiferentemente do

tamanho do “gap”, sendo cada “indel” considerado um Unico evento de mutacao.

3.7.2. Analises dos Clados Aninhados ou “Nested Clade Analysis” e Teste por

Associacao Geografica

Com o algoritmo descrito por Templeton et al. (1987) e Templeton e Sing (1993),
foi possivel aninhar passo a passo, os clados de acordo com seu nivel, até envolver toda
a rede de haplotipos, gerando o cladograma total. O aninhamento comeca pelas
extremidades da rede de haplétipos, separados por um evento de mutacdo. Em seguida,
agrupam-se os haplétipos interiores conectados a outros haplétipos também por um
evento de mutacao, obtendo-se, assim, os clados de primeiro nivel, pois os haplotipos
sédo considerados clados de nivel zero. Portanto, os clados inferiores foram aninhados
dentro dos clados superiores, respeitando as regras descritas por Templeton et al. (1987).
O aninhamento final ocorre quando envolve a rede completa, formando o cladograma
total.

Foi executada uma analise exata de contingéncia aninhada para testar associacao
geografica de uma categoria aninhada com uma rede de haplétipos, pelo programa
GEODIS (Posada et al., 2000). Nesse caso, a localizacdo das amostras foi tratada como
uma variavel e um teste exato de contingéncia permutacional executado para cada nivel

de clado que apresentava variacdo no numero de haplétipos ou clados. Uma estatistica
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de y? foi calculada de uma tabela de contingéncia, na qual as linhas representam a
distribuicdo dos clados e as colunas, as coordenadas geogréaficas (Posada et al., 2000).
Essa andlise permitiu testar a hipotese nula de que ndo ha associacdo entre os clados
com a localizacdo geografica da populacdo de origem, contrastando-se a hipotese
alternativa de que os clados estejam agrupados de acordo com a localizagdo geogréfica
da populacéo de origem. Em cada analise, um nivel de contingéncia pelo teste de ¥? foi
calculado e a significancia, determinada por 1.000 permutacdes aleatorias, preservando-
se os valores marginais. A teoria foi descrita por Hudson et al. (1992) e o teste de
contingéncia aninhada, por Templeton e Sing (1993). A significancia dos valores do y e
o nivel de divergéncia foram providos atraveés do procedimento “Monte Carlo”, usando-se

o algoritmo de Roff e Bentzen (Roff e Bentzen, 1989).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram amostrados 40 individuos de Psychotria ipecacuanha, representando nove
populacdes do Sudeste e seis do Centro-Oeste. A regido-alvo do genoma de cloroplasto
sequenciada foi o gene trnT-trnL. Os alinhamentos das sequéncias dos individuos foram
realizados com a introdugcéo de “gaps” (quebra da continuidade da sequéncia de DNA)
para compensar a presenca de “indels” (insercao ou delecéo de bases), sendo eliminados
o inicio e o final de cada sequiéncia, tanto para o segmento AB, quanto para 0 segmento
CD, a fim de manter uma regido comum a todas as 40 sequéncias dos individuos,

A amplificagdo do fragmento trnT-trnL do DNA gendmico de cloroplasto produziu
duas sequiéncias por individuo, porque 0s segmentos ndo se sobrepunham um ao outro.
O segmento AB corresponde ao espago intergénico entre o exon 5’ de trnT (UGU) e trnL
(UAA) e permitiu a obtencdo de uma sequéncia de 549 bases comuns a todos 0s
individuos estudados. O segmento CD corresponde ao intron localizado entre o trnL
(UAA) 5’exon e o trnL (UAA) 3’ exon e permitiu a obtencdo de uma seqiéncia de 410
bases comuns a todos os individuos. O haplétipo completo foi a jungdo das seqiéncias
originadas dos segmentos AB e CD, totalizando uma extensdo de 959 bases. As
sequéncias nucleotidicas dos individuos divergentes foram alocadas em oito haplotipos. A

sequéncia completa de cada haplétipo esta mostrada na Figura 5.
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As sequUéncias divergentes entre os oitos haplétipos, tendo o haplétipo | como
sequéncia consenso, sdo mostradas na Figura 6. O alinhamento das 40 seqUéncias dos
individuos revelou a presenca de 13 sitios polimorficos que foram caracterizados por
substituicdes e “indels” (Figura 6). As sequéncias dos individuos referentes ao segmento
AB forneceram nove sitios polimérficos. Trés deles foram caracterizados como
substituicdo do tipo transicdo de bases e uma substituicdo do tipo transversao, tendo sido
0s outros cinco “indels”, uma extensao de 17, 213, 7, 9 e 14 bases, respectivamente. As
sequéncias dos individuos referentes ao segmento CD apresentaram cinco
polimorfismos, que se caracterizaram como substituicdo de bases, sendo porém, somente
uma das substituicdes do tipo transicdo. Um total de oito haplétipos péde ser distinguido

entre as 40 sequéncias dos individuos de Psychotria ipecacuanha investigados.
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Na Regido Sudeste, as sequéncias dos individuos foram alocadas nos haplétipos
de | a VII e distribuidas de acordo com sua populacédo de origem. Entretanto, no Centro-
Oeste, entre as 14 sequéncias dos individuos investigados, foi detectado apenas o
haplotipo VIII (Tabela 2).

O haplétipo | foi exclusivo da Regido Sudeste e o mais freqlente, com 16
sequéncias entre as 26 obtidas dessa regido. Esse haplétipo também foi encontrado em
guase todas as populagdes analisadas, menos na populacdo de IRU, por isso foi tomado
como consenso na Figura 5. O haplétipo VIII, além de exclusivo da Regido Centro-Oeste,
foi o Unico encontrado nessa regido entre as 14 sequéncias dos individuos investigados.

Os haplotipos I, 11, IV e VII foram exclusivos das populagdes GUA, IRU e ITA.
Esses haplétipos podem ser considerados raros ou de baixa freqiéncia, porque cada um
deles foi encontrado em apenas um unico individuo. Portanto, tais populacdes devem ter
prioridade em um trabalho de conservacdo genética, uma vez que possuem haplotipos
endémicos em areas de risco de erosao genética.

As populacbes PRD, GUA e ITA foram as que apresentaram maior nimero de
haplétipos por populacdo. Foram amostrados oito individuos na populacdo PRD, na qual,
as sequéncias dos individuos constituiram os haplotipos I, V e VI, na proporcao 2:2:4.
Dos dois individuos amostrados na populacdo GUA, foi possivel identificar dois
haplotipos: | e 1l. Por sua vez, na populacéo ITA, as sequéncias dos seis individuos foram
alocadas nos haplétipos I, IV e VII, na proporcao 4:1:1 (Tabela 2).

A variacao no numero de haplotipos por populacao € muito importante na deteccao
de evidéncias de eventos na histéria das populacées de poaia, pois pode revelar se esses
haplotipos foram derivados de algum outro encontrado na populagédo ou de haplotipos de

outras populagdes.
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Tabela 2 — Distribuicdo das 40 sequéncias dos individuos de Psychotria ipecacuanha
entre os oito haplétipos encontrados. Os individuos foram separados de acordo com a
sua regido de origem (Sudeste (SE) ou Centro-Oeste (CO)) e por sua populacdo
correspondente ao local onde foi amostrado (listados na Tabela 1). N é o numero total de
individuos analisados por populagcédo. H/P indica o numero de haplotipos encontrados por

populacao

Haplétipos
11 11 (\Y V VI VIl VIII H/P

Regido Cédigo

SE CON

OOFRPRNNEFEWERENIZ
WWFRPNRFRPRPRPRPRPPR

Total CO — 14 14

[EEN

Total Geral 40 16 1 1 1 2 4 1 14
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A estimacdo da rede de haplétipos foi gerada de acordo com o método proposto
por Templeton et al. (1992), usando-se o aplicativo computacional TCS (Versédo 1.13). Os
“indels” foram considerados como o quinto carater manifestado. Assim, cada “indel” foi
codificado, independentemente de sua extensao, considerando-se somente um carater. O
namero maximo estimado de conexdes parcimoniosas entre pares de sequéncias dos
individuos com 95% de probabilidade para todos os acoplamentos dos haplotipos dentro
da rede foi de 11 eventos de mutacdo. Assim, entre dois haplétipos vizinhos, em relacao
as sequUéncias dos seus individuos, a divergéncia genética maxima aceitavel € no maximo
de 11 eventos de mutacdo para se manterem agrupados numa mesma rede. Caso
contrario, as sequéncias desses individuos seriam alocadas em redes diferentes. Esse
namero maximo de conexdes parcimoniosas para manter dois haplotipos vizinhos
agrupados numa mesma rede esta relacionado ao tamanho da sequéncia do haplétipo
completo, pois, quanto maior o niumero de bases nas sequéncias dos individuos, maior o
namero maximo de conexdes parcimoniosas entre dois haplotipos vizinhos.

Como demonstrado na Figura 7, foi obtida uma Unica rede contendo os oito
haplétipos, pois 0 nimero maximo de conexdes parcimoniosas entre dois haplétipos
vizinhos mais divergentes (hapl6tipo | e o VIII) foi de seis eventos de mutacdo. Os
haplétipos detectados ndo mostraram ambigilidade quanto a sua origem, ou seja, hao
apresentaram homoplasia. Cada barra de ligacdo entre um haplétipo e outro (Figura 7A)
representa uma conexao parcimoniosa e resulta de um Unico evento de mutacéo,

No processo de estimacdo da rede de hapldtipos, foi necessario o uso de seis
nodos interiores (Figura 7B), para os quais, henhuma das 40 sequéncias dos individuos
pdde ser alocada. De acordo com Templeton et al. (1988), estes nodos sdo deduzidos
entre dois haplotipos mais proximos da rede, que diferem entre si em dois ou mais

eventos de mutacdo. Esses haplétipos intermediarios foram extintos ou estdo com uma
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Figura 7 - Rede de hapldtipos baseada em sequéncias do gene trnT-trnL do genoma de
cloroplasto de Psychotria ipecacuanha. Os numeros em romanos representam o0s
haplétipos descritos na Tabela 4. A rede de haplotipos foi obtida pelo aplicativo
computacional TCS (Versao 1.13), desenvolvido por Clement et al. (2000). A area de
cada circulo representa um haplétipo particular e € proporcional ao niumero de individuos
alocados neste haplotipo. A - Barra de conexao parcimoniosa entre haplotipos com uma
probabilidade superior ou igual a 95%, cada uma correspondendo a um Unico evento de
mutacdo. B - Nodo interior da rede que nao foi amostrado no momento ou foi extinto;
tendo sido esses haplétipos deduzidos entre dois ou mais haplétipos intermediarios. C -

Haplétipo que fica no interior da rede, apresentando uma multifurcacéo.
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freqiéncia muito baixa na populacdo e raramente serdo amostrados. Como exemplo, foi
verificada a existéncia de um haplétipo intermediario que conecta os haplétipos | e IV,
que estdo separados por dois eventos de mutagdo e de cinco haplétipos intermediarios,
que conectam os haploétipos | e VIII, diferenciados por seis eventos de mutagao.

As areas dos circulos dos haplotipos correspondem as suas frequéncias. Os
haplotipos 11, 111, 1V, VII e VIII estdo nas extremidades, enquanto os haplétipos I, V e VI,
no interior da rede, sendo, o haplétipo I, 0 mais central, apresentando uma multifurcacéo
com cinco conexdes parcimoniosas (Figura 7C).

Considerando apenas as sequéncias dos individuos referentes ao segmento AB,
os haplétipos | e Il ndo foram separados, assim com os haplétipos V e VI. No entanto, o
sequenciamento do segmento AB discriminou o haplétipo I/11 dos haplétipos 11l e V/VI em
um Unico evento de mutacdo, discriminou ainda o haplétipo 1V em dois eventos e o
haplétipo VIII em quatro eventos de mutacdo. Foi possivel também discriminar o
haplétipo VII do haploétipo V/VI em um Unico evento de mutacao (Figura 8). Considerando
apenas as sequéncias dos individuos referentes ao segmento CD, as sequéncias dos
haplétipos I, 1lI, IV e V foram idénticas, como as sequéncias dos hapldétipos VI e VII.
Porém, as sequéncias dos individuos referentes a esse segmento discriminaram o
haplétipo I/11I/1V/V dos haplétipos 1l e VI/VII, em apenas um evento de mutacdo e o

haplotipo VII, em dois eventos (Figura 9).
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Figura 8 - Rede de haplétipos obtida exclusivamente com informacdes provenientes das
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sequéncias dos individuos da regido do segmento AB do gene trnT-trnL, do genoma de

VII/VI }I/III/IVN

Figura 9 - Rede de haplétipos obtida exclusivamente com informacdes provenientes das

cloroplasto de Psychotria ipecacuanha.

sequéncias dos individuos da regido do segmento CD do gene trnT-trnL, do genoma de

cloroplasto de Psychotria ipecacuanha.



Comparando as sequéncias dos individuos em relacdo ao segmento AB, foi
possivel diferenciar o haplétipo I/111/IV/V da Figura 9, em quatro haplétipos e o haplotipo
VI/VII, em dois. No entanto, as sequéncias dos individuos em relacdo ao segmento CD
distinguiram o haplétipo I/11 da Figura 8, em dois haplétipos, assim como o haplétipo V/VI.
As sequéncias dos individuos referentes ao segmento AB discriminaram seis dos oitos
haplotipos e as sequéncias dos individuos referentes ao segmento CD, quatro. Porém, as
sequéncias dos individuos na regido de cada segmento apresentaram estrutura
semelhante em suas redes de haplétipos, isto €, um haplétipo central conectado a todos
os outros haplétipos das extremidades (Figura 8 e 9). Provavelmente, este fato tenha
ocorrido em razdo de as sequéncias dos individuos referentes aos segmentos AB e CD
estarem fisicamente ligadas. Assim, a pressdo de selecdo deve ser bem similar nas
sequéncias dos individuos na regido dos segmentos AB e CD.

As analises seguintes tém por base a rede de hapl6tipos mostrada na Figura 7.
Apbs obter essa rede de haplétipos, foram feitos aninhamentos de acordo com as regras
propostas por Templeton et al. (1987) e Templeton e Sing (1993). Para a construgao de
clados de primeiro nivel, todos os haplétipos sdo considerados clados de nivel zero.
Entdo, pelo algoritmo de aninhamento, foram delimitados com linha cheia, os haplotipos
das extremidades da rede, separados por um Unico evento de mutacdo dando origem aos
clados 1-1, 1-3 e 1-6. Logo em seguida, os haplétipos internos foram agrupados também
por um evento de mutacao. No caso de uma multifurcacdo, como ocorrida no haploétipo |,
foram aninhados todos os outros haplotipos separados do central (haplotipo 1) por um
evento de mutacdo. Entdo, os clados de primeiro nivel foram aninhados em clados de
segundo nivel. Como demonstrado na Figura 10, as linhas cheias representam os

aninhamentos dos clados de primeiro nivel e as linhas tracejadas indicam o
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Cladograma Total

Figura 10 - Rede de hapl6tipos com clados aninhados obtida de acordo com as regras
descritas por Templeton et al. (1987). Os haplétipos sao considerados clados de nivel
zero. As linhas cheias indicam os aninhamentos dos haplétipos, os quais deram origem
aos seis clados de primeiro nivel, separados por um evento de mutacdo. As linhas
tracejadas reanem os clados de primeiro nivel separados por conexdes parcimoniosas,
formando os clados de segundo nivel. O cladograma total une os dois clados de segundo

nivel, tendo o clado 1-2 com o maior numero de haplétipos.
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aninhamento dos clados de segundo nivel. O cladograma total foi delimitado por um
retangulo de linha cheia.

O clado 1-1 foi formado pelos haplétipos VI e VII; o clado 1-2 pelos haplotipos |, 11,
Il e V, o clado 1-3 apenas pelo haplétipo 1V; o clados 1-4 e 1-5, por haplétipos deduzidos
e o clado 1-6, somente pelo haplétipo VIII.

Nas extremidades da rede dos clados de primeiro nivel, estdo os clados 1-1, 1-3 e
1-6 e no interior da rede, os clados 1-2, 1-4 e 1-5. O clado 1-2 é considerado central na
rede de haplétipos, porque apresenta uma mutifurcacdo com os clados 1-1, 1-3 e 1-4.

O clado 2-1 é formado por sete haplétipos e o clado 2-2, apenas por um. O clado
2-1 contém 26 sequéncias dos individuos das nove popula¢des amostradas, enquanto o
clado 2-2 contém 14 sequéncias dos individuos das seis popula¢fes investigadas.

ApOs obter a rede de clados aninhados, foi realizado inicialmente um teste simples
de associacdo geogréfica, tratando cada local da populacdo como uma variavel. Esse
teste de contingéncia exata foi realizado pelo “software” GEODIS (Versdo 2.0)
desenvolvido por Posada et al. (2000), nos clados com mais de um haplétipo e mais de
um local (populac&o), de acordo com o algoritmo descrito por Templeton e Sing (1993).
Os clados 1-1, 1-2, 2-1 e o cladograma total apresentaram variacdo no numero de clados
nos niveis inferiores e também variacdo no niumero de populagdo. Entdo, a hip6tese nula
testada foi a de que ndo ha associacdo entre os clados e a localizacdo geogréfica da
populacdo de origem. J& a hipo6tese alternativa foi a de que os clados estdo agrupados de

acordo com a localizacao geografica da populacdo de origem.
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A primeira andlise efetuada no aplicativo computacional GEODIS esta apresentada
na Tabela 3. Nessa andlise, rejeitou-se a hipotese nula somente no cladrogma total com o
nivel de 5% de probabilidade, pelo teste de y? proposto por Roff e Bentzen (1989). A
aceitacdo de hipotese alternativa implica que os clados de segundo nivel ndo sejam

derivados de uma Unica linhagem evolutiva (Templeton, 2001).

Tabela 3: Analise exata de contingéncia de associacbes geogréaficas nos clados que

tiveram variacdo da Figura 10, obtida pelo aplicativo computacional GEODIS (Verséo 2.0)

Clados x? P
Clado 1-1 5,00 0,2350
Clado 1-2 38,13 0,0760
Clado 2-1 11,27 0,7140
Cladograma Total 40,00 0,0000°

*Nivel de significancia de 0,05.

No arquivo de saida do GEODIS (Verséo 2.0), também foram extraidas as medidas
relativas de distancia geografica com rede de clados aninhados com suas respectivas
probabilidades (Tabela 4), sob hipétese nula de nenhuma associacéo geografica com um
particular nivel de clado. De acordo com Templeton et al. (1995), a primeira distancia
simbolizada por D¢, (distancia do clado), mede como os individuos estdo difundidos e
geograficamente amparados por um particular nivel de clado. A segunda, indicada por Dy,
(distédncia do clado aninhado), mede a distancia média de todos os individuos com um

clado de nivel superior. Estas duas distancias sdo recalculadas com no minimo 1.000
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permutacdes aleatorias para se ter uma inferéncia com o nivel de significancia de 5% de
probabilidade (Edgington, 1986). Esse procedimento de permutacdo randémica permitiu
testar as distancias Dc e Dy com probabilidades significativamente grande (+) ou pequena
(-). Foram calculados também os contrastes das distancias dos clados interiores com 0s
das extremidades dentro de cada nivel de clado aninhado, isso quando possivel. No
clado 1-1, as distancias Dy foram significativamente grande (+) no clado VII e
significativamente pequena (-) no contraste (I-E), no nivel de 5% de probabilidade. No
clado 1-2, apenas a distancia Dy do clado Il foi significativamente pequena (-) no nivel de
5% de probabilidade. No cladograma 2-1, nenhuma das distancias Dc e Dy foram
significativas no nivel de 5% de probabilidade. Entretanto, no cladograma total, todas as
distancias D¢ e Dy foram significativas, porém a distancia Dy do clado 2-2 foi a Unica
significativamente grande (+) (Tabela 4).

A chave de inferéncias com base nos padrées esperados de associacao geografica
proposta por Templeton (2004) foi utilizada de acordo D¢, Dy € I-E significativos de cada
clado. Na Tabela 5, nenhuma evidéncia de padréao filogeogréfico foi detectada no clado 1-
1. Entretanto, o clado 1-2 apresentou fluxo de gene restrito com isolamento através da
distancia que € comum em espécies de propagacdo vegetativa. No caso do cladograma
total, foi possivel evidenciar que os clados 2-1 e 2-2 foram separados por fragmentacéo

alopétrica.
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Tabela 4 - Resultado da andlise da distancia geografica aninhada de populacdes de
Psychotria ipecacuanha obtidas da andlise feita no aplicativo computacional GEODIS
(Versao 2.0). Nos clados, séo informados os niveis dos clados/dispersdo de haplétipos
(Dc¢), a deposicao de clados com niveis mais altos de aninhamento (Dn) € 0s contrastes
do interior vs. extremidade (I-E), quando disponiveis. A probabilidade significativa
(probabilidade inferior ou igual a 0,05 esta indicada por asterisco) de valores de distancia
grande (+) ou pequena (-) foi baseada em comparacdes com hipétese nula, em que H,
corresponde a nenhuma associagdo geografica com os clados. Os resultados foram

gerados por 1.000 permutacdes dos dados mostrados no Anexo |

Posicéo Dc P Dy P

Clado 1-1

Clado VI Interior 0,0000 (-)0,2350 26,5716  (-) 0,2350

Clado VII Extremidade  0,0000 (+) 1,0000 79,9103  (+) 0,0000"

Clado I-E — 0,0000 (-) 0,2350 -53,3387  (-) 0,0000°
Clado 1-2

Clado | Interior 181,0483 (+)0,1460 178,1115 (+) 0,0690

Clado 11 Extremidade 0,0000 (-) 0,6850 41,4239 (-) 0,0000"

Clado 111 Extremidade 0,0000 (-)0,7080 88,7299  (+) 0,3910

Clado V Interior 0,0000 (-) 0,0850 66,4098 (-) 0,0830

Clado I-E — 160,9318 (+)0,2320 100,6233 (+) 0,0730
Clado 2-1

Clado 1-1 Extremidade 39,9063 (-) 0,1640 66,8364 (-) 0,0690

Clado 1-2 Interior 152,4825 (-)0,4320  150,8018 (+) 0,4400

Clado 1-3 Extremidade 0,0000 (-)0,7780 78,6815 (-)0,3770

Clado I-E — 119,2272  (+) 0,3120 81,9912 (+)0,1300
Cladograma total

Clado 2-1 Extremidade 143,2466 (-) 0,0000° 715,2905 (-) 0,0000°

Clado 2-2 Extremidade 61,4703 (-) 0,0010° 1044,4366 (+) 0,0000"
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Tabela 5 - Inferéncias demograficas de analise de distancia geogréafica aninhada, de
acordo com a chave de inferéncias para analise de arvore de haplétipos aninhados com
distancia geogréafica (Templeton, 2004), de acordo com a chave de inferéncias

apresentada do Anexo Il

Clado Ordenamento das Inferéncias Evidéncia

Clado 1-1 1(N&o) —» 2(N&o) — 11(N&o) -»17(Né&o) Resultado inconclusivo

Fluxo de gene restringido

Clado 1-2 1(N&o) - 2(N&o) —»11(Nao) -»17(N&o) —» 4(Nao) por isolamento através da
distancia
Cladograma Total ~ 1(Sim) — 19(N&o) Fragmentacé&o alopatrica

No mapa da Figura 11 é mostrada a distribuicdo geografica das populacbes de
Psychotria ipecacuanha amostradas neste estudo. A rede de haplétipos aninhados foi
incluida como referéncia na distribuicdo dos oito haplétipos entre as 15 populacdes
estudadas.

Todas as 14 sequéncias dos individuos das seis populacbes do Centro-Oeste
foram alocadas no haplétipo VIII, o qual foi aninhado no clado 1-6, enquanto no Sudeste,
as 26 sequéncias dos individuos foram alocadas nos haplétipos | a VII, aninhados nos
clados 1-1, 1-2 e 1-3.

As sequéncias dos individuos das populaces UNA, VRB e CON foram todas
alocadas no haplétipo I, ndo tendo havido variacdo no nimero de haplétipos dentro das
mesma. Nas sequéncias das populacdes de PTN e CAR, foi possivel amostrar um anico
individuo, sendo sua seqUéncia alocada no haplotipo I. A sequéncia do individuo da
populacao de IRU foi alocada no haploétipo Il que esta conectado ao haplétipo I, por um
unico evento de mutacao. O haplétipo Ill € considerado privativo pelo fato de se localizar
em uma das extremidades da rede e também por ter apresentado freqiiéncia baixa neste
estudo. As populagcbes que apresentaram variacdo no numero de haplétipos foram PRD,

ITA e GUA.
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Na populacdo PRD, as sequéncias de seus individuos foram alocadas nos
haplétipos I, V e VI, que sédo os haplétipos internos da rede e estéo interligados entre si
pelo haplétipo V, em apenas um uUnico evento de mutacdo. Os haploétipos da populacdo
PRD foram aninhados em dois clados de primeiro nivel: o 1-1 e o 1-2. O clado 1-1 é
formado pelo haplétipo VI da populacdo PRD e pelo haplétipo VII da populagédo de ITA.
Nesse clado, ndo foi possivel detectar nenhuma associacdo geogréafica, mesmo
apresentando Dy's significativas. Na populacdo de ITA as sequéncias de seus individuos
foram alocadas nos haplétipos I, 1V e VII, tendo sido aninhados nos clados de primeiro
nivel 1-1, 1-2 e 1-3.

Considerando a Regido Sudeste, os haplotipos que apresentaram mais eventos de
mutacéo entre si foram os haplétipos IV e VII, que foram detectados na populagcédo ITA.
Uma hipo6tese seria a de que o haplotipo VII teria migrado da populacdo PRD, onde foram
detectados os haplo6tipos ancestrais V e VI. Na populacdo de GUA, foram detectados os
haplotipos | e Il, que estdo separados em um Unico evento de mutacdo e foram
aninhados no clado 1-2.

O clado 1-2 foi formado pelos haplétipos I, 1, 1l e V. Cada populacdo do Sudeste
contribuiu com pelo menos uma sequéncia de dado individuo alocados em um desses
quatro haplétipos. No clado 1-2, o padrao filogeografico detectado foi o fluxo génico
restrito com isolamento através da distancia que é comum em espécies de propagacao
vegetativa. O resultado da Tabela 5 para o clado 1-2 esta coerente com o que se conhece
da poaia, visto que Rossi (2003), trabalhando com a biologia reprodutiva da planta,
observou que as populacdes possuem reproducao sexuada restrita e que a propagacao
vegetativa demonstra ser mais eficiente.

Considerando o fluxo génico restrito por distancia, uma linhagem de gene ancestral
pode ter sido difundida em toda a area de ocorréncia natural de uma espécie, sendo as

linhagens de genes descendentes restritas em algumas areas e consideradas privativas
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(Avise, 2000). No caso da poaia, considerando o clado 1-2, o haplétipo | foi encontrado
em quase todas as populacdes investigadas do Sudeste e os haplétipos I, 11l e V foram
privativos das populacdes de GUA, IRU e PRD. Com base na teoria da coalescéncia, 0s
haplotipos privativos sdo considerados em média, os mais novos evolutivamente. Em
geral, esses haplétipos possuem baixa freqiiéncia na populacdo e estdo localizados nas
extremidades da rede. Ao contrario, os haplétipos localizados no interior da rede sdo
considerados ancestrais e em média sdo 0s mais antigos e, portanto, espera-se que
sejam os mais frequentes na populacéo (Avise, 2000). Observando o clado 1-2 da rede
de haplétipos aninhados de poaia, o haplétipo | € o mais frequente e esta no interior da
rede. Os haplotipos Il e 111, além de serem privativos, estdo nas extremidades e exibiram
baixa frequiéncia neste estudo.

Conforme o modelo de restricdo do fluxo génico por isolamento de distancia e
seguindo a teoria da coalescéncia, Brito (2002), trabalhando com Drosophila buzzatii,
observou também, em suas populacdes localizadas na América do Sul, que o haplétipo
posicionado no interior da rede foi o mais freqiente e estava mais difundido entre as
populacdes estudadas. Porém, os haplétipos das extremidades foram menos frequentes
e privativos de algumas areas.

Considerando o nivel de cladograma total, foi possivel separar em clados de
segundo nivel, as populagbes, de acordo com a regido de origem. Os hapldétipos do clado
2-1 foram originados das sequéncias de individuos das populacdes do Sudeste e os do
clado 2-2 , do Centro-Oeste. Como foi demonstrado na Tabela 5, a evidéncia
filogeografica no nivel de cladograma total foi uma fragmentacao alopatrica. De acordo
com Avise (2000), para existir uma evidéncia de fragmentacéo alopatrica, as linhagens de
genes tém que estar separadas por varios eventos de mutacdo. Além disso, essas
linhagens de genes estdo separadas por algum tipo de barreira geografica. Assim, a

fragmentacao alopatrica evidenciada em poaia entre os clados 2-1 e 2-2 foi satisfatoria,
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porque existe uma barreira geografica entre essas duas regifes. Essa barreira esta
relacionada com presenca do cerrado, que apresenta condicfes desfavoraveis para o
desenvolvimento da Psychotria ipecacuanha. Os clados de segundo nivel foram
separados por cinco haplotipos intermediérios, que, ao longo da expansao e colonizacao
da poaia, podem ter sido extintos.

Lima (2002), trabalhando com DNA genémico total de poaia pela técnica de RAPD
(“Random Amplification of Polymorphic DNA”), ndo detectou associacdo da divergéncia
genética entre os individuos do seu trabalho e sua distribuicdo geografica, mesmo entre
os individuos das Regifes Centro-Oeste e Sudeste. Entretanto, Martins (2000),
estudando também Psychotria ipecacuanha e utilizando a técnica de RAPD, conseguiu
separar o0 individuo do Centro-Oeste, dos individuos do Sudeste. A metodologia
apresentada neste estudo, além de separar as linhagens de genes do Sudeste da
linhagem de gene do Centro-Oeste, permitiu também, identificar parte da histéria das
populacdes de poaia, em diferentes niveis de clado aninhados, associadas a sua
distribuicdo atual. A restricdo do fluxo génico por distancia geogréafica evidenciada nas
populacdes do Sudeste € considerada evento recente, ao contrario da fragmentacao
alopatrica entre as populacdes do Sudeste e do Centro-Oeste, que é considerada evento
antigo (Avise, 2000).

Este trabalho também pode servir como suporte na elaboragcéo de um programa de
conservacdao de Psychotria ipecacuanha, porque, além de identificar os haplotipos
privativos entre as populacdes da poaia, possibilitou detectar as populacdes que

apresentam variabilidade no nimero de haplotipos.
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5. CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste trabalho permitiram chegar as seguintes conclusdes

principais:

Identificacdo e diferenciacdo das oito linhagens genealdgicas do fluxo génico
materno, sendo sete da regido Sudeste e apenas uma da regidao Centro-Oeste.

As populacées UNA, PTN, CAR, VRB e CON foram alocados no haplétipo 1.

As populacdes PRD, ITA e GUA exibiram variabilidade no numero de linhagens
genealdgicas dentro da populagéo.

Os haplotipos V e VI foram privativos da populacdo PRD; os haplotipos IV e VII
foram privativos da populacéo ITA e haplétipo Il da populacdo GUA.

A nivel de cladograma total as distribuicdes das linhagens dos clados 2-1 e 2-2
evidenciada pelo “nested clade analysis” foi uma fragmentacéo alopétrica.

Na regido Sudeste apenas no clado de primeiro nivel 1-2 é que foi possivel
evidenciar uma restricdo do fluxo génico por isolamento através da distancia.

Na elaboracdo de um programa de conservacao genética as populaces de PRD,
ITA e GUA podem ser indicadas como prioridade, pois além de apresentarem
variacdo no numero de haplétipos dentro da populagdo, possuem também cinco
haplotipos privativos. Além disso, as trés populacdes detém juntas 75% da

variabilidade das linhagens de gene trnT-trnL de cloroplasto.
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Inference Key for the Nested Haplotype Tree Analysis of Geographical

Distances. (TEMPLETON, A.R. Statistical phylogeography: methods of evaluating and

minimizing inference errors. Mol. Ecol., 2004. Disponivel em: <http://www.blackwell-

synergy.com/link/doi/10.1046/].1365-294X.2003.02041.x/full>. Acesso em: 25 jan. 2004.)

Start with haplotypes nested within a one-step clade and work up to clades nested
within the total tree. If the tree is not rooted through an outgroup or if none of the clades
nested at the total tree level have the sum of the outgroup probabilities of their
haplotypes greater than or equal to 0.95, regard all clades nested at the total tree level
as tips. When rooting is deemed reliable, interiors should also refer to the older clades in
a nesting category, and tips to their evolutionary descendants.

This key is applied only if there are some significant values for D¢, Dy or I-T within
the nesting clade. If there are no statistically significant distances within the clade, the
null hypothesis of no geographical association of haplotypes cannot be rejected (either
panmixia in sexual populations, extensive dispersal in nonsexual populations, small
sample size or inadequate geographical sampling). In that case, move on to another

clade at the same or higher level.

1. Are all clades within the nesting clade found in separate areas with no overlap?
* NO — Go to step 2.

* YES - Go to step 19.

2. Is at least one of the following conditions satisfied?
a. The D¢’s for one or more tips are significantly small and the D¢'s for one or

more of the interiors are significantly large or non-significant.
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b. The Dc's for one or more tips are significantly small or non-significant and the
Dc¢'s for some but not all of the interiors are significantly small.
c. The D¢’s for one or more interiors are significantly large and the D¢’s for the tips
are either significantly small or non-significant.
d. The I-T Dc¢ is significantly large.
* NO - Go to step 11.
* YES - Go to step 3.

* Tip/Interior Status Cannot be Determined - Inconclusive Outcome.

3. Is at least one of the following conditions satisfied?

a. Some Dy and/or I-T Dy values are significantly reversed from the D¢ values.

b. One or more tip clades show significantly large Dy’s.

c. One or more interior clades show significantly small Dy’s.

d. I-T has a significantly small Dy with the corresponding D¢ value non-significant.
* NO - Go to step 4.

* YES - Go to step 5.

4. Are both of the following conditions satisfied?

a. The clades (or 2 or more subsets of them) with significantly small D¢ values
have ranges that are completely or mostly non-overlapping with the other clades
in the nested group (particularly interiors).

b. The pattern of restricted ranges represents a break or reversal from lower level
trends within the nested series (applicable to higher-level clades only).

NO - Restricted Gene Flow with Isolation by Distance (Restricted Dispersal by
Distance in Non-sexual species). This inference is strengthened if the clades with

restricted distributions are found in diverse locations, if the union of their ranges roughly
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corresponds to the range of one or more clades (usually interiors) within the same nested
group (applicable only to nesting clades with many clade members or to the highest level
clades regardless of number), and if the D¢ values increase and become more
geographically widespread with increasing clade level within a nested series (applicable
to lower level clades only).

* YES - Go to step 9.

5. Are both of the following conditions satisfied?

a. The clades (or 2 or more subsets of them) with significantly small D¢ values
have ranges that are completely or mostly non-overlapping with the other clades
in the nested group (particularly interiors).

b. The pattern of restricted ranges represents a break or reversal from lower level
trends within the nested series (applicable to higher-level clades only).

* NO - Go to step 6.

* YES - Go to step 15.

6. Are either of the following conditions satisfied?

a. Clades (or haplotypes within them) with significant reversals or significant Dy
values without significant D¢ values define two or more geographically
concordant subsets.

b. Clades (or haplotypes within them) with significant reversals or significant Dy
values without significant D¢ values are geographically concordant with other
haplotypes/clades showing similar distance patterns?

*No - Go to step 7.

* YES - Go to step 13.
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* TOO FEW CLADES (< 2) TO DETERMINE CONCORDANCE - Insufficient Genetic
Resolution to Discriminate between Range Expansion/Colonization and Restricted
Dispersal/Gene Flow - Proceed to step 7 to determine if the geographical sampling is

sufficient to discriminate between short versus long distance movement.

7. Are the clades with significantly large Dy's (or tip clades in general when Dy for I-T is
significantly small) separated from the other clades by intermediate geographical areas
that were sampled?
* NO - Go to step 8.

* YES - Restricted Gene Flow/Dispersal but with some Long Distance Dispersal.

8. Is the species absent in the non-sampled areas?

* NO - Sampling Design Inadequate to Discriminate between Isolation by Distance
(Short Distance Movements) versus Long Distance Dispersal.

YES - Restricted Gene Flow/Dispersal but with some Long Distance Dispersal over
Intermediate Areas not Occupied by the Species; or Past Gene Flow Followed by

Extinction of Intermediate Populations.

9. Are the different geographical clade ranges identified in step 4 separated by areas that
have not been sampled?

* NO - Allopatric Fragmentation. (If inferred at a high clade level, additional
confirmation occurs if the clades displaying restricted by at least partially non-overlapping
distributions are mutationally connected to one another by a larger than average number
of steps).

* YES - Go to step 10.
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10. Is the species absent in the non-sampled areas?

* NO - Geographical Sampling Scheme Inadequate to Discriminate Between
Fragmentation and Isolation by Distance.

* YES - Allopatric Fragmentation. (If inferred at a high clade level, additional
confirmation occurs if the clades displaying restricted by at least partially non-overlapping
distributions are mutationally connected to one another by a larger than average number

of steps).

11. Is at least one of the following conditions satisfied?
a. The D¢ value(s) for some tip clade(s) is/are significantly large.
b. The D¢ value(s) for all interior(s) is/are significantly small.
c. The I-T D¢ is significantly small.

* NO - Go to step 17

* YES - Range Expansion, go to step 12.

12. Are the Dy and/or I-T Dy values significantly reversed from the Dc values?
* NO - Contiguous Range Expansion.

* YES - Go to step 13.

13. Are the clades with significantly large Dy's (or tip clades in general when Dy for I-T is
significantly small) separated from the geographical center of the other clades by
intermediate geographical areas that were sampled?

* NO - Go to step 14.

* YES - Long Distance Colonization Possibly Coupled with Subsequent
Fragmentation (subsequent fragmentation is indicated if the clades displaying restricted

but at least partially non-overlapping distributions are mutationally connected to one
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another by a larger than average number of steps) or Past Fragmentation Followed by
Range Expansion. To see if secondary contact is involved, perform the supplementary
tests given in Templeton, Molecular Ecology 10: 779-791, 2001. To discriminate the type

of movement leading to this pattern, go to step 21.

14. Is the species present in the intermediate geographical areas that were not sampled?
YES - Sampling Design Inadequate to Discriminate between Contiguous Range
Expansion, Long Distance Colonization, and Past Fragmentation.

* NO - Long Distance Colonization and/or Past Fragmentation (not necessarily
mutually exclusive). If inferred at a high clade level, fragmentation rather than
colonization is inferred if the clades displaying restricted but at least partially non-
overlapping distributions are mutationally connected to one another by a larger than
average number of steps. If the branch lengths are short, a colonization event is inferred,
perhaps associated with recent fragmentation. To discriminate the type of movement

leading to this pattern, go to step 21.

15. Are the different geographical clade ranges identified in step 5 separated by areas
that have not been sampled?

* NO - Past Fragmentation and/or Long Distance Colonization (not necessarily
mutually exclusive). If inferred at a high clade level, fragmentation rather than
colonization is inferred if the clades displaying restricted but at least partially non-
overlapping distributions are mutationally connected to one another by a larger than
average number of steps. If the branch lengths are short, a colonization event is inferred,
perhaps associated with recent fragmentation. To discriminate the type of movement
leading to this pattern, go to step 21.

* YES - Go to step 16.
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16. Is the species present in the intermediate geographical areas that were not sampled?
* YES - Go to step 18.

* NO - Allopatric Fragmentation. If inferred at a high clade level, additional confirmation
occurs if the clades displaying restricted by at least partially non-overlapping distributions

are mutationally connected to one another by a larger than average number of steps.

17. Are either of the following conditions satisfied?
a. The Dy values for tip or some (but not all) interior clades are significantly small.
b. The Dy for one or more interior clades is/are significantly large.
c. The I-T Dn value is significantly large.

* NO - Inconclusive Outcome.

* YES - Go to step 4.

18. Are the clades found in the different geographical locations separated by a branch
length with a larger than average number of mutational steps.

* NO - Geographical Sampling Scheme Inadequate to Discriminate Between
Fragmentation, Range Expansion, and Isolation by Distance.

* YES - Geographical Sampling Scheme Inadequate to Discriminate Between

Fragmentation and Isolation by Distance.

19. Is the species present in the areas between the separated clades?

* NO - Allopatric Fragmentation. If inferred at a high clade level, additional
confirmation occurs if the clades displaying restricted by at least partially non-overlapping
distributions are mutationally connected to one another by a larger than average number
of steps.

* YES - Go to step 20.
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20. Was the species sampled in the areas between the separated clades?
* NO — Inadequate Geographical Sampling.

* YES — Go to step 2.

21. Are all of the following true?

a. Is it biologically realistic that the organism could have undergone long-distance
movement?

b. Are the nested haplotypes that mark a potential long-distance colonization
event within a clade that shows evidence of population growth by other methods
(such as mismatch distributions)?

c. At the level of the entire cladogram, does the clade not inferred to have
produced long-distance colonization not show evidence of past population
growth with other methods?

* YES — Long-distance movement.
* NO - Insufficient evidence to discriminate between long-distance movements of
the organism and the combined effects of gradual movement during a past range

expansion and fragmentation.
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