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RESUMO

O Cerrado € o segundo maior dominio fitogeografico do Brasil e apresenta uma
distribuicio descontinua com diferentes composicdes floristicas e fisionomias. E rico
em endemismos, mas vem sofrendo forte degradacdo, sendo considerado um dos 34
hotspots mundiais para conservacdo. O presente estudo analisou populacdes de duas
espeécies arboreas de ampla distribuicdo no Cerrado, a fim de compreender suas relacdes
filogeogréficas e contribuir para sua conservacdo. As espécies analisadas, Alibertia
edulis (Rubiaceae) e Qualea grandiflora (Vochysiaceae), mostraram diferenciagéo
significativa entre as populacdes quando analisadas por sequenciamento de trés regides
plastidiais (matK, psbA-trnH e ndhF). As populacdes de A. edulis foram divididas por
uma barreira norte-sul mais a oeste que a previamente proposta para o Cerrado,
sugerindo um gradiente leste-oeste na distribui¢do da diversidade genética. Para ambas
as espécies, as populacbes de Cerrados considerados "marginais” ndo sdo uma expansao
recente do Cerrado central, com hapl6tipos compartilhados ou derivados do mesmo,
mas apresentaram haplétipos exclusivos, por vezes ancestrais. Para evitar a perda
irreparavel de parte da diversidade do Cerrado, € recomendada a implantagdo de UCs
nos Cerrados do Piaui e Pard, mais diferenciados e sob maior risco de degradacéo.
Adicionalmente, o presente estudo desenvolveu microssatélites (SSR) nucleares para a
espécie A. edulis, a fim de fornecer marcadores polimoérficos para auxiliar em estudos
populacionais. Para testes de polimorfismo, individuos do Piaui e Mato Grosso foram
utilizados, revelando valores mais altos de endocruzamento na primeira populagéo, os
quais podem estar associados ao seu longo isolamento. Tais marcadores serdo

importantes ferramentas para analises populacionais e filogeograficas em A. edulis.

Palavras-chave: cpDNA, Qualea grandiflora, Alibertia edulis, isolamento, Pleistoceno
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ABSTRACT

The Cerrado is the second largest fitogeographic Brazilian domain and presents a
discontinuous distribution, with different floristic compositions and physiognomies. It is
rich in endemic species, but has been suffering strong degradation, being considered one
of the 34 hotspots for world conservation. The present study has analyzed populations
of two tree species widely distributed in the Cerrado, in order to better understand their
phylogeographic relationships and contribute to the Cerrado conservation. The analyzed
species, Alibertia edulis (Rubiaceae) and Qualea grandiflora (Vochysiaceae), showed
significant differentiation among populations by plastid DNA sequencing (matK, psbA-
trnH and ndhF). Alibertia edulis populations were separated by a north-south barrier,
which was further west than previously proposed for the Cerrado, suggesting an east-
west gradient in the genetic diversity distribution. For both species, “marginal” Cerrrado
populations were not just a recent expansion of central Cerrado, with haplotypes shared
with or derived from those found in the latter one, but they showed exclusive
haplotypes, occasionally ancestral ones. In order to avoid an irreparable loss of part of
the Cerrado diversity, the implementation of conservation units within the Cerrados of
Piaui and Para, more differentiated and under greater degradation risk, is highly
recommended. Additionally, nuclear microsatellites (SSR) were developed for A. edulis
in order to provide polymorphic markers to aid population analyses. For the
polymorphism tests, individuals from Piaui and Mato Grosso were analyzed, revealing
higher inbreeding values for the former population, what can be related to its long
isolation. Such markers represent important tools for population and phylogeographic

analyses of A. edulis.

Key words: cpDNA, Qualea grandiflora, Alibertia edulis, isolation, Pleistocene
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APRESENTACAO

A filogeografia € uma disciplina integrativa, que procura entender a historia evolutiva
de uma espécie no espaco e no tempo, utilizando para isso dados de genética molecular,
genética de populagdes, etologia, demografia, biologia filogenética, paleontologia,
geologia e geografia histérica, a fim de compreender os principios e processos
historicos e contemporaneos que governam a distribuicdo geogréfica de linhagens
genealdgicas, especialmente aqueles entre e dentro de espécies intimamente
relacionadas (Avise, 2000; Gutierrez-Rodriguez et al., 2011; Cunha e Solé-Cava, 2012).

Para os estudos de filogeografia e filogenia, o sequenciamento do DNA extra-
nuclear também vem sendo particularmente util (Avise, 2000). No caso do estudo de
populacdes naturais de plantas, diversas regides foram identificadas para o cpDNA, tais
como introns ou espacadores intergénicos, que sdo variaveis em uma ampla gama de
taxa (Taberlet et al., 1991; Small et al., 1998; Shaw et al., 2005; Shaw et al., 2007),
sendo que a maioria dessa variagdo se deve a insercdes e delecdes, os indels (Lowe et
al., 2004). Os dados gerados pela analise do cpDNA permitem a estimativa de diversos
parametros, tais quais diversidade, diferenciacdo e distancias genéticas, além da anélise
de processos historicos.

Ha cinco anos a filogeografia vem contando com uma nova ferramenta, a qual
vem revolucionando o campo do estudo de espécies nativas, 0 sequenciamento de nova
geracdo (NGS — Next Generation Sequencing) e todos os programas de analises
estatisticas relacionados que vém sendo continuamente desenvolvidos (Holsinger, 2010;
McCormack e Faircloth, 2013). As tecnologias de NGS oferecem a habilidade de gerar
grandes quantidades de dados de sequéncias a partir dos quais é possivel isolar e
caracterizar numerosos loci SSR ao longo de todo o genoma e inclusive aqueles
baseados em genes (Saarinen e Austin, 2010; Zalapa et al., 2012), sendo utilizada para
um namero cada vez maior de espécies (Zane et al., 2002; Angeloni et al., 2011;
Guichoux et al., 2011; Crichton et al., 2012; Ritter et al., 2012; Wéhrmann et al., 2013).

Estes marcadores vém sendo utilizados em uma ampla gama de taxa
Neotropicais, revelando padrdes interessantes. Uma revisdo recente que tratou dos
padrdes filogeograficos na América do Sul identificou que a associacdo das oscilagdes
climaticas ocorridas no Pleistoceno com os eventos orogénicos do Plioceno/Mioceno

contribuiram para moldar a diversidade e a distribuicdo atual das linhagens modernas
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tanto nas regides tropicais quanto nas regides temperadas da América do Sul (Turchetto-
Zolet et al., 2013).

Dentre os maiores dominios fitogeogréficos Neotropicais estd o Cerrado, um
tipo de savana composta por formacdes vegetacionais abertas com um estrato herbaceo
sempre presente e estratos arbustivos e/ou arboreos mais ou menos desenvolvidos,
sujeitos a queimadas (Coutinho, 1978; da Silva e Bates, 2002; Klink e Machado, 2005;
Batalha e Martins, 2007; Magnusson et al., 2008). O Cerrado possui alto nivel de
endemismo, mas também elevadas taxas de degradacdo, o que o torna um dos 34
hotspots de conservacdo mundiais (Mittermeier et al.,, 2005). Possui uma grande
diferenciacéo floristica, a qual levou Ratter et al. (2003) a subdivir a area do Cerrado em
seis regides de acordo com o padrdo geografico de distribuicdo da flora. Essa subdivisdo
também parece ser corroborada por dados biogeograficos e filogeograficos (Ramos et
al., 2007; Collevatti et al., 2009; Fiaschi e Pirani, 2009; Collevatti et al., 2012).

O Cerrado abrange ainda o Cerrado central, que ocupa o planalto central do
Brasil, estendendo-se até o Piaui e o Maranh&o e ocupando cerca de 1,5 milhdo de Km?,
e areas disjuntas, conhecidas como Cerrados marginais, que sdo encontradas nas regides
Norte, Nordeste e Sudeste, localizadas em outros dominios fitogeograficos, como a
Caatinga e a Amazonia. Muito embora possuam menor riqueza que as savanas do Brasil
Central, as savanas amazOnicas possuem varias espécies em comum com as primeiras,
com cerca de metade das espécies encontradas em ambas as areas (Ratter et al., 2003;
Magnusson et al., 2008).

Assim, a origem dos Cerrados marginais, bem como a distribuicdo da
diversidade genética nas populagdes do Cerrado, ainda permanecem pouco
compreendidas. Um estudo que vise compreender as relacdes filogeograficas do
Cerrado deveria, idealmente, incluir espécies amplamente distribuidas no Cerrado,
pertencentes a familias distintas, a fim de ndo incorrer no erro de detectar as relacGes da
familia e ndo do dominio, e preferencialmente incluir espécies com caracteristicas
ecologicas e de distribuicdo distintas, a fim de evitar a deteccdo das relacdes ecoldgicas
e ndo do dominio. Dentre as espécies que se enquadram nessa categoria se encontram
Alibertia edulis (Rich.) A.Rich. ex DC. (Rubiaceae) e Qualea grandiflora Mart.
(Vochysiaceae).

O presente trabalho teve como objetivo geral analisar as relagdes biogeograficas
entre o Cerrado central e os enclaves de Cerrado encontrados nas regifes Norte,

Nordeste e Sudeste do Brasil. De forma mais especifica, o trabalho objetivou analisar as

14



Dantas, LG Anilise filogeografica de duas espécies arboreas do Cerrado

relacdes filogeogréaficas de duas especies amplamente distribuidas no Cerrado, A. edulis
e Q. grandiflora, através dos marcadores de DNA cloroplastidial matK, ndhF e psbA-
trnH, analisando também a diversidade intrapopulacional, a fim de identificar areas
prioritarias para conservacdo. Por fim, para melhor contribuir para os estudos
populacionais e filogeograficos do Cerrado, o presente trabalho objetivou desenvolver
marcadores moleculares polimérficos do tipo microssatélite para a espécie A. edulis,
através do sequenciamento de nova geragéo 454.
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FUNDAMENTACAO TEORICA

1. Filogeografia

A filogeografia é uma disciplina integrativa, que incorpora dados de genética molecular,
genética de populacdes, etologia, demografia, biologia filogenética, paleontologia,
geologia e geografia historica, a fim de entender os principios e processos historicos e
contemporaneos que governam a distribuicdo geogréafica de linhagens genealdgicas,
especialmente aqueles entre e dentro de espécies relacionadas (Avise, 2000; Gutierrez-
Rodriguez et al., 2011; Cunha e Solé-Cava, 2012). A filogeografia alia, dessa forma,
disciplinas microevolutivas e macroevolutivas (Fig. 1, Avise, 2000). Assim como 0s
mecanismos evolutivos, tais como mutacdo, deriva genética, fluxo génico e selecdo
natural, os eventos demograficos (como colonizacdo ou extincdo de populacdes locais,
expansdo ou declinio populacional e migracdo) também deixam marcas na historia
genealdgica das populacbes (Lowe et al., 2004; Ho e Shapiro, 2011; Cunha e Solé-
Cava, 2012).

Filogedgrafos procuram interpretar como e quando os processos historicos que
ocorreram na demografia das populagGes deixaram marcas nas distribuicdes geograficas
atuais de caracteristicas organismais baseadas em genes (Avise, 2000; Gutierrez-
Rodriguez et al., 2011). O principal foco de diversos estudos filogeograficos tem sido
examinar a distribuicdo de linhagens genealdgicas a fim de acessar a importancia
relativa de diferentes eventos historicos, tais quais expansdo/retracdo, fragmentacéo,
migracdo de refugios, etc. (Gutierrez-Rodriguez et al.,, 2011). Em sintese, a
filogeografia procura entender a historia evolutiva de uma espécie, no espaco e no
tempo (Cunha e Solé-Cava, 2012).

Os primeiros estudos com uma abordagem filogeografica utilizaram o
polimorfismo de DNA mitocondrial (mtDNA) em populacdes de camundongo e do
género Geomys, um pequeno roedor endémico da América do Norte, ainda nos anos de
1970 (Avise, 2000). Inicialmente, os estudos foram dificultados pela auséncia de uma
metodologia que possibilitasse a analise de marcadores haploides. Entretanto Avise,
usando uma abordagem semelhante a usada pelos antrop6logos no estudo da heranca
dos sobrenomes humanos, passou a tratar cada individuo com uma unidade taxondmica
operacional (UTO) independente, revolucionando os estudos populacionais desde entdo
(Cunha e Solé-Cava, 2012).
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Disciplinas microevolutivas

. ' Genética de
Etologia #=—= Demografia &= s
i populacoes
Genética
Filogeografia &> '
1 molecular
G afi Biologiz
gog'ré N Paleontologia = _ - Og,'7
historica filogenética

Disciplinas macroevolutivas

Figura 1. A filogeografia se encontra numa jungdo critica de diversos
campos bem estabelecidos. Adaptado de Avise, 2000

Além disso, ainda de acordo com Cunha e Solé-Cava (2012), Avise
revolucionou também a forma de representar os resultados. Até entdo, os resultados de
trabalhos de genética populacional eram visualizados na forma de &rvores em que cada
populacdo ocupava uma posicdo terminal. Avise representou as relacdes entre 0s
diferentes individuos nas populacGes através de redes de haplétipos interconectados,
onde linhas ligam os hapl6tipos mais semelhantes e as mutacGes que separam esses
hapldtipos sdo indicadas nessas linhas. Por fim, Avise fez a sobreposi¢do da rede de
hapl6otipos em um mapa com os locais de coleta dos individuos analisados,
incorporando, dessa forma, dados das relacdes genéticas entre os individuos com o0s
seus posicionamentos geograficos (Cunha e Solé-Cava, 2012).

Muito embora tenha sido inicialmente usada para examinar os padrdes de
distribuicdo geografica de linhagens génicas dentro de uma Unica ou de vérias espécies,
com o advento de novas abordagens estatisticas a filogeografia pode prover a
fundamentacdo metodoldgica para testar hipdteses alternativas sobre a historia
demogréafica de populacdes, assim como o tempo e os padrdes de divergéncia das
linhagens e os processos microevolutivos relacionados a sua estrutura (Collevatti et al.,
2012Db).

Atraves da filogeografia, avaliacbes genealOgicas apropriadas podem ajudar a

pesar as influéncias da dispersdo versus vicariancia (assim como outros processos
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evolutivos historicos) na modelagem das distribuigdes geograficas de caracteristicas
genéticas (Avise, 2000). Sob o ponto de vista da vicaridncia, populacBes ou taxa
relacionados se tornam separados quando a distribuicdo mais ou menos continua de
formas ancestrais foi separada por uma separacdo espago-temporal, como o
soerguimento de montanhas ou a separacdo de continentes. Sob o ponto de vista da
dispersdo, um determinado grupo taxonémico atingiu sua distribuicdo atual atravées de
dispersdo ativa ou passiva a partir de um ou mais centros de origem ancestrais (Fig. 2).
Além disso, é possivel ter uma idéia das relacdes de ancestralidade, pois, dentre outras
caracteristicas, espera-se que o hapl6tipo mais comum seja 0 ancestral de todos da
populacdo (Cunha e Solé-Cava, 2012).

Vicariancia Dispersao
A
B C
a abc
A B A
B C
a, b a <« abc —
A B l A l
al, bl’ bZ B b c
az aZ 31 C1 cZ
C
C . N »
Figura 2. Relagdes filogenéticas de
populagdes ou espécies
espacialmente disjuntas sob
vicaridncia ou dispersdo. Letras
minusculas  representam  taxa,
o w1 il c taxon b ot WE R R0 enquanto Ieltras ma|u§c.ulas
representam dreas geograficas.

Ao reconstruir as relacbes evolutivas das linhagens e estimar seus tempos de
divergéncia, os métodos filogeograficos modernos tornaram possivel inferir o papel de
eventos passados na modelagem dos padrdes atuais de biodiversidade (Excoffier, 2004).
Aliadas a dados sobre o paleoclima e a paleogeologia, as avaliagdes genealdgicas
podem oferecer insights sobre a historia evolutiva dos taxa. O desenvolvimento de

ferramentas analiticas mais robustas baseadas em modelos de coalescéncia, além do
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poder computacional das abordagens Bayesianas, tornou possivel inferir a historia
demografica mesmo quando a amostragem é pequena, 0 que € particularmente
importante para espécies ndo-modelo, como é o caso das arvores de florestas tropicais
(Scotti-Saintagne et al., 2013).

Entretanto, nem sempre é possivel detectar padrdes filogeogréaficos ou
estruturacdo genética, mesmo em populacdes que apresentem diferencas nas frequéncias
haplotipicas. Isso se deve ao fato de que, quando uma populacéo é isolada, formando
duas subpopulacdes, as mesmas serdo parafiléticas, porque alguns dos individuos
presentes nelas serdo mais proximos geneticamente aos da outra populagdo do que dos
da propria populacdo. Com o tempo, algumas linhagens primitivas se extinguirdo, e 0s
individuos de cada uma das populacBes filhas irdo compartilhar um ancestral mais
recente do que o ancestral que compartilham com a outra populacdo, num processo
denominado separacdo das linhagens ("lineage sorting™), culminando na separagéo
completa das linhagens (populac6es) monofiléticas (Avise, 2000). Se as popula¢des em

estudo forem amostradas antes do tempo necessario para essa separacao, as mesmas ndo

serao monofiléticas, devido ao compartilhamento de polimorfismos ancestrais (Cunha e
Solé-Cava, 2012) (Fig. 3).

Histéria Passada

Figura 3. Processo de separagdo das linhagens
("lineage sorting") devido ao surgimento de uma
barreira ao fluxo génico em uma populagdo
originalmente panmitica. A medida que o tempo
passa, as populagdes passam por estagios de
parafiletismos (T = 1 e 2), até se tornarem
monofiléticas (T = 3), por causa da extingdo de
algumas linhagens. Se a amostragem é, portanto, feita
nos tempos 1 e 2, ndo serd detectado o isolamento
genético. A separagdo das linhagens estd completa
quando as populagGes atingem o monofiletismo

Populagio 1 Populagio 2 reciproco. Adaptado de Cunha e Solé-Cava, 2012
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Além disso, a genealogia obtida depende de quais linhagens persistiram ao longo
do tempo e, dessa forma, diferentes amostras e diferentes marcadores podem dar
distintas respostas (Avise, 2004). A forma de minimizar esse efeito é ampliar a
amostragem de locos, pois cada um funciona como uma réplica independente do
processo de coalescéncia. No caso de marcadores citoplasmaticos (mitocondrial e
cloroplastidial), isso implica na analise de algum marcador nuclear, pois os primeiros
ndo apresentam recombinacdo e, dessa forma, todos os seus locos evoluem como um
loco Unico (Cunha e Solé-Cava, 2012).

A filogeografia também vem sendo utilizada para identificar o limite geografico
entre as populagdes, o qual até recentemente era um dos maiores desafios no estudo da
estruturacdo genética, pois 0s meétodos tradicionais requerem a definicdo a priori das
populacdes (Cunha e Solé-Cava, 2012). Para tanto, a caracterizagdo de gendtipos
obtidos através de marcadores multiloco, como, por exemplo, os microssatélites, sao
necessarios. Esses métodos, denominados "métodos de atribuicdo”, usam estratégias de
Maéaxima-Verossimilhanca ou Inferéncia Bayesiana para calcular a probabilidade de
observar os diferentes genotipos em cada populacdo e atribuem os individuos as
populacbes de acordo com a probabilidade de seus gendtipos pertencerem a ela,
independentemente do seu local de coleta (Cunha e Solé-Cava, 2012). Dentre 0s
métodos mais conhecidos, o mais popular é o Structure, que utiliza analise Bayesiana
para atribuir individuos a k grupos, sem informacbes a priori de suas relacbes
(Pritchard et al., 2000).

Ha cinco anos, a filogeografia vem contando com uma nova ferramenta, a qual
vem revolucionando o campo do estudo de espécies nativas, 0 sequenciamento de nova
geracdo (NGS — Next Generation Sequencing) e todos os programas de analises
estatisticas relacionados que vém sendo continuamente desenvolvidos (Holsinger, 2010;
McCormack e Faircloth, 2013). Entretanto, mesmo com 0s avancos nessas ferramentas,
milhares de espécies de arvores tropicais jamais foram sequenciadas sequer para um
gene, e mesmo espécies relativamente comuns de arvores possuem altos niveis de
variacdo geografica que permanecem ndo caracterizados (Dick, 2010). Enquanto muitos
estudos analisaram a influéncia das glaciagdes do Pleistoceno na estruturagdo genética
de espécies de arvores de regides temperadas do Neartico, poucos estudos analisaram a
regido neotropical (Gutierrez-Rodriguez et al., 2011; Turchetto-Zolet et al., 2013). Para
as primeiras, foi identificado que o nivel de estruturacdo genética e, portanto, o

potencial para refletir isolamento populacional histérico, ¢ determinado parcialmente
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pela historia de vida: espécies com ampla distribuicdo geogréfica e ampla dispersdo
apresentam pouca diferenciagdo em marcadores maternalmente herdados (como o DNA
cloroplastidial - cpDNA), enquanto espécies de vida longa e de polinizacdo cruzada
apresentam pouca estruturagdo com marcadores biparentais (Duminil et al. 2007). Se
processos similares moldam os padrdes genéticos nos tropicos, hapldtipos endémicos e
linhagens vicariantes deveriam ser interpretados como um legado de refagios florestais
(Dainou et al., 2010).

Em uma revisdo recente que tratou dos padrdes filogeograficos da América do
Sul, Turchetto-Zolet et al. (2013) observaram que, em geral, as distribuicOes
geogréficas de espécies associadas a habitats de floresta foram reduzidas durante os
ciclos glaciais do Pleistoceno, que os rios frequentemente funcionam como barreiras
para espécies amazonicas terrestres e que muitas espécies de animais e vegetais
possuem um padrdo de diversificagdo por vicariancia ao longo dos Andes, muito
embora outros trabalhos também suportem eventos de disperséo a longa distancia para
outros grupos com distribuicdo ao longo dos Andes. Ao final, os autores concluem que
a associacao das oscilacdes climaticas do Pleistoceno com 0s eventos orogénicos do
Plioceno/Mioceno contribuiram para moldar a diversidade e a distribuicdo atual das
linhagens modernas tanto nas regides tropicais quanto nas regides temperadas da
Ameérica do Sul (Turchetto-Zolet et al., 2013). Em outro estudo filogeogréafico recente,
foi detectada para a espécie Tabebuia impertiginosa uma alta diferenciacdo entre as
populagdes, com a maior parte das divergéncias entre as populacées datando do final do
Pleistoceno (Collevatti et al., 2012b). Além disso, os autores dataram uma expansao da
sua paleodistribuicdo no ultimo maximo glacial (LGM), sugerindo que a distribuicéo
atual reflita uma distribuicéo relictual de uma anteriormente mais ampla.

Entretanto, de acordo com Dick (2010), estudos com espécies de arvores
tropicais de ampla distribuicdo possuem diversos problemas logisticos, como obter
amostras de florestas que estdo sendo rapidamente degradadas em paises que colocam
restricdes ao acesso de pesquisadores as florestas e as pesquisas genéticas. Apesar
dessas dificuldades, a expectativa € um aumento no numero de estudos filogeograficos e
de genética de populacdes, como relatado por Holsinger (2010). O autor conclui falando
que estamos no limiar de uma transformacao no campo da genética evolutiva, similar ao
ocorrido 40 anos atrds, com a introducgéo das analises de eletroforese de proteina. Resta
a nads, bidlogos, contribuir ativamente para disseminar nosso conhecimento sobre a

biodiversidade, como ela evoluiu, e como esse conhecimento pode nos ajudar a escolher
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as medidas mais efetivas para sua conservagdo (Hendry et al., 2010; Antonelli e
Sanmartin, 2011).

2. Marcadores moleculares

As principais ferramentas moleculares utilizadas na atualidade pela genética da
conservacao sdo os marcadores moleculares, os quais sdo baseados em alteracfes na
cadeia de DNA, ndo sdo influenciados pelo ambiente e possuem fécil reconhecimento.
Os marcadores moleculares podem ser usados para avaliar as diferencas genéticas entre
individuos, sendo capazes de detectar mudancas tanto nas por¢oes codificantes quanto
nas nao-codificantes do genoma, mesmo aquelas que resultam em alteracdes sinébnimas
(Lowe et al., 2004; Menezes, 2007). Por acessar o contetido genotipico e ndo fenotipico,
os marcadores moleculares podem ser utilizados na identificacdo de espécies e formas
adaptadas sem, contudo, estarem sujeitos a erros provocados por variacdes ambientais
(O’Hanlon et al., 1999).

O uso de marcadores moleculares em analises populacionais apenas se iniciou a
partir de 1966, com o advento da técnica de analise de isoenzimas, através da qual os
individuos passaram a ser analisados como homozigotos ou heterozigotos para um dado
loco (Parker et al., 1998; Miyaki e Alves, 2006; Allendorf et al., 2013). Entretanto, as
isoenzimas acessam de forma indireta o conteddo genético, pois se trata da analise da
migracdo diferencial de proteinas que possuam alteragdo mesmo em um Unico
aminoacido (Schlotterer, 2004; Solferini e Selivon, 2004; Miyaki e Alves, 2006).
Algumas limitacGes vém sendo associadas a essa técnica, como a necessidade de grande
quantidade de material inicial (a qual muitas vezes leva a necessidade de sacrificio dos
individuos analisados), o fato de que apenas enzimas solUveis em agua podem ser
analisadas (e, consequentemente, apenas o produto de seus genes) e o fato de que
substituicdes silenciosas ou em regides ndo-codificantes ndo sdo detectadas pela técnica
(Allendorf et al., 2013). Ainda assim, por ter uma aplicabilidade imediata em varias
areas da biologia, como a analise da estrutura da variabilidade genética de populagdes
naturais, do fluxo génico entre populacdes e, de forma mais limitada, em filogenias, a
técnica se difundiu rapidamente (Ferreira e Grattapaglia, 1996; Parker et al., 1998),
sendo utilizada até os dias atuais (Franceschinelli et al., 2006; Hardy et al., 2006;
Allendorf et al., 2013).

Posteriormente outras técnicas foram desenvolvidas, como a analise de

polimorfismo de fragmentos de restrigdo (Restriction Fragment Lenght Polymorphism -
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RFLP), baseado em Southern blot, o que o torna caro e demorado. Entretanto, a grande
revolugdo se deu com o advento das analises baseadas em amplificacdo por PCR
(Polymerase Chain Reaction, reacdo em cadeia da polimerase) (Ouborg et al., 1999;
Schlotterer, 2004; Miyaki e Alves, 2006) (Fig. 4). Isso se deve ao fato de que as analises
baseadas em PCR séo tecnicamente mais simples e necessitam de pequenas quantidades
iniciais de DNA (Miyaki e Alves, 2006). A PCR baseia-se na amplificacdo de
fragmentos a partir de oligonucleotideos iniciadores (denomidados primers) em ciclos
que incluem uma etapa de desnaturacdo, uma etapa de anelamento dos iniciadores e
uma etapa de extensdo da fita de DNA; o nimero de moléculas, portanto, aumenta
exponencialmente e, ao final de 30-40 ciclos, milhGes de copias da regido especifica que
estd sendo amplificada séo geradas (Avise, 2004; Allendorf et al., 2013).

Dessa forma, atraves da PCR é possivel amplificar quantidades infimas de DNA,
como as que sao encontradas em exsicatas, peles de museu e fezes, tornando viavel a
andlise de animais extintos localmente ou cuja captura para coleta ndo seja viavel
(Sunnucks, 2000; Miyaki e Alves, 2006; Allendorf et al., 2013). Diversas técnicas
surgiram com o advento da PCR, tais como o AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorphism), os ISSRs (Inter-Simple Sequence Repeat), os RAPDs (Randomly
Ampliflied Polymorphic DNA), os microssatélites (SSR — Simple Sequence Repeat) e 0s
SNPs (Single Nucleotide Polymorphism) (Fig. 4), todas variando quanto aos custos,
material incial necessario e reprodutibilidade (Garcia et al., 2004; Allendorf et al.,
2013).

Os marcadores moleculares podem ser nucleares ou citoplasmaticos, sendo que
em plantas os Gltimos podem ser mitocondriais ou cloroplastidiais. Esses diferentes
marcadores variam em suas caracteristicas evolutivas, como heranca e taxas de mutacao
estrutural e de sequéncia, e por esse motivo inferéncias sobre as formas de fluxo génico
(pblen ou sementes) podem ser feitas a partir da analise associada de marcadores com
diferentes formas de transmisséo (Lowe et al., 2004; Petit et al., 2005). Ainda de acordo
com Lowe et al. (2004), a heranca dos marcadores citoplasmaticos difere da dos
nucleares no fato de que eles apresentam: (i) segregacéo vegetativa, onde a segregacao
das organelas € determinada por processos estocasticos; (ii) selecdo intracelular, onde
células heteroplasmaticas se tornam homoplasmaticas através da segregacdo das
organelas e fixacdo de um tipo por célula; (iii) heranca uniparental, onde, na maioria dos

casos, a heranga é materna, podendo também ser paterna ou, em raros casos, biparental;
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e (iv) recombinacéo reduzida, onde genomas de linhagens diferentes aparentemente néo

apresentam recombinagéo entre si.

Minissatélites

Aloenzimas

1996 1980 1985 1990 1995 2000 2005 2010

Figura 4. Visdo subjetiva da mudanga relativa na popularidade dos principais marcadores moleculares em genética
da conservagdo. O eixo horizontal indica o tempo. AFLP, Amplified Fragment Length Polymorphism; RAPD,
Randomly Amplified Polymorphic DNA; RFLP, Restriction Fragment Length Polymorphism; SNP, Single Nucleotide
Polymorphism. Grafico adaptado de Allendorf et al., 2013

Além disso, os diversos marcadores moleculares possuem diferentes taxas de
substituicdo/evolucdo e, por isso, cada um € mais apropriado para responder um
determinado tipo de questdo (Petit et al., 2005; Solé-Cava e Cunha, 2012; Scotti-
Saintagne et al., 2013). Por exemplo, para analises a nivel populacional, marcadores de
evolucdo réapida sdo mais indicados, como mtDNA para animais e 0s SSR para animais
e plantas (Sunnucks, 2000; Zalapa et al., 2012). Os marcadores também variam de
acordo com a quantidade de polimorfismo (e consequentemente de informagdo) que
geram. Em geral, isoenzimas sdo menos variaveis que marcadores do tipo RAPD ou
RFLP, os quais por sua vez sd0 menos variaveis que 0s micro e minissatélites (Ouborg
etal., 1999).
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Por fim, os marcadores moleculares podem ser divididos entre dominantes e
codominantes, de acordo com sua heranga (Ouborg et al., 1999). Por um marcador
molecular codominante se entende aquele em que € possivel distinguir o padrdo de
bandas dos homozigotos do padrdo do heterozigoto, permitindo estimativas das
frequéncias alélicas (Ouborg et al., 1999; Ellegren, 2004; Solé-Cava, 2004). Nos
marcadores dominantes, os padrdes de bandas dos homozigotos sdo idénticos aos dos
heterozigotos, sendo sua andlise através de presenca ou auséncia dos fragmentos
amplificados (Ouborg et al., 1999; Nybom, 2004; Archibald et al., 2006). Por essas
caracteristicas, marcadores codominantes sdo mais indicados para analises
populacionais (Sunnucks, 2000). Entretanto, quando acompanhados de anélises
estatisticas adequadas, 0os marcadores dominantes também podem ser utilizados para
essa finalidade (Ouborg et al., 1999; Archibald et al., 2006; Falush et al., 2007).

Dentre os marcadores codominantes, destacam-se 0s marcadores do tipo SSR, 0s
quais sdo baseados em PCR e apresentam altos niveis de polimorfismo intraespecifico,
além de possuirem uma distribuicdo aleatdria no genoma (Ferreira e Grattapaglia, 1996;
Zane et al., 2002; Menezes, 2007; Kalia et al., 2011). Os SSR sao encontrados tanto em
eucariotos como em procariotos, e sdo sequéncias de DNA de um a seis nucleotideos
repetidos em tandem de 5 a 100 vezes, por exemplo, (ATG),, com produtos que variam
em geral de 75 a 300 pb, dependendo do loco e da localizagdo dos primers (Li et al.,
2002; Nybom, 2004; Allendorf et al., 2013). Entre os diferentes individuos da
populacdo, o nimero de repeticBes dessas unidades pode variar, gerando um grande
potencial de polimorfismo, na faixa de 10° ou 10™ por geracdo, colocando os SSR
dentre os mais polimorficos disponiveis atualmente e, portanto, ideais para analises
populacionais (Ferreira e Grattapaglia, 1996; Ellegren, 2004; Rakoczy-Trojanowska e
Bolibok, 2004; Menezes, 2007; Guichoux et al., 2011; Allendorf et al., 2013).

Para analise de polimorfismo de SSRs sdo usados primers flanqueadores da
regido do microssatélite, sendo, portanto, necessario um conhecimento prévio da
sequéncia de DNA do organismo a ser estudado, tornando essa técnica inicialmente
inacessivel a muitos taxa (Squirrell et al., 2003; Nybom, 2004). Com o advento de
técnicas mais simples para construgé@o de bibliotecas enriquecidas em microssatélites e,
posteriormente, com 0 sequenciamento de nova geracgdo, entretanto, o uso desses locos
para analises populacionais se tornou mais viavel, sendo utilizada para um nimero cada
vez maior de espécies (Zane et al., 2002; Angeloni et al., 2011; Guichoux et al., 2011,
Crichton et al., 2012; Ritter et al., 2012; Woéhrmann et al., 2013).
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De fato, com as novas tecnologias de sequenciamento, a andlise e 0
gerenciamento dos dados gerados tem se tornado um desafio maior que o
sequenciamento em si (Zhang et al., 2011; Allendorf et al., 2013). Adicionalmente, 0
uso de PCRs multiplex e genotipagem automatica aumentou a velocidade de
genotipagem de individuos, ao mesmo tempo em que diminuiu os custos (Allendorf et
al., 2013). Esse procedimento pode se dar de duas formas, denominadas multiplex
verdadeira, onde mais de um loco microssatélite &€ amplificado em uma mesma reacéao
de PCR, usando diferentes cores de fluorocromos para cada loco, ou pseudo-multiplex, a
qual se trata da juncdo de diferentes produtos de PCR simultaneamente em um Gnico
capilar do sequenciador (Guichoux et al., 2011). Além disso, como em alguns casos a
regido flanqueadora dos microssatélites € conservada, os primers desenhados para uma
espécie podem ser transferidos para outra espécie relacionada (Zane et al., 2002; Krapp
et al., 2012; Wohrmann et al., 2012, 2013; Allendorf et al., 2013).

Um outro tipo de polimorfismo que vem sendo mais frequentemente utilizado
sdo 0s SNPs (do inglés Single Nucleotide Polymorphism, ou polimorfismo de um Unico
nucleotideo) (Allendorf et al., 2013). Esses se tratam do tipo mais abundante de
polimorfismo no genoma, com um polimorfismo a cada 200-500 pb (Brumfield et al.,
2003). Por definicdo, os SNPs sdo alteracdes em posic¢Bes (locos) Unicas no genoma nas
quais diferentes sequéncias alternativas (alelos) existem em individuos normais em
alguma(s) populacdo (populacBes), enquanto o alelo menos frequente tem uma
abundancia de 1% ou maior, podendo ser, em principio, polimorfismos bi-, tri- ou tetra-
alélico (Brookes, 1999). A troca de uma purina por outra purina (G—A) ou de uma
pirimidina por outra pirimidina (C<T) é chamada transi¢do, enquanto transversdes sao
as trocas de uma purina por uma pirimidina ou o oposto (Allendorf et al., 2013). Dessa
forma, estritamente falando, insercdes/delecBes (indels) ndo sdo considerados SNPs,
muito embora tenham sido utilizados numa definicdo mais abrangente do termo
(Brookes, 1999). Os SNPs podem ser encontrados tanto em regides ndo-codificantes
como em regibes codificantes do genoma podendo ser, portanto, seletivamente neutros
ou ndo (Allendorf et al., 2013).

Diferencas nos genomas nuclear, mitocondrial ou cloroplastidial também podem
ser analisadas através de sequenciamento de regides previamente caracterizadas
utilizando primers “universais”. O sequenciamento do DNA citoplasmatico, por
exemplo, vem sendo particularmente Gtil para estudos de filogenia e filogeografia

(Avise, 2000). No caso do estudo de populacbes naturais de plantas, 0 DNA
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mitocondrial se mostrou menos Util que em animais, essencialmente por apresentar uma
taxa de substituicdo mais baixa, a qual resulta em uma menor variagdo, mas também por
apresentar recombinacdo com o DNA nuclear e também com o cloroplastidial
(Dumolin-Lapegue et al., 1997; Avise, 2000; Petit et al., 2005; Allendorf et al., 2013).
Por outro lado, para o cpDNA foram identificadas diversas regides, tais como introns ou
espacadores intergénicos que sdo variaveis em uma ampla gama de taxa (Taberlet et al.,
1991; Small et al., 1998; Shaw et al., 2005; Shaw et al., 2007), sendo que a maioria
dessa variacdo se deve a indels (Lowe et al., 2004). Com os dados gerados por cpDNA,
indices como diversidade, diferenciacdo e distancias genéticas podem ser calculados,
além da analise de processos historicos (Lowe et al., 2004). Essas regides vém sendo
utilizadas para diversos estudos, inclusive em espécies nativas brasileiras, como
Cedrela fissilis Vell. (Meliaceae), uma arvore nativa de florestas sazonais que apresenta
ampla distribuicdo no Brasil (Garcia et al., 2011). Para essa espécie, além de
marcadores de cpDNA, também o espacador transcrito interno (ITS - Internal
Transcribed Spacer) de DNA nuclear foi utilizado, e ambos os marcadores
identificaram o isolamento das populacdes em dois grupos distintos, 0s quais teriam
sido isolados no final do Mioceno e comeco do Plioceno em populagdes localizadas a
leste e oeste do Cerrado.

Mais recentemente, 0 campo da genética da conservacdo vem se beneficiando
amplamente da técnica do sequenciamento de nova geracdo, que permite a analise de
um grande volume de regides génicas e ndo-génicas, aliada a uma reducdo significativa
nos custos da andlise (Mardis et al., 2008a; Angeloni et al., 2012). As tecnologias de
sequenciamento de nova geracdo incluem o pirosequenciamento 454 da Roche, o
sequenciamento Illumina, o sistema SOLID da Applied Biosystems, dentre outros
(Mardis, 2008a, 2008b; Zhang et al., 2011). Embora utilizem diferentes estratégias para
separar espacialmente as moléculas que estdo sendo sequenciadas em paralelo, todas
independem da necessidade de clonagem prévia para andlise de genomas, 0 que
possibilita uma analise de milhares de sequéncias simultaneamente de forma mais
rapida e barata. As tecnologias de NGS oferecem a habilidade de gerar grandes
quantidades de dados de sequéncias a partir dos quais & possivel isolar e caracterizar
numerosos loci SSR ao longo de todo o genoma e inclusive aqueles baseados em genes
(Saarinen e Austin, 2010; Zalapa et al., 2012). Diversas espécies de plantas ja tiveram

SRR desenvolvidos a partir dessa tecnologia como, por exemplo, Fosterella rusbyi
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(Mez) L.B.Sm. (Bromeliaceae; Wohrmann et al., 2012) e Dyckia marnier-lapostollei
(Bromeliaceae; Wohrmann et al, 2013).

Dessa forma, a escolha da ferramenta adequada deve levar em consideracao
tanto a pergunta a ser respondida como o dominio técnico, a infraestrutura e a
disponibilidade financeira do laboratério (Parker et al., 1998; O’Hanlon et al., 1999;
Ouborg et al., 1999; Sunnucks, 2000; Lowe et al., 2004; Solé-Cava e Cunha, 2012).

3. Genética de populaces e conservagao

O uso de ferramentas moleculares para auxiliar na conservacdo de populacGes
naturais tem se tornado mais evidente recentemente, pois populacdes naturais sofrem
continuamente com alteragdes no ambiente ao qual precisam se adaptar, sendo
suscetiveis a doencas, pestes, parasitas, competidores e predadores, polui¢cdo, mas
também alteracdes que tém sido mais acentuadas nos Gltimos anos, como as dos ciclos
climaticos (como El Nifio e La Nifia) e mudancas climéticas globais induzidas pelo
homem (England et al., 2003; Frankham et al., 2006).

A base dessa adaptacdo é a variabilidade genética, a qual é continuamente
ampliada por mutagdo ou migracdo de individuos de outras populacBes, e
continuamente perdida através da deriva genética, endocruzamento e selecdo natural
(Frankham et al., 2006; Ingléz, 2006). Em populacdes pequenas e isoladas, essa perda é
ainda mais acentuada, pois a deriva genética e 0 endocruzamento sdo inversamente
proporcionais ao numero de individuos na populacdo (Solé-Cava, 2004). Além disso,
elevadas taxas de endocruzamento e deriva genética levam a reducdo no tamanho
populacional, entrando em um ciclo denominado vértex de extincdo (Frankham et al.,
2006; Banhos, 2009; Allendorf et al, 2013). Muito embora alguns autores sugiram que
outros fatores levariam a extincdo de uma espécie antes daqueles relacionados a
variabilidade genética, trabalhos recentes tém demonstrado o contrario (Spielman et al.,
2004; Evans e Sheldon, 2008). Vale a pena ressaltar, entretanto, que a baixa
variabilidade genética ndo € a causa da ameaca de extingdo, mas um indicador de
processos que podem levar a extingdo (Banhos, 2009).

Tradicionalmente, os principais aspectos estudados na genética de populacGes
estdo relacionados as estatisticas F de Wright e demais estatisticas correlacionadas,
incluindo estimativas de fluxo génico (Cunha e Solé-Cava, 2012). Entretanto, ainda de
acordo com esses autores, 0 desenvolvimento de novos métodos analiticos em resposta

a maior capacidade de processamento computacional e a grande quantidade de dados
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disponivel (gracas ao sequenciamento de nova geracdo e as novas técnicas de
genotipagem, com mais baixo custo) tem levado a medidas cada vez mais precisas de
diversas estimativas. Dentre 0s aspectos mais estudados na genética da conservagédo
estdo o numero de alelos e o nivel de heterozigosidade (relacionados a variabilidade
intrapopulacional), os niveis de divergéncia genética entre populagBes (inferidos,
principalmente, pelos indices de Fsr e pelo AMOVA) e o nivel de fluxo génico entre as
populacgdes, inferido pela taxa de migracdo e também relacionado a divergéncia entre
populacdes (Solé-Cava e Cunha, 2012; Allendorf et al., 2013).

Muito embora a deriva genética atue tanto em populacdes grandes como em
pequenas, nas Ultimas seus efeitos sdo mais intensos, pois as taxas de mutacdo (que
balanceiam as perdas de alelos) sdo normalmente muito baixas e, em populacbes
pequenas, 0s novos alelos gerados por mutacdo sdo facilmente perdidos (pois quanto
menor a frequéncia do alelo, mais fécil sera perdé-lo) (Banhos, 2009). Se o novo alelo
for vantajoso, ele pode aumentar em frequéncia em funcéo da selecéo natural e, muito
embora os impactos da fragmentacdo de habitat na variabilidade genética de espécies de
arvores tropicais ainda seja um topico bastante discutido (Ismail et al., 2012), sabe-se
que a perda de alelos por deriva genética pode levar a diferenciacdo, ao acaso, de
subpopulagdes que tenham sido fragmentadas (Frankhan et al., 2006).

A curto prazo a perda de heterozigosidade pode reduzir o vigor dos individuos
(depressdo endogamica) e a longo prazo diminuir a habilidade da espécie de responder
as pressdes de selecdo (Young et al., 1999). Além disso, juvenis resultantes de
endocruzamento tendem a ser mais suscetiveis a alteracbes no ambiente que ndo
afetariam individuos ndo-endocruzados (Crnokrak e Roff, 1999; Mills e Soulé, 2013).
Por fim, espécies com baixa variabilidade genética tém seu sucesso reprodutivo
reduzido. Em plantas isso pode acontecer, por exemplo, pela perda de alelos
relacionados a auto-incompatibilidade. Essa perda pode levar a uma homogeneizacao
dos alelos encontrados na populacgdo, fazendo com que ocorra uma redugdo no nimero
de individuos capazes de fecundar os demais (Ellstrand e Elam, 1993; Frankham et al.,
2006).

A divergéncia geneética entre populacGes € utilizada para definir a estrutura
genética populacional. Uma alta estruturacdo genética entre populagdes indica auséncia
de fluxo génico entre as mesmas, revelando que estas estdo isoladas; quando ndo existe
estruturagdo genética entre populagdes significa que estas sdo panmiticas, ou seja,

geneticamente se comportam como uma Unica populacdo, onde cada individuo tem a
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mesma probabilidade de cruzar com outro do sexo oposto (Andrade, 2006). Phillips et
al. (2012), por exemplo, observaram para a familia Orchidaceae que, muito embora a
diferenciacdo entre populacGes seja em geral baixa para a familia, populacGes de
espeécies raras apresentavam maior diferenciacdo que populacbes de espécies comuns.
Os autores sugerem que 0 motivo seja a auséncia de populacgdes intercalares, que
propiciariam o fluxo génico entre as populagdes disjuntas, fato comum em espécies
raras. J& em um outro trabalho também com bromélias, Palma-Silva et al. (2011)
observaram que, apesar de possuirem populacdes geograficamente isoladas, quatro
espécies simpatricas que ocorrem em inselbergs sdo capazes de manter sua coesao
genética, apesar do baixo fluxo génico intraespecifico.

Diversas disciplinas vém auxiliando os estudos de genética da conservacdo
desde sua criacdo e os dados obtidos tém sido utilizados ndo apenas para inferir a
variabilidade genética de populagdes, mas também para a caracterizacao de sistemas de
cruzamento e estrutura genealdgica, estimativa de taxas de polinizacdo e dispersao de
frutos e sementes (identificando taxas de migracdo e dispersdo), identificacdo de
produtos comercializados ilegalmente e da origem de bioinvasfes e auxilio em seu
controle, bem como discriminacdo de taxons e hibridos (Young et al., 1999; Goldstein
et al., 2000; Colevatti et al., 2001; Wasser et al., 2008; Field et al., 2009; Banhos, 2009;
Grivet et al., 2009; Solé-Cava e Cunha, 2012).

Dessa forma, além de fornecer subsidios para decisdes de manejo de populagdes
existentes, a genética da conservacdo também contribui para o desenvolvimento de
medidas que levem a expansdo da diversidade genética de espécies ameacadas de
extingdo (O’Brien, 1994, Krakowskiet et al., 2003; Solé-Cava, 2004; Adrianoelina et
al., 2006; Azevedo et al., 2007; Cavallari, 2008). Um bom exemplo de como a genética
de populacdes pode auxiliar nas analises de taxas de polinizacdo € o trabalho de Ojeda-
Camacho et al. (2011). Nele os autores analisaram populag¢fes nativas (controle) e
cortadas seletivamente de Guibourtia chodatiana (Caesalpinioideae) e observaram uma
producdo de frutos duas vezes maior nas areas controle, sugerindo uma limitacdo no
polinizador que levou a uma reducdo no nimero de ovulos fertilizados nas popula¢ées
cortadas seletivamente.

A expectativa, portanto, é que as analises genéticas tenham um papel cada vez
maior na biologia da conservacdo no futuro, principalmente com o sequenciamento em
massa do genoma parcial ou completo de diversas espécies e de varios individuos de

cada especie, aliado a habilidade de examinar centenas ou milhares de marcadores com
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relativa facilidade (Holsinger, 2010; Allendorf et al., 2013). Aliadas a essa nova e sem
precedentes disponibilidade de dados, novas ferramentas de analise, processamento e
compartilhamento de informacgdes vém sendo desenvolvidas. Um bom exemplo é o
SUPERSMART, uma plataforma de acesso livre que objetiva produzir uma supermatriz
e uma mega-filogenia de plantas, fungos e animais calibrados por fosseis, e que estima
taxas de especiagdo, extin¢do e migracao para areas e clados (Dawson et al., 2013)

4. O Cerrado

As savanas tropicais cobrem entre 15 e 24,6 x 10° Km? da superficie da América
do Sul, Africa e Asia. Dentre essas, a maior, mais rica e possivelmente mais ameacada é
o Cerrado, 0 qual é composto por formacles vegetacionais abertas com um estrato
herbadceo sempre presente e estratos arbustivos e/ou arboreos mais ou menos
desenvolvidos, sujeitos a queimadas (Coutinho, 1978; da Silva e Bates, 2002; Klink e
Machado, 2005; Batalha e Martins, 2007; Magnusson et al., 2008). Sendo o segundo
maior dominio neotropical, perdendo em extensdo apenas para a Floresta Amazonica, o
Cerrado faz parte da chamada "diagonal de formacdes abertas”, que divide as florestas
pluviais Amazdnica (ao norte) e Atlantica (ao sudeste) (Collevatti et al., 2001; Klink e
Machado, 2005; Werneck et al., 2012). Ao longo dessa diagonal, o Cerrado é cercado a
nordeste pela Caatinga (uma regido nuclear das florestas tropicais sazonais secas -
SDTF, do inglés Seasonally Dry Tropical Forests) e a sudoeste pelo Chaco, com
enclaves de SDTF que podem ser encontrados em manchas de solos férteis dentro do
Cerrado (Pennington, 2000; Werneck et al., 2012).

O Cerrado é considerado uma parte da savana localizada na América do Sul. Ao
norte da Floresta Amazonica, esta savana € encontrada em manchas em Llanos, Gran
Sabana, Roraima, Peru, Monte Alegre, Amapa e Marajo, sendo denominada Cerrado
quando localizada ao sul desta floresta (da Silva e Bates, 2002; Werneck et al, 2012)
(Fig. 5). Tem sua origem comumente atribuida ao resfriamento global do final do
Mioceno, o qual levou a uma diminui¢cdo na umidade e a uma expansdo dos habitats
secos e abertos, contribuindo para a expansdo de gramineas C4 e subsguente
estabelecimento dos Cerrados (Simon e Pennington, 2012; Hughes et al., 2013). De
acordo com Ledru (2002), o primeiro registro de vegetacdo do tipo Cerrado data de
32.000 anos atras, no Plateau Central Brasileiro.
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Trata-se de uma vegetacdo xeromorfica, cujas arvores e arbustos frequentemente
possuem casca grossa, troncos e galhos retorcidos, especialmente em areas onde o fogo
é frequente, com muitas espécies com folhas grandes, espessas, duras e glabras, como
encontrado na familia VVochysiaceae (Eiten, 1972). A flora arbdrea é principalmente
composta por plantas esclerofilas perenes adaptadas as queimadas periddicas, com
sistemas radiculares bem desenvolvidos, permanecendo verdes durante oS meses
relativamente secos do inverno, enquanto a camada herbacea é sazonal, se tornando seca
e de coloracdo amarronzada durante o inverno e verde durante o verdo (Alves, 2007).
Os solos tém estreita relagdo com as diferentes fisionomias da vegetacdo, apresentando
maior biomassa e atividade em fisionomias do tipo florestal (por exemplo, mata de
galeria) em relacdo aqueles de fisionomia mais aberta, como savana (Mendes et al.,
2012).
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Figura 5. Distribuicdo dos principais dominios na América do Sul, com énfase para as
principais savanas sul-americanas (indicadas em cinza escuro). Modificado de da Silva
e Bates, 2002

Considerado a ultima fronteira agricola do planeta (Borlaug, 2002), os Cerrados

se desenvolveram sobre solos muito antigos e intemperizados, com baixos niveis de
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nutrientes mas elevados niveis de acidez e aluminio (Klink e Machado, 2005). Apesar
de pobres em nutrientes, esses solos podem se tornar férteis para a agricultura com a
adicdo de fertilizantes e calcario. Dessa forma, a agricultura moderna, em especial a
cultura da soja, e as grandes extensdes de pastagens, tém convertido extensdes cada vez

maiores de Cerrado em area cultivavel (Klink e Machado, 2005).

4.1. Caracterizagdo do Cerrado brasileiro

A area do Cerrado, incluindo a regido central e os enclaves em outros biomas, inclui os
estados de Amapa, Bahia, Ceara, Distrito Federal, Goids, Maranhdo, Minas Gerais,
Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Para, Parang, Piaui, Rond6nia, Roraima, S&o Paulo e
Tocantins, totalizando 1.445 municipios e 1,86 milhdes de Km? (da Silva e Bates, 2002;
Marcuzzo et al., 2012). O clima predominante no dominio do Cerrado é o Tropical
sazonal, de inverno seco (Coutinho, 2000).

O Cerrado brasileiro ocupa mais de 20° de latitude e 10° de longitude,
abrangendo cerca de 22% do territério do Brasil, ocorrendo desde o nivel do mar até
altitudes superiores a 1.800 m, com precipitacdes que vao de menos de 800 mm (NE)
até mais de 2.000 mm (N) e que concentram-se nos meses de primavera e verdo
(outubro a marco) e temperaturas médias que variam de 20 a 25°C (Ratter et al, 1997;
Furley e Ratter, 1988; Coutinho, 2000; Costa et al., 2004; Felfili e Silva Junior, 2005).
De fato, o Cerrado abrange uma &rea tdo extensa do Brasil que uma grande variagdo no
solo e tipos de climas pode ser encontrada dentro dos seus limites (Alves et al., 2007).
Essas caracteristicas, incluindo fatores edéaficos, acdo do fogo, topografia e drenagem,
levam a grande riqueza e diversidade floristica encontradas nesse dominio (Costa et al.,
2004).

Consequentemente, ao menos cinco fitofisionomias sdo reconhecidas para o
Cerrado, sendo estas o “campo limpo” (predominio do componente herbaceo), 0 campo
sujo, o campo Cerrado, o Cerrado "sensu stricto" (formagdes "savanicas™) e o
“cerradao” (predominio do componente arbustivo-arb6reo), em um "complexo de
formacgOes oreédicas" (Coutinho, 1978). Embora todas estas formacdes sejam naturais,
Eiten (1972) descreveu que em diversas areas as formas mais abertas se tratavam na
verdade da degradacdo de uma formacdo mais densa, quer por desmatamento, por

queimadas anuais, ou por ambos.
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Essa grande variagdo nas fitofisionomias se reflete numa elevada riqueza de
espécies. Juntas, as plantas herbaceas, arbustivas, arbdreas e cipds somam mais de
7.000 espécies, valor superior aquele encontrado na maioria das regides do mundo
(Mendonca et al., 1998; da Silva e Bates, 2002). O Cerrado também possui um numero
significativo de endemismos, chegando, por exemplo, a 38% do total de espécies de
répteis e 44% da flora, sendo a savana tropical mais diversificada do mundo (Machado
et al., 2004; Klink e Machado, 2005). Também relacionada a essa grande variacdo de
fisionomias, existe uma grande diferenciacdo floristica. Ratter et al. (2003)
identificaram que, das 914 espécies de arvores e arbustos encontradas em 315
localidades do Cerrado central e algumas manchas de Cerrado (excluindo areas
disjuntas da Amazonia), apenas cerca de um terco sdo encontradas em mais gque oito
localidades e 614 foram encontradas em poucas areas, sendo consideradas "muito
raras". Cerca da metade dessas arvores foram encontradas em apenas uma localidade
("unicatas"). Em relagdo ao total de espécies endémicas no mundo, de acordo com
Myers et al. (2000) o Cerrado abriga cerca de 1,5% de todas as plantas bem como 0,4%

das espécies de vertebrados.

4.2. Divisoes do Cerrado

O Cerrado abrange o Cerrado central, que ocupa o planalto central do Brasil,
estendendo-se até o Piaufi e 0 Maranhéo e ocupando cerca de 1,5 milhdo de Km?, e areas
disjuntas, conhecidas como Cerrados marginais, que sédo encontradas nas regides Norte,
Nordeste e Sudeste, localizadas em outros dominios que ndo o dominio Cerrado
(Coutinho, 2000; Costa et al., 2004; Machado et al., 2004). No Norte, essas areas sao
conhecidas como "savanas amazOnicas", as quais sdo encontradas também em outros
paises amazonicos, como Suriname, Guiana, Guiana Francesa, Venezuela, Colémbia e
Bolivia (Eiten, 1972; Magnusson et al., 2008). Muito embora possuam menor riqueza
que as savanas do Brasil Central, as savanas amazonicas possuem varias espéecies em
comum com as primeiras, com cerca de metade das espécies encontradas em ambas as
areas (Ratter et al., 2003; Magnusson et al., 2008).

Além da subdivisdo entre Cerrado central e Cerrados marginais, analises floristicas
demonstraram um forte padrdo geografico na distribuicdo da flora entre as &reas
amostradas, permitindo a distin¢ao das seguintes regides (Ratter et al. 2003) (Fig. 6):

1) Sul: Parand, S&o Paulo e sul de Minas Gerais

2) Central e Sudeste: Minas Gerais, Goias e Distrito Federal
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3) Centro-oeste: a maior parte do Mato Grosso, Goias, Mato Grosso do Sul,
oeste do Tocantins e sudeste do Para

4) Extremo-oeste: Rondbnia

5) Norte e Nordeste: Bahia, Ceara, extremo norte de Minas Gerais, Maranh&o,

Tocantins, Piaui e Para (Alter do Chao)

6) Grupos disjuntos das savanas amazonicas

|
%

N & NE (disjunct) N
DA (disjunct)

FWM (part)

N
0 500km

Figura 6. Localizagdo das seis regides floristicas de Cerrado de acordo com Ratter et al. (2003). S,
Sul; C & SE, Central e Sudeste; CW, Centro-oeste; N & NE, Norte e Nordeste; DA, grupos
disjuntos das savanas amazonicas; FWM, Oeste. Retirado de Ratter et al. (2003)

Essa subdivisdo também parece ser corroborada por dados biogeograficos e
filogeograficos (Fiaschi e Pirani, 2009). Para a Asteraceae Lychnophora ericoides
Mart., uma diferenciacdo entre as populacbes encontradas na regido central e as
encontradas no sudeste foi detectada, sem nenhum hapl6tipo compartilhado entre essas
duas areas (Collevatti et al., 2009). Ainda de acordo com os autores, é provavel que a
distribuicdo disjunta encontrada atualmente seja uma consequéncia da expansdo da

distribuicdo geogréafica ocorrida durante periodos mais secos e frios, seguida da retracdo
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da distribuicdo em periodos mais Umidos e quentes. Para Tibouchina papyrus (Pohl)
Toledo, uma Melastomataceae endémica de savanas rochosas do Brasil central, um alto
nivel de diferenciacdo foi encontrado e o isolamento das populacdes também foi
relacionado a eventos de expansdo e retracdo ocorridos durante o Pleistoceno (Collevatti
et al., 2012a). Ramos et al. (2007) encontraram para Hymenaea stignocarpa uma
divisdo semelhante, onde as populagdes se agruparam geograficamente em oeste, central
e leste. Para esses autores, entretanto, durante o periodo glacial houve extincdo de
populacdes ao sul de distribuicdo da espécie, a qual haveria sido recolonizada
posteriormente por populacGes localizadas mais ao norte da distribuicao.

Em outro estudo, foi observado para a espécie Plathymenia reticulata Benth., a
qual ocorre na Mata Atlantica e nas areas centrais e na porcdo do Nordeste do Cerrado,
uma maior diversidade em Minas Gerais e Goiés, bem como uma baixa diversidade nas
populacbes do Nordeste e dos Cerrados mais ao sul, com varios de seus hapl6tipos em
comum com aqueles encontrados na regido central (Novaes et al., 2010). Os autores
sugerem que as ultimas populacdes teriam dado origem as marginais, sendo que as
populacdes do Nordeste teriam se originado por duas rotas diferentes, uma leste
(Atlantica) e uma oeste (continental). Adicionalmente, todas as espécies que ocorreram
nas areas de savanas amazonicas apresentaram sementes aladas ou endozoocoricas,
dispersas principalmente por aves e mamiferos, indicando que estes modos de dispersédo
fornecem maior sucesso na colonizacdo de areas distantes e/ou isoladas (Vieira et al,
2002).

Assim, a origem dos Cerrados marginais, bem como a distribuicdo da
diversidade genética nas populacdes do Cerrado, ainda permanecem pouco
compreendidas. A fim de compreender melhor as relacGes entre diferentes populacdes
de plantas do Cerrado, bem como sua historia evolutiva, diversas espécies vém sendo
estudadas, e marcadores moleculares do tipo microssatélites vém sendo desenvolvidos
para um ndmero cada vez maior de espécies, inclusive de plantas (por exemplo,
Collevatti et al., 2001; Braga et al., 2007; Martins et al., 2008; Ritter et al., 2012;
Soares et al., 2012; Telles et al., 2013). Mesmo assim, Werneck et al. (2012) ainda
enfatizam a necessidade de aumentar o conhecimento dos padrdes de distribuicdo da

diversidade genética ao longo do Cerrado para identificar areas criticas para protecéo.
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4.3. Conservacao do Cerrado

Estimativas indicam que mais da metade dos cerca de dois milhdes de Km? de
Cerrado que inicialmente se estendiam pelo Brasil foi transformada para a agropecuéria
nos ultimos 35 anos, valor trés vezes superior a area desflorestada na Amazénia no
mesmo periodo (Klink e Machado, 2005). A vegetacdo original vem sendo substituida
principalmente por pasto para gado e por plantio de soja, algodao, milho, milheto, sorgo
e girassol (Machado et al., 2004). De acordo com Klink e Machado (2005), "A area
total para conservacdo é de cerca de 33.000 km? claramente insuficiente quando
comparada com os principais usos da terra no Cerrado”.

Por seu alto nivel de endemismo e tamanhas taxas de degradacédo, o Cerrado foi
considerado por Myers et al. (2000) um dos 25, atualmente 34 (Mittermeier et al., 2005)
hotspots de conservacdo mundiais. Entretanto, as barreiras a conservacdo desse
Dominio encontram raizes mais profundas, pois o proprio Cédigo Florestal exige que
apenas 20% da area dos estabelecimentos agricolas sejam preservadas como reserva
legal no Cerrado, enquanto nas areas de floresta tropical na Amazodnia esse percentual
sobe para 80% (Klink e Machado, 2005). Adicionalmente, ainda de acordo com esses
autores, somente 2,2% do Dominio estd legalmente protegido. Por esses motivos,
estudos que possibilitem uma melhor compreensdo do Cerrado estdo se tornando cada
vez mais necessarios (Ratter et al., 1997; Castro et al., 1999; Machado et al., 2004;
Klink e Machado, 2005).

A identificacdo de areas criticas para conservacdo tem se tornado cada vez mais
necessaria, especialmente devido a intensa degradacdo desse dominio, mais intensa em
areas de maior ocupacdo humana e com maior quantidade de remanescentes naturais
(Silva et al., 2010; Rocha et al., 2012). As principais ameacas ao dominio incluem
agricultura, pasto, extrativismo e queimadas. Em um estudo recente, Rachid et al.
(2013) observaram, inclusive, reducdo na populacdo de bactérias e significativa
mudanca estrutural na comunidade de bactérias do solo cultivado por cana de agucar
guando comparado ao solo ocupado por espécies nativas. Por apresentar alta resiliéncia,
entretanto, a regeneracdo natural de areas abandonadas tem provado ser uma eficiente
medida de restauracdo, mesmo em areas de monocultura (Soares e Nunes, 2013).

Entretanto, devido a todas as ameacas ao dominio, associados ao aumento na
temperatura média global e suas consequéncias, é possivel que a distribuicdo de muitas
espécies seja alterada, caso nada seja feito. Por exemplo, para Caryocar brasiliense A.

St.-Hil., foi predito que em 50 anos as Unicas areas climaticas propicias ao seu
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desenvolvimento estardo restritas ao limite sul da distribuicdo do Cerrado, o qual sdo
também as areas de maior disturbio e cujas popula¢des possuem o0s mais altos niveis de
endogamia no presente (Collevatti et al., 2011). Para Dipteryx alata Vogel um padréo
similar de modificacdo na distribuicdo foi observado em 50 anos, entretanto, por possuir
uma maior tolerancia, a mesma nao sofreria alteracGes genéticas significativas até um
limite de 50% de redugdo nas areas climaticamente propicias (Diniz-Filho et al., 2012).
O pequeno numero de unidades de conservacdo no dominio tornam a
necessidade de estudos que identifiquem areas prioritarias ainda mais iminentes.
Existem poucas reservas de grande tamanho (acima de 25.000 ha) e as mesmas néo sao
distribuidas de forma uniforme no dominio (da Silva e Bates, 2002). Por exemplo, no
estado de Sao Paulo, somente 0,5% deste dominio encontra-se protegido por unidades
de conservacdo e os fragmentos remanescentes sofrem ameacas que incluem o
isolamento, risco de incéndios e invasdo por espécies vegetais exoticas (Durigan et al.,
2004; 2007). De acordo com Coutinho (2000), "é extremamente urgente que novas
unidades de conservacao representativas dos Cerrados sejam criadas ao longo de toda a
extensdo desse dominio, ndo s6 em sua area nuclear, mas também em seus extremos
norte, sul, leste e oeste. S6 assim se conseguird conservar, a tempo, 0 maior nimero de

espécies de sua rica e variadissima flora e fauna".

5. Alibertia edulis (Rich.) A.Rich. ex D.C. e Qualea grandiflora Mart.

Os Cerrados apresentam uma flora muito diversa, com mais de 800 espécies de arvores
e talvez quatro vezes essa quantidade de ervas e arbustos (Oliveira e Gibbs, 2000; da
Silva e Bates, 2002). Em uma abrangente analise da composicéo floristica do Cerrado,
Ratter et al. (2003) investigaram 376 areas encontradas tanto no Cerrado central gquanto
nos marginais, listando as espécies de acordo com a sua ocorréncia. Espécies de
distribuicio ampla (encontradas tanto nas 4&reas centrais quanto nas savanas
amazonicas), por exemplo, foram identificadas com a letra "W" (do inglés, widespread).
Um estudo que vise compreender as relac@es filogeograficas de espécies de plantas do
Cerrado deveria, idealmente, incluir espécies dentro desta categoria, pertencentes a
familias distintas, a fim de ndo incorrer no erro de detectar as relagdes da familia e ndo
do dominio, e preferencialmente incluir espécies com caracteristicas ecologicas e de

distribuicdo distintas, a fim de evitar estar detectando as relagdes ecoldgicas e ndo do
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dominio. Dentre as diversas espécies que se enquadram nessa categoria, se encontram
Alibertia edulis (Rich.) A.Rich. ex D.C. (Rubiaceae) e Qualea grandiflora Mart.

(Vochysiaceae).

5.1. Alibertia edulis

A familia Rubiaceae é composta por ervas, subarbustos, arbustos e arvores,
menos frequentemente lianas, possuindo folhas opostas, menos frequentemente
verticiladas, simples, com margem inteira (Judd et al., 2009). Possui distribuicdo
cosmopolita, concentrada nos tropicos, incluindo aproximadamente 550 géneros e 9.000
espeécies, dos quais 120 géneros e 2.000 espécies ocorrem no Brasil, correspondendo a
uma das principais familias da flora brasileira e constituindo um importante elemento
em quase todas as formacgdes naturais (Souza e Lorenzi, 2008). O género Alibertia
possui 28 entradas de espécies aceitas segundo o The Plant List. Na filogenia do género
Alibertia, a espécie A. edulis pertence ao clado Alibertia edulis, o qual tem centro de
diversidade no oeste amazénico (Persson, 2000). Ainda de acordo com Persson (2000),
A. edulis € uma especie amplamente distribuida também encontrada em savanas.

A espécie A. edulis (Fig 7 a-c) , comumente conhecida como goiaba preta ou
marmelinho do Cerrado, € uma espécie arbdrea das savanas brasileiras que pode atingir
até oito metros de altura (Fig. 7 a), com folhas verde-escuras simples, opostas, cruzadas,
com &pices agudos a acuminados, margens inteiras, nervuras secundarias impressas na
face superior e salientes na inferior (Fig. 7 b), com peciolos de at¢é 1,5 cm de
comprimento e flores brancas (Fig. 7 b) (Silva et al., 2008; Silva Junior e Pereira,
2009). Pertence ao grupo informal denominado "Alibertia”, o qual é composto por 11
géneros e cerca de 120 espécies (Persson, 2000). Dentre esses, o género Alibertia,
juntamente com os géneros Tocoyena e Palicourea (os quais ndo fazem parte do grupo
Alibertia), destacam-se no Cerrado (Souza e Lorenzi, 2008). Todos 0s membros do
grupo Alibertia sdo arbustos ou arvores didicos, com corola de estivacdo contorta, frutos
indeiscentes com muitas sementes e com polpa suculenta (Fig. 7 ¢) (Persson et al.,
2000). No caso de A. edulis, espécie-tipo do género, os grdos de polen sdo do tipo
porado (Persson, 2000) e os frutos ficam pretos quando maduros (Silva Junior e Pereira,
2009).

No Brasil Central, a espécie ocorre nas margens das matas de galeria, matas
estacionais e cerraddes, enquanto nos campos arbustivo-arboreos da Ilha de Marajo ela

ocorre de forma isolada ou formando aglomerados, em areas que em geral ficam
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afastadas das zonas de inundagdo anual (Amaral et al., 2007; Silva Junior e Pereira,
2009). Sua floracdo é mais frequente entre setembro e outubro, com pico de
amadurecimento de seus frutos entre novembro e janeiro. Ainda ndo ha informacdes
sobre sua polinizacdo, mas a dispersao de seus frutos é feita por animais (Silva Janior e
Pereira, 2009).

Além de seu potencial como planta ornamental, os frutos de A. edulis, apesar de
possuirem pouca polpa, séo uma importante fonte de alimentagédo para a populacao local
(Almeida et al., 1998, Silva et al., 2008). Além disso, o fruto também ¢ parte da dieta da
fauna nativa do Cerrado (Souza-Silva e Ferreira, 2004). A reproducgdo sexual é a Unica
forma de propagacdo conhecida para a espécie e a viabilidade das sementes diminui
com o tempo, pela dessecacdo (Silva et al., 2008). A espécie se mostra de grande
utilidade em sistemas agroflorestais, pois pode ser utilizada como frutifera, madeireira,
medicinal, além de poder ser utilizada no reflorestamento da mata ciliar (Pott e Pott,
2003).

Analises moleculares recentes demonstraram que o género Borojoa faz parte do
género Alibertia, assim como a espécie Randia tessmannii (Persson, 2000). Ainda de
acordo com esses autores, 0 género Alibertia foi subdividido em dois clados, o clado
"Alibertia edulis" e o clado "Alibertia sessilis”, os quais também se diferenciam

morfologicamente principalmente pela diferenca no tamanho de seus frutos.

5.2. Qualea grandiflora

A espécie Q. grandiflora, conhecida popularmente como pau-terra, € uma das principais
representantes da familia Vochysiaceae no Cerrado. VVochysiaceae possui distribuicao
Neotropical, exceto pelos géneros Erismadelphus e Korupodendron, nativos da Africa
Ocidental (Souza e Lorenzi, 2008). A familia compreende plantas sempre lenhosas,
geralmente arboreas, que se caracterizam por possuir uma pétala maior do que as outras,
basalmente expandida ou modificada como espordo e geralmente com um unico estame
fértil oposto a pétala maior. Inclui oito géneros e cerca de 250 espécies, dos quais seis
géneros e aproximadamente 150 espécies ocorrem no Brasil (Barbosa, 1999; Souza e
Lorenzi, 2008; Judd et al., 2009). Além do género Qualea, sdo encontrados nos
Cerrados brasileiros 0s géneros Vochysia (pau-de-tucano, cambard), Callisthene
(itapicuru, pau-de-pildo), além da espécie monotipica Salvertia convallariodora (colher-

de-vaqueiro) (Souza e Lorenzi, 2008).
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A familia tem grande importéncia na caracterizacao fitofisiondmica do ambiente
onde ocorre, pois, durante a época da floragdo, suas espécies se destacam através de
suas inflorescéncias alongadas e vistosas (Barbosa, 1999). Essa elevada frequéncia de
ocorréncia da familia no Brasil Central vem sendo explicada por uma de suas principais
caracteristicas, a propriedade de acumular aluminio em suas folhas (Barbosa, 1999). As
Vochysiaceae foram tradicionalmente associadas as Rutales (Sapindales) ou as
Polygalales, e apenas ap6s o advento de trabalhos de filogenia ficou evidente sua
relacdo com as Myrtales (Barbosa, 1999; Souza e Lorenzi, 2008).

Qualea grandiflora tem habito arbustivo-arbdreo (Fig. 7 d), chegando até 30 m
de altura, com casca espessa e folhas opostas cruzadas, coriaceas (Paulilo, 1991;
Hiruma-Lima et al., 2006). Possui nectarios extraflorais dispostos junto ao peciolo,
flores com uma unica pétala de cor amarela (Fig. 7 e), frutos deiscentes, secos, com trés
valvas lenhosas, de sementes aladas (Fig. 7 f) (Fonte: Rede de Sementes do Cerrado;
Gaspi et al., 2006). Parte dessas sementes (cerca de 80% da producdo) se trata de
sementes escuras, inviaveis, e mesmo as demais, claras, possuem baixa taxa de
germinacdo, a qual é aumentada quando o tegumento é retirado (Paulilo, 1991). S&o
plantas deciduas, cuja brotacdo ocorre no inicio da estacdo chuvosa, polinizadas por
mariposas e dispersas anemocoricamente (Fonte: Rede de Sementes do Cerrado;
Ferreira et al., 2001; Lenza e Klink, 2006). A baixa restricdo da espécie em relacdo aos
niveis de recursos e condi¢Bes (luminosidade e nutrientes no solo) parecem ser a causa
da grande amplitude geografica de sua distribuicdo, pois Q. grandiflora é a lenhosa de
maior distribuicdo no Cerrado (Ratter et al., 2003; Costa e Santos, 2011).

As Vochysiaceae apresentam reduzida utilidade econdmica, sendo usadas apenas
em algumas regides como medicinais e madeireiras, além do uso esporadico de algumas
espécies como ornamentais (Hiruma-Lima et al., 2006; Ayres et al., 2008; Souza e
Lorenzi, 2008). Ecologicamente, além dos recursos oferecidos pelas flores, os
representantes da familia também oferecem ao ecossistema recursos alimentares
adicionais, como casca e exsudatos, como observado pelo uso por primatas e insetos
(Barbosa, 1999).

Apesar de sua amplitude de distribuicdo e de sua importancia ecoldgica, foi
demonstrado, em uma area de cerraddo, que a populacdo de Q. grandiflora estd em
declinio, com a maior parte dos individuos encontrados nas classes finais de diametro
(ou seja, individuos adultos), e um baixo nivel de recrutamento (Silva e Soares 1999).

Recentemente, porém, primers para amplificar regies de SSR nucleares foram
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descritos para Q. grandiflora, representando um grande passo para o inicio de analises
populacionais dessa espécie (Ritter et al., 2012). Estes locos poderdo auxiliar na
compreensdo ndo apenas de sua dinamica populacional, mas das relacdes entre as
diferentes populacgdes.

Dessa forma, com suas diferentes caracteristicas morfologicas e ecoldgicas, A.
edulis e Q. grandiflora representam boas ferramentas para uma andlise que vise
compreender melhor as relacfes biogeograficas entre os Cerrados marginais e o Cerrado
central. Tal analise se torna cada vez mais urgente, face a crescente degradacao desse

dominio ameacado.
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Figura 7. Espécies analisadas. (A) Individuo de Alibertia edulis de Urugui (Piaui); (B) Detalhe da inflorescéncia de A.
edulis, mostrando uma flor de cor branca, com destaque também para as nervuras na face adaxial das folhas; (C)
Fruto imaturo de A. edulis, com destaque também para a filotaxia oposta cruzada; (D) Individuo de Q. grandiflora de
Urugui (Piaui) em floragdo; (E) Detalhe da inflorescéncia de Q. grandiflora, destacando a pétala Unica de cor
amarela; (F) Fruto de Q. grandiflora, apds a deiscéncia, com detalhe para semente alada no interior do fruto. Fotos

A-E - da autora; foto F - http://www.kew.org/
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CAPITULO 1 - Analise filogeografica de duas espécies arboreas revela

diferenciacéo longitudinal dos Cerrados marginais e central

A ser submetido a

Molecular Ecology
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Short running title: Rela¢des filogeograficas entre os Cerrados

RESUMO

O Cerrado, um dos 34 hotspots mundiais para conservacdo, € o segundo maior dominio
fitogeografico do Brasil e apresenta uma distribuicdo descontinua com diferentes
composicdes floristicas e fisionomias, sendo dividido em Cerrado central e enclaves de
Cerrado em outros dominios (Cerrados marginais). O presente trabalho objetivou
investigar as relacdes filogeograficas entre o Cerrado central e os Cerrados marginais, a
fim de compreender a origem dos Cerrados marginais e contribuir para sua conservacao.
Para tanto, foram amostradas popula¢@es de duas espécies, Alibertia edulis (Rubiaceae)
e Qualea grandiflora (Vochysiaceae) por meio da analise das regides nao-codificantes
do genoma cloroplastidial (cpDNA) matK, ndhF e psbA-trnH. Ambas as espécies
apresentaram baixos niveis de polimorfismo intrapopulacional, o que refletiu em baixos
valores de diversidade nucleotidica e haplotipica. Houve grande diferenciacéo

populacional e regional, mas uma distincdo entre Cerrados centrais x Cerrados
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marginais ndo foi suportada. Para A. edulis, as popula¢des do Parg, Piaui, Mato Grosso
e parte de Goids mostraram-se mais relacionadas e separadas das populacbes de S&o
Paulo, Minas Gerais, Distrito Federal e centro-oeste de Goias. As populacbes de Q.
grandiflora também apresentaram forte estruturacdo geografica. Trés das populacdes
analisadas, encontradas em Cerrados "marginais”, apresentaram haplétipos exclusivos
ou raros e por vezes ancestrais. Nossos dados sugerem um gradiente leste-oeste na
distribuicdo da diversidade genética nas espécies do Cerrado analisadas, possivelmente
resultado de disjuncdes ocorridas durante o Pleistoceno. As populacdes a oeste desse
gradiente se encontram mais vulneraveis, por ndo se encontrarem em unidades de
conservacao e por estarem isoladas das demais, o que foi indicado pela presenca de

haplo6tipos exclusivos ou raros.

INTRODUCAO

O Cerrado é o0 segundo maior dominio fitogeografico brasileiro, ocupando
originalmente cerca de 22% do territorio nacional, numa area de 1,86 milhdes de km?2
gue ocupa mais de 20° de latitude e 10° de longitude (Ratter et al., 1997; Furley e Ratter,
1988; Coutinho, 2000; Costa et al., 2004; Felfili e Silva Janior, 2005). Possui solos
acidos e pobres em célcio e magnésio, com uma flora adaptada ao fogo (Pennington et
al., 2000; Simon et al., 2009). Essas caracteristicas, incluindo fatores edéaficos, acdo do
fogo, topografia e drenagem, levam a elevada riqueza e diversidade floristica
encontradas nesse dominio (Costa et al., 2004).

Por outro lado, o Cerrado se encontra na fronteira agricola do pais e estimativas
indicam que mais da metade dos quase dois milhdes de km?® de Cerrado que
inicialmente se estendiam pelo Brasil foi destinada para a agropecuéaria nos Gltimos 35
anos, valor trés vezes superior a area desflorestada na Amazdnia no mesmo periodo
(Klink e Machado, 2005). Devido ao seu alto nivel de endemismo, associado a suas
elevadas taxas de degradacdo, o Cerrado foi considerado em 2005 por Mittermeier e
colaboradores um dos 34 hotspots mundiais para a conservacdo. O pequeno namero de
unidades de conservagdo no dominio torna ainda mais iminentes estudos que
identifiquem areas prioritarias. Apenas 2,2% do dominio se encontra sob protecao legal,
existem poucas reservas de grande tamanho (acima de 25.000 ha), e as mesmas nao séo
distribuidas de forma uniforme no dominio (da Silva e Bates, 2002; Klink e Machado,
2005).
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O Cerrado abrange o Cerrado central, que ocupa o planalto central do Brasil,
estendendo-se até o Piauf e o Maranhéo totalizando cerca de 1,5 milhdo de km? e 4reas
disjuntas, conhecidas como Cerrados marginais, que sdo encontradas nas regides Norte,
Nordeste e Sudeste, as quais estdo localizadas em outros dominios que ndo o dominio
Cerrado (Coutinho, 2000; Costa et al., 2004; Machado et al., 2004). Baseado no padréo
geogréfico na distribuicdo das espécies vegetais observado, Ratter et al. (2003)
propuseram uma subdivisdo do Cerrado em seis areas, estando os Cerrados marginais
isolados geograficamente do Cerrado central, como no caso dos encontrados no Sul
(incluindo, em sua divisdo, Sdo Paulo) ou na Amazonia, ou associados a algumas areas
do Cerrado central, como os da subdivisdo Norte e Nordeste. Ainda de acordo com
esses autores, a populacdo de Alter do Chéo, localizada no estado do Pard (Cerrado
marginal, encontrado na floresta Amazonica, Norte do Brasil) se mostra floristicamente
mais relacionada a populagdes encontradas no Nordeste do Brasil do que a outras
populagdes de Cerrado encontradas no Norte.

Acredita-se que 0s eventos de expansdo e retracdo ocorridos durante o
Pleistoceno possam ter contribuido para a diversificacdo desse dominio (Ratter et al.,
1997), uma vez que esses eventos climaticos tém contribuido para a atual distribui¢éo
de outros dominios brasileiros. A hip6tese do Arco Pleistocénico, por exemplo, foi
proposta para explicar a conexdo das florestas tropicais sazonais secas da Caatinga ao
chaco (Prado e Gibbs, 1993) e tem sido corroborada por estudo mais recentes (Caetano
et al., 2008). Um padrdo complexo de interagcbes entre habitats florestados e néo
florestados durante o Pleistoceno também foi sugerido por Capurucho et al. (2013).
Estes autores analisaram populacdes de Xenopipo atronitens (Aves: Pipridae) em
manchas de areia branca (campinas) imersas na floresta Amazonica, detectando padrbes
de expansdo e conectividade entre as manchas que estariam relacionadas as alteracdes
climaticas do Pleistoceno. Uma historia complexa de diversificagdo também foi
sugerida por Prado et al. (2012) para a espécie de sapo amplamente distribuida no
Cerrado, Hypsiboas albopunctatus. Os autores identificaram que tanto os eventos
geolodgicos do Terciério quanto as flutuagdes climéaticas do Pleistoceno promoveram a
diversificacdo genética da espécie, levando a subdivisdo em trés linhagens distintas.

O isolamento de alguns desses Cerrados marginais tambem tem sido
corroborado por estudos filogeograficos em plantas, e a diferenciacdo encontrada vem
sendo associada aos possiveis eventos de expanséo da distribuicdo geogréfica ocorrida

durante periodos mais secos e frios, seguida da retracdo da distribuicdo em periodos
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mais Umidos e quentes do Pleistoceno, como no caso das espécies Lychnophora
ericoides Mart. (Collevatti et al., 2009) e Tibouchina papyrus (Pohl) Toledo (Collevatti
et al., 2012). Ainda, estudos filogeograficos tém sugerido uma origem recente para
alguns Cerrados marginais a partir dos Cerrados centrais (Collevatti et al., 2003; Ramos
et al., 2007; Novaes et al., 2010), considerando-se que o leste permaneceu mais ameno
durante as oscilagbes climaticas do Pleistoceno (Ramos et al., 2007). Por fim, uma
barreira leste- oeste na diversidade vem sendo identificada para diversas espécies,
isolando populagdes muitas vezes proximas geograficamente e agrupando populagdes
relativamente distantes geograficamente (Ramos et al., 2007; Collevatti et al., 2009;
Pennington et al., 2009).

O aumento no conhecimento dos padrées de distribui¢do da diversidade genética
ao longo do Cerrado é essencial para identificar areas criticas para protecdo (Werneck et
al., 2012). A fim de compreender melhor as relagdes entre as diferentes populacdes de
plantas do Cerrado, bem como sua histéria evolutiva, um nimero cada vez maior de
espécies vém sendo estudado (Collevatti et al., 2003; 2009; Braga et al., 2007; Ramos et
al 2007; 2009; Novaes et al., 2010; Ritter et al., 2012; Soares et al., 2012). A subdivisdo
floristica do Cerrado vem sendo corroborada por varios desses estudos, entretanto estes
ndo incluem Cerrados marginais do norte e nordeste. De fato, uma revisdo recente
destacou o Cerrado como uma das varias regibes no mundo onde os estudos
filogeogréaficos sdo extremamente necessarios (Beheregaray, 2008). Existem poucas
reservas de grande tamanho (acima de 25.000 ha) para esse dominio, e as mesmas nao
sdo distribuidas de forma uniforme no dominio (da Silva e Bates, 2002), sendo
localizadas principalmente no Cerrado central. E provavel, entretanto, que esse sistema
seja ineficiente para preservar toda a diversidade desse dominio, pois a diversidade
encontrada nos Cerrados marginais pode nao estar contida no Cerrado central.

Uma amostragem foi realizada ao longo da éarea de ocorréncia do Cerrado, e
duas espécies amplamente distribuidas nesse dominio, mas com diferentes
caracteristicas bioldgicas, foram selecionadas: Alibertia edulis (Rich.) A. Rich.
(Rubiaceae) e Qualea grandiflora Mart. (Vochysiaceae). Utilizando DNA de
cloroplasto (cpDNA), o presente estudo visou entender como se relacionam
filogeograficamente os Cerrados marginais e o Cerrado central. Nossa hipotese inicial
era que os Cerrados periféricos foram originados a partir do Cerrado central por eventos
de expansdo e retracdo durante o Pleistoceno e que, portanto, contém parte da

diversidade presente no Cerrado central. Os resultados obtidos, entretanto, néo
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corroboraram essa hipotese, sendo utilizados para sugerir novas estratégias de

conservagao para esse dominio altamente ameacado.

MATERIAL E METODOS

Espécies analisadas e locais de coleta

As espécies escolhidas para o presente estudo foram selecionadas por serem
amplamente distribuidas no Cerrado de acordo com Ratter et al. (2003). A espécie A.
edulis, comumente conhecida como goiaba preta ou marmelinho do Cerrado, € uma
espécie arbdrea que ocorre nas savanas brasileiras, podendo atingir até oito metros de
altura, com folhas verde-escuras simples, opostas, cruzadas, com &pices agudos a
acuminados, margens inteiras, nervuras secundarias impressas na face superior e
salientes na inferior, com peciolos de até 1,5 cm de comprimento e flores brancas
didicas (Persson, 2000; Silva et al., 2008; Silva Junior e Pereira, 2009). Na filogenia do
género Alibertia, A. edulis pertence ao clado de mesmo nome, o qual tem centro de
diversidade no oeste amazo6nico (Persson, 2000). Ainda de acordo com Persson (2000),
A. edulis é uma espécie amplamente distribuida também encontrada em savanas. No
Brasil Central, a espécie ocorre nas margens das matas de galeria, matas estacionais e
cerradBes, enquanto nos campos arbustivo-arboreos da llha de Maraj6 ela ocorre de
forma isolada ou formando aglomerados, em areas que em geral ficam afastadas das
zonas de inundacdo anual (Amaral et al., 2007; Silva Junior e Pereira, 2009). Ainda ndo
ha informacdes sobre sua polinizacdo, mas a dispersdo de seus frutos é feita por animais
(Silva Junior e Pereira, 2009). A reproducdo sexuada é a Unica forma de propagacéo
conhecida para a espécie, e a viabilidade das sementes diminui com o tempo, pela
dessecacdo (Silva et al.,, 2008). A espécie é potencialmente atil em sistemas
agroflorestais, pois pode ser utilizada como frutifera, madeireira, medicinal, além de
poder ser utilizada no reflorestamento da mata ciliar (Pott e Pott, 2003).

A espécie Q. grandiflora, conhecida popularmente como pau-terra, é uma das
principais representantes da familia Vochysiaceae no Cerrado, a qual tem grande
importancia na caracterizagdo fisiondmica do dominio (Barbosa, 1999). Qualea
grandiflora tem habito arbustivo-arboreo, chegando até 30 m de altura, com casca
espessa e folhas opostas cruzadas, coriaceas (Paulilo, 1991; Hiruma-Lima et al., 2006).
Possui nectarios extraflorais dispostos junto ao peciolo, flores com uma Unica pétala de
cor amarela, frutos deiscentes, secos, com trés valvas lenhosas, de sementes aladas

(Gaspi et al., 2006; Rede de Sementes do Cerrado, 2013). Parte dessas sementes (cerca
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de 80% da producdo) se trata de sementes escuras, inviaveis, e mesmo as demais, claras,
possuem baixa taxa de germinacédo, a qual é aumentada quando o tegumento € retirado
(Paulilo, 1991). Séo plantas deciduas, cuja brotacdo ocorre no inicio da estacdo chuvosa,
e sdo polinizadas por mariposas e dispersas anemocoricamente (Ferreira et al., 2001;
Lenza e Klink, 2006; Rede de Sementes do Cerrado, 2013). A baixa restri¢cdo da espécie
em relagdo aos niveis de recursos e condigdes (nutrientes no solo e luminosidade)
permitiriam a grande amplitude geogréafica de sua distribuicdo, pois Q. grandiflora é a
lenhosa de maior distribuicdo no Cerrado (Ratter et al., 2003; Costa e Santos, 2011).
Foram coletadas folhas de ao menos quinze individuos pertencentes a oito
populacbes de Q. grandiflora e oito de A. edulis, além de um individuo do Parque
Nacional das Emas (GO1) para essa uUltima espécie (Tabela 1). As populacdes foram
localizadas ao longo da extensdo do Cerrado, abrangendo tanto localidades consideradas
"Cerrado central” como localidades consideradas "Cerrado marginal” (Fig. 1). As
distancias lineares entre os pontos de coleta foram de cerca de 134 km (entre as duas
populacdes do Piaui) a cerca de 2.400 km (entre a populacdo de Sdo Paulo e a
populacdo do Pard). Dentre as populacGes amostradas para cada espécie, quatro se
encontram em unidades de conservacdo (Parque Nacional de Brasilia - DF, Parque
Nacional das Emas - GOL1, Floresta Nacional de Paraopeba - MG, Parque Estadual de
Porto Ferreira - SP), além de uma (Parque Nacional da Chapada dos Guimardes - MT),
para a qual apenas A. edulis foi coletada. O material foi preservado em silica (Chase e
Hills, 1991) até a extracdo de DNA.
Amplificacdo do DNA e sequenciamento
O DNA da espécie A. edulis foi extraido seguindo o protocolo de Ferreira e Gratapaglia
(1996), enquanto para a extracdo do DNA da espécie Q. grandiflora foi utilizado o kit
comercial DNA DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen), seguindo instrucdes do fabricante.
Apos a extracdo, 0 DNA foi mantido a -20 °C até o uso. Uma sele¢do foi realizada em
uma subamostra de trés individuos por populacdo por espécie a fim de identificar as
regibes de DNA plastidial e nuclear que apresentassem melhor amplificacdo e maior
nivel de polimorfismo, utilizando os locos matK e psbA-trnH (Sang et al., 1997), trnL-
trnF (Taberlet et al, 1991), petA-psbJ (Shaw et al., 2007), ndhF (Olmstead e Sweere,
1994), trnS-trnG (Hamilton, 1999) e ITS (White et al., 1990). Para ambas as espécies,
as regides que apresentaram melhor amplificacdo e maior nivel de polimorfismo nos
individuos analisados foram matK, ndhF e psbA-trnH e, por esse motivo, foram

escolhidas para analise nos demais individuos.
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Tabela 1. Localizagdo geogréfica das areas de estudo amostradas em regides de Cerrados

central e marginal

Cadigo Localidade Estado Latitude Longitude Tipo de
Cerrado
DF Parque Nacional de Brasilia Distrito Federal  -15.68 -48.02 Central
GO1 Parque Nacional das Emas Goias -17.92 -53.00 Central
GO2* Montividiu Goias -17.40 -51.23 Central
GO3** S&o Miguel do Passa Quatro Goias -15.03 -47,28 Central
MG Floresta Nacional de Paraopeba ~ Minas Gerais -19.26 -44.40 Central
MT** Chapada dos Guimaraes Mato Grosso -15.46 -55.75 Central
PA Santarém - Alter do Chéo Para -2.53 -54.90  Marginal
P11 Campo Maior Piaui -7.03 -43.39  Marginal
P12 Urugui Piaui -7.56 -44.44 Central
SP Parque Estadual Porto Ferreira Séo Paulo -21.84 -47.42  Marginal

* apenas amostras de Qualea grandiflora; ** apenas amostras de Alibertia edulis

As reacBes de PCR foram realizadas para o volume final de 50 pL e
amplificadas em termocicladores Eppendorf Mastercycler e Applied Biosystems Veriti.
A reacdo continha DNA genémico, 1 x Tampao de PCR (Invitrogen), 10 pug de BSA,
3,5 mM de MgCl2, 0,1 mM de cada dNTP, 0,5 mM de cada primer e 2 U de Tag DNA
polimerase (Invitrogen). Depois de uma desnaturacéo inicial a 95 °C por 3 min, foram
realizados 30 ciclos compostos de 1 min a 95 °C, 1 min a 50° C (ndhF e psbA-trnH) ou
52 °C (matK), 1 min a 72 °C, seguidos por uma extensao final a 72 °C por 10 min.

Os produtos amplificados foram separados em gel de agarose 1% em 1 x TAE
corados com brometo de etideo e aqueles cuja banda era suficientemente forte tiveram o
restante de suas reacOes purificadas com o kit NucleoSpin Gel and PCR Clean-up
(Macherey-Nagel). As amostras purificadas foram novamente avaliadas em gel de
agarose 1% em 1 x TAE corados com brometo de etideo, quantificadas e enviadas para
sequenciamento em um ABI 3500 GeneticAnalyser (Life) do Laboratério Central -
CCB da UFPE ou na Macrogen.

Anélise dos dados
As sequéncias foram alinhadas com o programa Geneious 7.0.4 e os alinhamentos
foram checados e corrigidos manualmente. Todos os polimorfismos detectados foram

checados nos eletroferogramas, € em caso de duvidas persistentes, novas PCRs
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independentes foram realizadas. As diversidades haplotipica (h) e nucleotidica ()
foram estimadas com o programa Arlequin 3.5.1 (Excoffier et al., 2005). A riqueza
alélica (Hr) foi calculada usando o método da rarefacdo, padronizando para 0 menor
tamanho amostral, implementado em CONTRIB 1.02 (Petit et al., 1998). Tipicamente, a
rarefacdo é utilizada para padronizar a riqueza alélica pelo menor n em uma comparagao
(Petit et al., 1998), entretanto em alguns casos em que uma das amostras tem um n
muito baixo é possivel exclui-la dessa analise e escolher um outro valor de rarefacdo
(Ramos et al., 2009). No presente estudo, a populacdo de GO do Parque Nacional das
Emas da espécie A. edulis possuia apenas um individuo e, por esse motivo, foi excluida
da andlise de rarefacédo, sendo escolhidos os valores da populagdo com o menor numero
de individuos para cada regido analisada.

O software Permut 2.0 foi utilizado para calcular os valores dos indices de
diferenciacdo Gst e Nst. De acordo com Pons e Petit (1996), a existéncia de estrutura
filogeogréafica entre hapl6tipos € sugerida quando os valores de Nsr sdo
significativamente maiores que os de Gsr. O software MEGA 6.06 (Tamura et al., 2013)
foi utilizado para inferir a histéria evolutiva através do método Neighbor-Joining (NJ)
com 1.000 réplicas de bootstrap. O software Network 4.6.1.2 foi utilizado para desenhar
as redes de haplétipos, e o software Microsoft PowerPoint foi utilizado para editar as
imagens. As comparacdes de Fst par-a-par entre populacdes e a diferenciacdo genética
entre populacdes e grupos foi analisada utilizando a Analise da Variancia Molecular
(AMOVA) implementado no Arlequin 3.5.1 (Excoffier et al., 2005).

RESULTADOS

Um total de 1.219 pb e 1.660 pb para as trés regides concatenadas foi sequenciado para
A. edulis (matK - 612 pb, ndhF - 478 pb, psbA-trnH - 129 pb) e Q. grandiflora (matK -
665 pb, ndhF - 615 pb, psbA-trnH - 308 pb), respectivamente. Os indices de diversidade
molecular estdo indicados na Tabela 2. O nimero de sitios variaveis em A. edulis foi 16,
e em Q. grandiflora 13. Essas sequéncias de cpDNA representaram para A. edulis um
total de dez haplétipos, enquanto para Q. grandiflora doze haplotipos foram observados
(Tabela 2). Foi observado um numero maior de transversdes do que de transic¢des, 0 que
ja e esperado, dado o alto contetido de AT nas regides de cpDNA e, consequentemente,
sua tendéncia as transversdes associadas aos nucleotideos flanqueados por A ou T
(Kelchner, 2000; Ribeiro et al, 2011).
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A diversidade haplotipica (h) para cada populacdo variou de 0 a 0,8, a
diversidade nucleotidica de 0 a 0,00402 e indices de riqueza alélica ap6s a rarefacdo
variaram de 0 a 2,42 (Tabela S1). As populacbes PA, GO1 e PI2 de Q. grandiflora e
DF, GO1, GO3 e MT de A. edulis foram monomorficas para todos os loci analisados, e
0 numero méaximo de haplétipos encontrados por populacdo foi seis (Tabela 2). As
anélises de AMOVA mostraram que para ambas as espécies a maior parte da variacao
foi encontrada entre e ndo dentro das populacGes (90,95% para A. edulis e 87,99% para
Q. grandiflora; Tabela 3).

Tabela 2. Amostragem populacional, com nldmero de haplétipos e nlmero de locos

polimoérficos para A. edulis e Q. grandiflora

Espécie Populacdo N individuos N° N° loci N° de loci com
analisados  haplotipos polimérficos  menos de 5% de

dados faltando

DF 7 1 0 1218
GO1 1 1 0 1217
GO3 10 1 0 1219
Alibertia Me ° ’ > 1219
edulis MT 19 1 0 1219
PA 12 5 2 1219
PIl 7 3 3 1218
PI2 11 3 3 1219
SP 11 6 5 1218
Total 86 10 16 1219
DF 8 3 2 1636
GO1 5 1 0 1636
GO2 9 2 4 1636
Qualea MG 10 2 3 1636
grandiflora  PA 18 1 0 1635
P11 6 2 3 1636
P12 12 1 0 1636
SP 8 3 2 1660
Total 76 12 13 1660

DF - Distrito Federal; GO - Goias; MG - Minas Gerais; MT - Mato Grosso; PA - Parg; Pl - Piaui; SP - Sdo Paulo.
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Figura 1. Distribuicdo dos hapl6tipos e redes de hapl6tipos encontrados para A. edulis (a e b) e
Q. grandiflora (c e d). (a e ¢) Mapa das localidades de coleta, destacando a area de Cerrado em
branco de acordo com o IBGE, com a distribuicdo dos hapl6tipos de acordo com o tamanho
amostral para a analise concatenada dos locos matK, ndhF e psbA-trnH em Alibertia edulis (a) e
Q. grandiflora (c). (b e d) Redes de haplotipos geradas para os dados concatenados das
sequéncias matK, ndhF e psbA-trnH para as espécies Alibertia edulis (b) e Qualea grandiflora
(d). O comprimento das linhas nas redes de hapl6tipos sdo proporcionais ao nimero de passos
mutacionais, e para aquelas onde houve mais de um passo mutacional o nimero de passos esta
indicado. As siglas indicadas na legenda identificam os nomes das populagfes amostradas, de
acordo com a Tab. 1; PA, PI1 e SP - populacBes do Cerrado marginais; demais populagdes -

Cerrado Central
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As populacdes de A. edulis sempre se mostraram separadas em dois grupos,
tanto na rede de haplétipos (Fig. 1b) quanto na anélise de NJ, com valores de bootstrap
significativos para essa estruturacdo (Fig. 2a). Uma analise de AMOVA adicional foi
realizada para essa espéecie, com a divisdo em dois grupos como identificados pelo NJ.
Essa analise revelou que a maior parte da variacdo (84,31%) foi encontrada entre as
populagdes, seguida pela variagdo entre populacGes dentro dos grupos (10,46%) e por
fim da variacdo dentro das populacdes (5,22%) (resultados ndo mostrados). J& para Q.
grandiflora, uma subestruturacdo maior foi observada, com varias populacdes
possuindo haplétipos exclusivos e pouco compartilhamento entre populac@es (Fig. 1c e
d). Essa estruturacdo filogeogréafica foi suportada pelos valores de Nsr maiores que 0s
valores de Gst observados para essa espécie, embora a analise de NJ tenha revelado
baixo suporte para relacBes entre os grupos (Fig. 2b). A andlise do Fsr par-a-par
reforcou essa diferenciacdo, sendo que a maioria dos pares apresentou valores de
diferenciacéo altos e significativos, com raras excecdes (Tabelas 4 e 5).

Tabela 3. Distribui¢do da variabilidade genética por anélise da variancia molecular (AMOVA)

em populagdes de A. edulis e Q. grandiflora

Espécie Alibertia edulis Qualea grandiflora
Fonte da variacdo GL SO cv PV GL SQ CcVv PV
Entre populacdes 8 216,84 2,89 90,95 7 259,70 394 87,99
Dentro das populagdes 77 2213 0,29 9,05 68 36,55 054 12,01
Total 85 23896 3,18 100 75 296,25 4,48 100
Fst 0,90953 0,87994

P 0,0000+-0,0000 0,0000+-0,0000

GL - graus de liberdade; SQ - soma dos quadrados; CV - componentes da variagdo; PV - porcentagem da variagao.

Para as amostras de A. edulis, a distribuicdo dos haplétipos sugere um claro
padrdo filogeogréafico, separando as amostras pertencentes as populacées DF, GO1, MG
E SP daquelas pertencentes a GO3, MT, PA E PI1 e P12 (Fig. 1a). Esse padrdo também
foi observado para os locos quando analisados individualmente (Fig. S1). Para Q.
grandiflora, os locos ndhF e psbA-trnH mostram indicios de um padrdo similar, mas
ndo com tanta clareza (Fig. S2). A populagdo de S&o Paulo (SP) apresenta um certo

isolamento, pois foram encontrados em alta porcentagem individuos com alelos raros ou
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exclusivos, e para um deles (na regido psbA-trnH), uma duplicacdo de 24 pb separa sete
individuos de Sao Paulo de todos os outros individuos analisados. De fato, apesar da
ampla distribuicdo, Q. grandiflora aparentou certo isolamento das populagdes, onde
haplotipos exclusivos também foram encontrados para DF, GO1, MG, PA e PI1 (Fig.
1c).
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Figura 2. Analise de NJ das sequéncias concatenadas de A. edulis (a) e Q. grandiflora (b).

Apenas os valores de bootstrap acima de 70 s&o indicados.
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Tabela 4. Valores de Fsr par-a-par para as populagdes de A. edulis. Valores em negrito indicam

populag¢bes com p < 0,05. Codigos das populacfes de acordo com a Tabela 1

Populagdo| DF GO1 GO3 MG MT PA PI1 P12 SP
DF

GO1 1,000

GO3 1,000 1,000

MG 0,648 0,806 0,970

MT 1,000 1,000 1,000 0,978

PA 0,971 0,958 0,809 0,941 0,479

PI1 0,961 0,926 0,898 0,930 0,905 0,720

P12 0,956 0,935 0,649 0,924 0,198 0,216 0,695

SP 0,578 -0,400 0,915 05599 0,936 0,893 0,861 0,881

Tabela 5. Valores de Fsr par-a-par para as populacbes de Q. grandiflora. Valores em negrito

indicam populagbes com p < 0,05. Cddigos das populagdes de acordo com a Tabela 1

Populagido| DF GOl  GO2 MG PA P11 PI2 SP
DF

GO1 0,940

GO2 0,714 0,685

MG -0,002 0,913 0,694

PA 0,980 1,000 0,914 0,970

PI1 0,810 0,868 0540 0,789 0,957

PI2 0939 1,000 0,721 0912 1,000 0,124

SP 0856 0,827 0834 0867 0921 0823 0,884
DISCUSSAO

Diversidade genética de A. edulis e Q. grandiflora

De maneira geral, as populagdes apresentaram pouco polimorfismo intrapopulacional e
uma alta diferenciacdo entre as populagdes, reveladas pela AMOVA e pelos valores de
Fst encontrados. Os valores de diversidade nucleotidica foram, em geral, muito baixos,

e os valores de diversidade haplotipica (que, excetuando-se os zero, variaram de 0,25 a
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0,80 para A. edulis e 0,20 a 0,46 para Q. grandiflora, Tabela S1) também ficaram, em
geral, abaixo daqueles encontrados para outras espécies de Cerrado, como Tibouchina
papyrus (h = 0,771 para o loco psbA-trnH e h = 0,775 para o loco trnS-trnG; Collevatti
et al., 2012) Plathymenia reticulata (h = 0,88; Novaes et al., 2010) e Hymenaea
stignocarpa (h = 0,804; Ramos et al., 2007). J& os valores de Fst encontrados para
ambas as espécies (0,91 A. edulis e 0,89 para Q. grandiflora, Tabela 3) foram altos e,
em geral, acima do normalmente encontrado para populacGes de uma mesma espécie.
De fato, estudos prévios no Cerrado sugerem valores de Fst mais baixos, variando entre
0,604 e 0,692 (Ramos et al., 2007; Ramos et al., 2009; Ribeiro et al., 2011; Collevatti et
al., 2012), sugerindo uma forte diferenciacdo entre as populacdes.

Relacbes filogeogréaficas entre as populacdes analisadas

No presente trabalho e com base nas regides analisadas ndo foi observado um
padrdo de estrela claro para as redes geradas, e 0s haplétipos marginais ndo aparecem
como derivados dos centrais. Isso leva a supor que nao existe suporte para a teoria de
que essas populacbes tenham se expandido recentemente, como proposto para
Plathymenia reticulata (Novaes et al., 2010). Esta espécie, que ocorre tanto em areas de
Cerrado quanto em Mata Atlantica, foi amostrada neste trabalho para 41 populagdes ao
longo de sua distribuicdo, e ao final os autores detectaram que a regido central da sua
amostragem (Minas Gerais e Goias) apresentou os maiores niveis de diversidade
genética, com varios endemismos. Os hapl6tipos encontrados nas demais regides
amostradas ou eram comuns a essa regido central ou eram derivados dos encontrados
nela, enquanto a populacdo do sudeste (SP) apresentou uma diversidade abaixo da
encontrada para MG e GO.

Para A. edulis, o fato de que os haplétipos presentes nas populacdes mais
periféricas (MT, PA e as duas do PI) sdo bastante diferenciados dos hapl6tipos das
populacles centrais, aliado ao fato de serem haplétipos com alta frequéncia, sugerem
que essas populacdes podem ser mais antigas e ndo resultado de expansao ou dispersdo
recentes. Adicionalmente, considerando a origem Amazé6nica para o grupo Alibertia
edulis (Persson, 2000), é possivel que a espécie tenha se originado na regido Norte e se
dispersado para as demais populacGes do Cerrado posteriormente. Ainda, a presenca de
um haplétipo compartilhado entre as populagbes MT, PA e PI2 e a populagdo GO3
sugere que o fluxo génico, apesar de limitado, tenha sido mantido por longos periodos

entre essas populacgdes.
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Para a espécie Q. grandiflora, diversas popula¢bes apresentaram haplétipos
exclusivos, tanto no Cerrado central quanto no Cerrado marginal. Dessa forma, assim
como para A. edulis, é possivel que Cerrados centrais ndo sejam significativamente mais
antigos que os marginais e, por isso, ndo tenham acumulado mais alteragdes que 0s
ultimos. Vale a pena ressaltar o fato de que muitas populacBes dessa espécie
apresentaram apenas um haplotipo por populagdo, sugerindo dispersdo limitada e fluxo
génico reduzido entre as populacdes, compativel com sua dispersdo anemocorica (Rede
de Sementes do Cerrado, 2013).

Estudos filogeogréficos recentes com diversos taxa descreveram o Cerrado do
Sudeste como recentemente colonizado a partir dos Cerrados centrais (Collevatti et al.,
2003; Ramos et al., 2007; Novaes et al., 2010; Prado et al., 2012). A espécie A. edulis
corroborou essa hipdtese, com haplétipos mais derivados encontrados na populacdo SP.
Para Q. grandiflora, tal padrédo ndo pode ser observado de forma téo clara. Apesar de
possuir dois haplotipos mais derivados, a espécie possui também um hapl6tipo central, a
partir do qual derivam seis outros haplétipos. Ramos et al. (2007) afirmam que, para
Hymenaea stignocarpa Hayne, populacdes mais ao leste de sua distribuicdo (em Minas
Gerais) estariam sob condi¢cGes mais amenas durante as oscilagbes do Pleistoceno,
devido as influéncias do Oceano Atlantico. De forma semelhante, é possivel que a
populacdo de Q. grandiflora de S&o Paulo, a qual se encontra mais ao leste que as do
DF e GO, tenha sobrevivido sob condicdes mais amenas durante o Pleistoceno e,
posteriormente, dado origem através de um contato secundario aos haplétipos que dela
derivaram. Alternativamente, é possivel que a espécie Q. grandiflora tenha surgido
mais ao sudeste, onde apresenta a maior diversificacdo genética, de onde teria se
dispersado para o norte e oeste, atingindo sua distribuicdo atual. Outras analises serdo
necessarias para esclarecer essa relagéo.

A ocorréncia de diversos hapl6tipos exclusivos para a populagdo de SP de Q.
grandiflora est4 em concordancia com a subdivisdo de Ratter et al. (2003), que separou
os Cerrados do Sudeste como um conjunto floristico a parte. Ainda, a conexao entre a
populacdo do PA e as populagdes dos Cerrados do Nordeste também sugerida por Ratter
et al. (2003) foi corroborada pela ligagdo observada entre os haplotipos encontrados
nessas populacdes para A. edulis.
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Gradiente leste-oeste na diversidade

Diversos trabalhos reportaram uma barreira leste-oeste no Cerrado (Ramos et al.,
2007; Collevatti et al., 2009; Pennington et al., 2009). No presente trabalho também
detectamos uma barreira leste-oeste, contudo mais a oeste do que a barreira previamente
detectada, sugerindo um gradiente leste-oeste, que separou as populacées de A. edulis
do noroeste das populagbes mais ao sudeste. Essa diferenciacdo foi suportada pela
AMOVA e pela analise de NJ. Para Q. grandiflora uma certa diferenciacdo também
pode ser observada, mas de forma mais clara apenas pela analise separada dos locos:
pela presenca dos hapldtipos compartilhados entre as populagdes de DF, GO1, MG e SP
para a regido psbA-trnH e pelos hapl6tipos compartilhados entre as popula¢ées GO2,
PA, P11 e P12 para a regido ndhF, a qual pode estar relacionada ao gradiente leste-oeste
descrito acima para A. edulis.

Gradientes podem surgir atraves de oscilagcdes climaticas quando, ao invés de
expandir e retrair novamente a sua distribuicdo original apds uma oscilacdo climatica, a
espécie aumenta gradualmente a sua distribuicdo, causando um aumento stepwise:
aumentando rapidamente o tamanho populacional durante periodos favoraveis, e
permanecendo estatico durante periodos nao favoraveis (Bennett e Provan, 2008).

A diferenciacdo entre a populacdo da Chapada dos Guimardes (MT) e
populacdes do Cerrado localizadas na regido mais ao centro e sudeste do Brasil ja foi
reportada para outros organismos, como para o sapo Hypsiboas albopuncatatus (Prado
et al., 2012). De acordo com estes autores, esta divergéncia foi originada durante o final
do Mioceno, em concordancia com o soerguimento do plateau do Brasil Central. Ainda,
para esta espécie também as populacGes do sudeste se mostraram diferenciadas das
populacdes centrais, com a diferenciacdo datando da metade do Pleistoceno. A conexdo
entre as populacdes MT, PA, Pl e P12 para A. edulis pode ser explicada por uma ligacédo
das terras baixas por uma faixa a oeste do Cerrado, que teria permanecido Umida e
conectada mesmo em periodos mais secos, como o ocorrido durante o Ultimo maximo
glacial. Isso porque as florestas de galeria sofreram uma retracdo durante os periodos
mais frios e secos do Pleistoceno, com ampla substituicdo da vegetacdo do Cerrado no
sul e sudeste pelos pampas e até mesmo por florestas de araucaria, levando a uma
reducdo nas diversidades haplotipica e nucleotidica de algumas populacdes (Ramos et
al., 2007). Espécies encontradas em matas de galeria, como Hymenaea courbaril, teriam
persistido principalmente em éareas localizadas mais ao norte de Minas Gerais e em

locais de baixa elevacdo (Ramos et al., 2009).
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Acredita-se que essas matas de galeria tenham mantido a conectividade entre o
Plateau Central do Brasil e as florestas adjacentes mesmo durante 0s periodos
climaticos menos favoraveis, provendo reflgio para uma biota florestal estavel (Brown
e Gifford, 2002). Por ser encontrada preferencialmente em areas proximas a rios (Silva
Junior e Pereira, 2009), é possivel que A. edulis tenha apresentado um comportamento
semelhante a H. courbaril e a Platymenia reticulata, a qual também apresentou uma
mudanca de distribuicdo para altitudes mais baixas devido a diminuicdo da temperatura
durante o Pleistoceno (Novaes et al., 2010). Ainda de acordo com esses autores, a
altitude e a vegetagdo arida teriam atuado como barreiras ao fluxo de sementes de P.
reticulata, condicdo similar ao que poderia ter ocorrido a A. edulis. Uma explicacdo
alternativa para a conexao encontrada entre as populacdes de PA e Pl seria a sugerida
por Werneck et al. (2012). Nesse trabalho, os autores sugerem um corredor ao longo da
costa do Atlantico que ligou as savanas Amazonicas ao Cerrado da regido central do
Brasil, especialmente durante o Ultimo periodo interglacial (LIG).

Uma hipotese para explicar o gradiente leste-oeste observado no presente
trabalho, é que o mesmo poderia ter se originado pela vicariancia do Cerrado causada
pela incursdo das florestas sazonais tropicais secas (SDTF, do inglés Seasonally Dry
Tropical Forests) durante os periodos mais secos do Pleistoceno. De acordo com
Pennington et al. (2000), em épocas de menor precipitacdo, como as ocorridas durante o
Quaternario, 0os minerais que estdo em camadas mais profundas do solo podem ser
levados a superficie por capilaridade, deixando os solos com o pH mais alto e com
maior concentracdo de calcio. Essas condi¢gdes favoreceriam a expansdo da area de
ocorréncia de espécies que sob outras condi¢fes ndo ocorreriam na area do Cerrado,
como as espécies nativas das florestas sazonais tropicais secas, como a Caatinga
(hipotese do Arco Pleistocénico). Durante os periodos interglaciais, o aumento na
precipitacdo levaria a uma maior lixiviagdo e a uma acidificacdo, permitindo o retorno
do Cerrado para essas regides e o isolamento da vegetacdo SDTF em manchas de
habitat adequado.

Essa hipotese é suportada por varios dados, como o padrdo de distribui¢do atual
de Cactaceae terrestres em areas de SDTF dentro do dominio Cerrado (Penninton et al.,
2000), a distribuicdo de mariposas ao longo da Caatinga e do Cerrado (Amorim et al.,
2009) e a presenca de lagartos endémicos ao Arco Pleistocénico conectando a Caatinga
e os enclaves de SDTF do Cerrado (Werneck e Colli, 2006). Além disso, estudos

filogeograficos recentes em diferentes grupos vém corroborando a teoria de uma
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distribuicdo mais ampla das SDTF, como é o caso da espécie arbdrea Astronium
urundeuva (Caetano et al., 2008) e da mosca-de-frutas Drosophila gouveai (Moraes et
al., 2009).

ImplicacOes para a conservacao

Os critérios para a selecdo de populagdes prioritérias para conservacdo devem
incluir tanto a singularidade da populagdo como o seu nivel de diversidade,
especialmente em termos de sua composicao alélica (Petit et al., 1998; Diniz-Filho et
al., 2012). As populagdes de Q. grandiflora apresentaram baixo nivel de polimorfismo
intrapopulacional. Essa baixa variabilidade, associada a uma aparente reducdo no
recrutamento que ja vem sendo observada em uma area de cerraddo (Silva e Soares,
1999), chama a atencdo para o fato de que, apesar de bem distribuida, esta espécie
também pode se encontrar ameacada. De fato, estudos de previsdo de alteracbes da
distribuicdo geografica de outras espécies amplamente distribuidas no Cerrado, como
Dipteryx alata (Diniz-Filho et al., 2012) e Caryocar brasiliense (Collevatti et al., 2011),
tém demonstrado ndo apenas a reducdo de sua distribuicdo, como também a perda de
parte de sua diversidade genética, o que pode ser agravado quando a espécie em estudo
ja possui baixa variabilidade genética a priori, levando em Gltima instancia a extingdes
locais.

No presente trabalho foi possivel observar um padrdo que se repetiu para ambas
as espécies: as populagdes do PA e do Pl apresentaram hapl6tipos exclusivos ou raros
em dois dos trés marcadores analisados para ambas as espécies. Uma atencdo especial
deve ser dada aos fragmentos no Nordeste do Brasil, pois além de se encontrarem em
uma das fronteiras agricolas do pais, com elevados indices de degradacdo (Rocha et al.,
2012), é esperado que ocorra uma diminuicdo no volume da precipitacdo nessa area
devido ao aquecimento global (Bates et al., 2008). Isso levaria a consequéncias
similares as do periodo glacial, em que espécies sensiveis a dessecacdo, como A. edulis,
podem sofrer uma reducdo em sua distribuicdo que, aliada as pressGes antrdpicas,
levaria a uma perda significativa de sua diversidade. Muito embora dados sobre a
degradacdo dos Cerrados amazOnicos sejam escassos, também a sua diversidade esta
ameacada pela agropecuaria (Dantas, observacdes pessoais).

Levando isso em consideracdo, e os dados acima descritos, concluimos que,
apesar de ndo suportar a divisdo Cerrado central X marginais, as populagdes das duas

especies localizadas nos Cerrados "marginais” ndo se tratam apenas de expansoes
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recentes do Cerrado "central”, devendo a hip6tese de que sua diversidade estaria contida
dentro da diversidade observada no Cerrado "central” ser considerada com cautela.
Dessa forma, essas populacdes tambem devem receber uma atencdo especial em
esforcos conservacionistas, a fim de preservar toda a diversidade do dominio. Pela
presenca de haplotipos exclusivos nessa regido, € imprescindivel que novas medidas
conservacionistas, que foquem a implementacdo de novas unidades de conservacao nos
Cerrados do Piaui amostrados, sejam tomadas. Por também possuir hapldtipos
exclusivos e, principalmente, pela inexisténcia de qualquer unidade de conservacgdo
federal que abranja manchas de Cerrado marginal ocorrentes nessa area, se tornam
urgente estudos de viabilidade para implementagéo de areas de protecdo dessas manchas

na regido Norte do Brasil.
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Tabela S1. Diversidade genética em populagdes de A. edulis e Q. grandiflora em areas de Cerrado central

e marginais. Diversidade haplotipica (h), diversidade nucleotidica () e riqueza alélica apds a rarefagdo

(Hr). As siglas identificam os nomes das populagGes amostradas, de acordo com a Tab. 1.

Alibertia edulis Qualea grandifilora
h Tt Hr h 1 Hr

DF 0,00 0,00000 0,00 0,46 0,00031 1,25
GO1 1,00 0,00000 o 0,00 0,00000 0,00
GO02 * * * 0,39 0,00095 0,83
GO3 0,00 0,00000 0 * * *

MG 0,25 0,00061 0,88 0,20 0,00037 0,50
MT 0,00 0,00000 0,00 * * *

PA 0,80 0,00041 0,00 0,00 0,00000 0,00
PI 0,67 0,00070 1,00 0,33 0,00061 0,83
PI2 0,47 0,00066 0,64 0,00 0,00000 0,00
SP 0,80 0,00167 2,42 0,46 0,00402 1,25

Valores ndo significativos. Apenas um individuo analisado
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Figura S1. Mapa das localidades de coleta, destacando a area de Cerrado em branco de acordo com o
IBGE, redes de haplétipos gerados para A. edulis e distribuicdo dos mesmos de acordo com o tamanho
amostral. a, matK; b, ndhF; c, psbA-trnH. O comprimento das linhas nas redes de haplétipos sdo
proporcionais ao nimero de passos mutacionais, e haplétipos intermediarios ndo amostrados sdo

indicados em preto. As siglas identificam os nomes das populagdes amostradas, de acordo com a Tab 1.

83



Dantas, LG Anilise filogeografica de duas espécies arboreas do Cerrado

#DF “MGA PIY
+ GO1" MT ~ PI2
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Figura S2. Mapa das localidades de coleta, destacando a area de Cerrado em branco de acordo com o
IBGE (2005), redes de haplétipos gerados para Q. grandiflora e distribuicdo dos mesmos de acordo com
o tamanho amostral. a, matK; b, ndhF; c, psbA-trnH. Estrela em rede de haplétipos em c equivale a
duplicagdo de 24 pb em sete individuos da populagdo SP. O comprimento das linhas nas redes de
hapldtipos sdo proporcionais ao nimero de passos mutacionais, e hapldtipos intermediarios ndo
amostrados sdo indicados em preto. As siglas identificam os nomes das populagGes amostradas, de

acordo com a Tab 1.
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CAPITULO 2 - Desenvolvimento de marcadores moleculares do tipo SSR

nucleares para Alibertia edulis (Rubiaceae)

A ser submetido a

Applications in Plant Sciences
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RESUMO

Premissa do estudo - Os Cerrados, segundo maior dominio do Brasil, sdo considerados
um dos 34 hotspots mundiais para a conservagao. Apesar de sua importancia, pouco se
conhece sobre sua histéria biogeogréfica. A fim de colaborar para uma melhor
compreensdo das relacdes filogeograficas entre as diversas areas de Cerrado e seu fluxo
génico atual, foram desenvolvidos marcadores moleculares do tipo microssatélite
nucleares a partir do sequenciamento 454 para a espécie Alibertia edulis (Rubiaceae),
uma espécie de ampla distribuicdo no dominio.

Métodos e Resultados - Das 50 regides de SSR selecionadas para desenho dos primers,
11 se mostraram polimérficas nas duas populacdes da espécie analisadas (Piaui e Mato
Grosso). O numero de alelos por loco polimérfico variou de 2 a 11, e as
heterozigosidades médias observada e esperada (Ho e Hg, respectivamente), para as
populacbes/locos polimorficos, variaram de 0,091 a 1,0 e 0,368 a 0,937,
respectivamente. Foi observada uma deficiéncia de heterozigotos para quase todos 0s
loci, resultando em um desvio do equilibrio de Hardy-Weinberg para alguns locos. Os
valores de coeficiente de endocruzamento foram, em geral, mais altos na populacdo do
Piaui que em Mato Grosso.

Conclusdes - Os loci microssatélites caracterizados no presente estudo apresentaram
valores de polimorfismo que variaram de moderado a alto nas duas populagdes

analisadas, com o nimero total de alelos variando de trés a 16. Em conjunto, tais loci
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serdo ferramentas Gteis no estudo populacional de A. edulis, contruibuindo para a
melhor compreensdo das relacoes filogeograficas do Cerrado.
Palavras-chave: Cerrado, microssatélites, Cerrados marginais, sequenciamento 454,

genética de populacbes

INTRODUCAO

Alibertia edulis (Rubiaceae), comumente conhecida como goiaba preta ou marmelinho
do Cerrado, é uma espécie arborea que pode atingir até oito metros de altura, com folhas
verde-escuras simples, opostas, cruzadas, com margens inteiras e nervuras secundarias
impressas na face superior e salientes na inferior, flores didicas brancas e frutos
indeiscentes com muitas sementes e polpa suculenta, os quais ficam pretos quando
maduros (Persson et al., 2000; Silva et al., 2008; Silva Junior e Pereira, 2009). Foi
definida por Ratter et al. (2003) como uma das espécies de ampla distribuicdo no
Cerrado, sendo um excelente modelo para anélises filogeograficas.

Os Cerrados brasileiros abrangem cerca de 1,86 milhdes de km? de savanas,
totalizando cerca de 22% do territério nacional (Furley e Ratter, 1988; Ratter et al.,
1997; Coutinho, 2000; da Silva e Bates, 2002; Costa et al., 2004; Felfili e Silva Junior,
2005; Marcuzzo et al., 2012). Essa extensa area abriga uma grande variacdo de tipos de
solos e de climas (Alves, 2007), que associados a acdo do fogo, a topografia e a
drenagem contribuem para a grande riqueza e diversidade floristica encontradas nesse
dominio (Costa et al., 2004), que possui cerca de 1,5% de todas as plantas bem como
0,4% dos vertebrados endémicos do mundo (Myers et al., 2000).

Por outro lado, estimativas indicam que mais da metade de sua area foi destinada
para a agropecudria nos ultimos 35 anos, valor trés vezes superior a area desflorestada
na Amazonia no mesmo periodo (Klink e Machado, 2005). Por sua grande diversidade,
aliada a uma intensa degradacdo, Mittermeier et al. (2005) identificou o Cerrado como
um dos 34 hotspots mundiais prioritarios para a conservagao.

Um ndmero cada vez maior de marcadores moleculares vem sendo desenvolvido
a fim de compreender melhor as relagdes entre as populacfes de diferentes espécies do
Cerrado (Collevatti et al., 2001; Braga et al., 2007; Martins et al., 2008; Ritter et al.,
2012; Soares et al., 2012; Telles et al., 2013). Os microssatélites (SSR) estdo dentre os
marcadores moleculares mais utilizados para estudos populacionais, destacando-se por
serem co-dominantes, apresentarem altos niveis de polimorfismo intraespecifico, além

de possuirem uma distribuicdo aleatoria no genoma (Zane et al., 2002). Para anélise de
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seu polimorfismo é, em geral, necessario um conhecimento prévio da sequéncia de
DNA do organismo a ser estudado (Squirrell et al., 2003; Nybom, 2004). Com o
advento de técnicas mais acessiveis de sequenciamento genémico, como O
pirossequenciamento 454, o uso dessas sequéncias para analises populacionais se tornou
mais viavel, sendo utilizada para um nimero cada vez maior de espécies (Zane et al.,
2002; Angeloni et al., 2011; Guichoux et al., 2011; Crichton et al., 2012; Ritter et al.,
2012; Wohrmann et al., 2013).

A fim de colaborar para uma melhor compreensdo das relac6es filogeograficas
entre os diferentes areas de Cerrado, bem como identificar &reas prioritarias para
conservacao, o presente trabalho objetivou desenvolver marcadores moleculares do tipo

microssatélite a partir do sequenciamento 454 para a espécie A. edulis.

METODOS E RESULTADOS

O DNA gendmico foi extraido de folhas preservadas em silica de um individuo de
A. edulis de Paraopeba, Minas Gerais, usando um protocolo de extracdo convencional
CTAB (Weising et al., 2005). Uma aliquota de 5 pg de DNA foi fragmentada por
ultrassonicagdo (COVARIS S2 system) e bibliotecas gendmicas foram preparadas por
meio da técnica de pirossequenciamento como indicado pelo fabricante (Roche
Diagnostics, Mannheim, Germany). As bibliotecas foram quantificadas por fluorometria
(TBS-380, Turner Biosystems, Sunnyvale, California, USA) e sequenciadas por
sequenciamento tipo shotgun em um sequenciador Roche 454 GS-FLX com o kit
Titanium Sequencing Kit XLR70 (Roche Diagnostics).

No total, foram obtidos 52.865 reads, os quais foram alinhados com o programa
CodonCode Aligner 4.0.4 DEMO. Foram realizadas buscas nos contigs de sequéncias e
nos singletons, sequéncias que ndo formaram contigs, a fim de encontrar SSRs, com o
auxilio do programa MsatCommander 1.0.2-alpha (FairCloth, 2008). Foram adotados 0s
seguintes critérios: dinucleotideos e trinucleotideos com ao menos seis repeticdes,
tetranucleotideos com ao menos cinco repeticdes, pentanucleotideos com ao menos
quatro repeticdes e hexanucleotideos com ao menos trés repeticdes. Mononucleotideos
também foram identificados, muito embora ndo tenham sido utilizados para desenho
dos primers, mas microssatélites compostos foram considerados.

Foi analisado um total de 4.697 contigs com ao menos 300 pb, dos quais 278
possuiam SSRs, sendo 28 microssatélites compostos e 250 microssatélites simples.

Dentre o0s microssatelites simples, 57,1% foram mononucleotideos, 30,9%
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dinucleotideos, 4% trinucleotideos, 2,4% tetranucleotideos, 4% pentanucleotideos e
1,6% hexanucleotideos. Também 16.881 sequéncias singletons foram analisadas em
busca de di-, tri-, tetra-, penta- e hexanucleotideos. Para todas as sequéncias que
possuiam microssatélite, uma busca no GenBank foi realizada, a fim de checar se se
tratavam de sequéncias mitocondriais, cloroplastidiais ou associadas a algum tipo de
sequéncia amplamente repetida no genoma (como retrotransposons), conhecidas para
outras espécies, tendo sido estas removidas da analise.

Utilizando a ferramenta Primer3 (Rozen & Skaletsky, 2000), implementada no
programa MsatCommander, foram sintetizados primers para 12 regides de contigs e 38
de singletons, totalizando 50 pares de primers microssatélites (Tabelas 1 e S1). A
funcionalidade dos primers foi testada em cinco individuos escolhidos aleatoriamente
dentre os individuos coletados em sete populacdes ao longo da distribui¢do da espécie
no Cerrado. Para esses, 0 DNA gendmico foi extraido de folhas secas em silica
seguindo o protocolo de Ferreira e Grattapaglia (1996).

A PCR foi feita para um volume final de 10 pL usando um termociclador Eppendorf
Mastercycler ou um termociclador Applied Biosystems Veriti. A reacdo continha cerca
de 10 ng de DNA gendmico, 1 x Tampdo de PCR (Invitrogen), 0,5 pg de BSA, 2,0 mM
MgCl2, 0,25 mM de cada dNTP, 0,5 mM de cada primer e 0,3 U de Tag DNA
polimerase (Invitrogen). Alternativamente, no lugar do BSA, foi adicionada uma
solucdo de Trehalose-BSA-Tween-20 (TBT) na concentracao final de 1x, como descrito
em Samarakoon et al. (2013). Depois de uma desnaturagéo inicial a 94 °C por 5 min,
foram realizados 30 ciclos compostos de 45 s a 94 °C, 1 min a 53-65 °C, 30 s a 72 °C,
seguidos por uma extensao final a 72 °C por 15 min.

Os produtos de PCR foram inicialmente analisados em géis de agarose 3% em
tampdo 1 x TAE corados com brometo de etidio ou gel red e visualizados em
transiluminador. Treze pares de primers amplificaram fragmentos do tamanho esperado,
23 ndo apresentaram amplificacdo e 14 apresentaram amplificacdo inespecifica ou fora
do tamanho esperado. Os treze que amplificaram fragmentos do tamanho esperado
foram utilizados para genotipagem de 20 individuos, sendo dez de uma populacéo
localizada na Chapada dos Guimarées, no estado do Mato Grosso (MT; 15.46° S -
55.75° O) e dez de uma populacdo localizada em Urugui, no estado do Piaui (PI; 7.56° S
- 44.44° Q), respeitando uma distdncia minima de ao menos dez metros entre cada

individuo dentro de cada populag&o.
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A genotipagem foi feita em gel desnaturante de poliacrilamida a 6% em 1 x TBE
corado com nitrato de prata (Creste et al., 2001). O tamanho dos fragmentos foi
determinado com o auxilio do ladder 10 pb (Invitrogen). Dos treze loci que
amplificaram fragmentos do tamanho esperado, dois foram monomorficos e onze foram
polimérficos e utilizados para genotipagem dos individuos que apresentaram boa
amplificag&o.

O numero de alelos, bem como as heterozigosidades observada e esperada foram
determinados com o programa Arlequin v 3.5.1.3 (Excoffier et al.,, 2005).
Adicionalmente, o coeficiente de endogamia de Wright (F;s) foi calculado com o auxilio
do programa GENEPOP (Raymond e Rousset, 1995), e todos esses resultados estéo
compilados na Tabela 2.

Dentre os microssatélites polimdrficos, foram observados de um a nove alelos por
loco entre os individuos da populagdo MT e de dois a 11 alelos entre os individuos da
populagdo PI. A heterozigosidade observada variarou de 0,0 (loco AeSSRS31, loco
monomorfico na populacdo MT) a 1,0 (locos AeSSRC2 nas populacdo MT e Pl e
AeSSRS30 na populacédo Pl), enquanto a heterozigosidade esperada variou de 0,0 (loco
AeSSRS31, loco monomdrfico na populacdo MT) a 0,937 (loco AeSSRC9, populagdo
PI).

Foi observada uma deficiéncia de heterozigotos para quase todos os loci, resultando
em um desvio do equilibrio de Hardy-Weinberg para a populagédo Pl em trés dos locos e
para ambas as populacdes em dois dos locos (Tabela 2). Além disso, os valores de
coeficiente de endocruzamento também foram, em geral, mais altos na populagdo PI que
na MT.

Tabela 1. Caracteristicas dos 11 locos SSR polimérficos e respectivos pares de primers desenvolvidos para Alibertia

edulis
Loco Sequéncias primers (5' - 3') Repeticao Tamanho Ta
(pb) (¢C)
AE_SSR_C2 F:GATCACGGCCACATAGAATACC (ACCAA), 240 59
R:CTCCGGTAATTGCTCTTTCAAT
AE_SSR_C9 F:TGTTGAAGGACCACAAGAACAT (GA)1 225 65

R:AATTAACTCCACTTCCCATTGC
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AE_SSR_S1 F:CACGAAGTGGATTGAGGCAC (TA)11 249 59
R:CGGTAGTTTGTTCTTCCGGC

AE_SSR_S3 F:TCACTACTAGGTAGGCAAATGAAG (CA)1, 338 58
R:TCCCAGAAACTGATTCAAACCC

AE_SSR_S6 F:GCGTGAGTGGTGCAAATTC (CA)11 224 58
R:CACCCACTCCACAAGGAAG

AE_SSR_S8 F:.CTGTCTCTTGGCGAGTCTTC (GA)12 179 58
R:ATGGCACGTCTCCATCCAC

AE_SSR_S9 F:CTCTGCCTACCCTCCTTGG (AGG)yy 384 59
R:TGCAACAAGTTGGCTTCGG

AE_SSR_S26 F:ATCTTTCTTGCTTTACCACCA

(CCT)5 215 56
R:GAGGGAGAGTGCGGTTAC
AE_SSR_S30 F:AAAAGAATCCAACCAAGAAAG
(ACG)5 195 53
R:CAAGTAATAGCAGCATCCAAT
AE_SSR_S31 F:GAATAAGGATTTTCAGGGGTA
(TTTA)S 216 55
R:TAGATAAGGGTAAGGGGCATA
AE_SSR_S33 F:TTACTCTTCTATTGGCATTGG
(TTC)6 168 55

R:TGGAGATCAAAAAGACTGCTA

Ta = temperatura de anelamento

Tais valores mais elevados na populacdo do Piaui podem estar relacionados a um
possivel longo isolamento da mesma em relacdo a outras populacdes de Cerrado,
possivelmente desde o Pleistoceno, considerando a origem amazénica do clado
Alibertia (Persson, 2000), aliado as conexdes sugeridas por Batalha-Filho e
colaboradores (2013) que promoveram a expansdo das florestas de galeria durante o
periodo Plio-Pleistoceno. Adicionalmente, tais valores podem ainda estar relacionados
a selecdo devido a ndo-neutralidade dos loci ou subestruturacdo das populagdes
(Woehrmann et al., 2012). Um estudo posterior utilizando os marcadores desenvolvidos
neste trabalho em um numero maior de populacdes podera revelar mais claramente

essas relagoes.
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Tabela 2. Parametros genéticos determinados em duas populagGes de A. edulis (Mato Grosso - MT e Piaui - Pl) para

onze locos polimorficos de microssatélites

AEMT AEPI
Loco N Na Hp He Fis N Na Hp H: Fis Nam Nat
AeSSRC2 9 2 1,000 0,529 -1 10 4 1 0647 -0,593 3 4
AeSSRC9 10 8 0,700 0,863 0,198 |10 11 0,800 0,937 0,153 9,5 13
AeSSRS1 10 2 10,182 0416 0,575 |10 2 0,091 0,368 0,762 2 3
AeSSRS3 10 6 0,600 0,837 0,294 |10 6 0,400 0,837 0,536 6 6
AeSSRS6 7 6 0,429 0,791 0,478 |10 5 0,300 0,726 0,600 5,5 8
AeSSRS8 10 9 0,900 0,900 -0,0 9 8 088 0,83 -0,0323 8,5 16
AeSSRS9 10 5 0,800 0,784 -0,0213 |10 7 0,800 0,842 0,053 6 9
AeSSRS26 10 2 0,100 0,100 -00 (10 4 0,5 0,437 -0,154 3 5
AeSSRS30 10 5 1,000 0,711 -0,44110 6 1,000 0,721 -0,417 5,5 6
AeSSRS31 10 1 0* 0* -* 10 3 09 0,616 -0,500 2 3
AeSSRS33 8 3 0,25 0425 0,429 |10 2 03 0,521 0,437 2,5 4

N = ndmero de individuos analisados; Na = nimero de alelos observado; Ho = heterozigosidade observada; H; =
heterozigosidade esperada; F;s = coeficiente de endogamia de Wright; Nam = nimero de alelos observado em
média nas duas populagdes; Nat = nimero de alelos observados no total; locos fora do equilibrio de Hardy-

Weinberg destacados em negrito; * loco monomérfico para a populagdo MT

CONCLUSOES
Os marcadores polimorficos desenvolvidos no presente trabalho serdo, portanto,
ferramentas informativas para analises populacionais e filogeograficas em Alibertia
edulis. Tais estudos contribuirdo para uma melhor compreensdo da historia

biogeografica do Cerrado e, consequentemente, para sua conservagao.
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MATERIAL SUPLEMENTAR

Tabela S 1. Caracteristicas dos demais locos SSR que ndo apresentaram amplificagdo (*) ou apresentaram

amplificacdo inespecifica/fora do tamanho esperado (**) e respectivos pares de primers desenvolvidos para

Alibertia edulis

Loco Sequéncias primers (5' - 3') Repeticao Tamanho Ta
esperado  (2C)
(pb)

AE_SSR_C1*  F: GACCCGCAGTAGACGTTTC (TCTTG), 400 58
R: AGGTCATACAAGGCAAGTCAAG

AE_SSR_C3*  F:AGAAATAGGCAGTGGTGCAAAT (TA)2 259 59
R:TAAAGCCCGTCATAAGATCACA

AE_SSR_C4* F:GCTGCCCTCTTTTATCAATTTC (AT)13AC(TA)3, 213 59
R:CTTCTGGTGACTTCCACACAAC

AE_SSR_C5**  F:AGACAAACAAGTCATGCCAGAT (AGACA),NNN(AGAC 246 58
R:CTTGACCTTTCAGCTTGCC A);NNN(AGACA),

AE_SSR_C6* F:TTCTAACTATTCGCTTCCCGTC (ATAC)s 133 59
R:GGCACACTCTACATGCGTTTAC

AE_SSR_C7*  F:CCAACCTTCATGCGAAAATAAG (AC)»sAA(ACAA);; 294 60
R:GGTGGAAACTACAACCAGCAAT

AE_SSR_C8** F:GGGTATGGCGCTTGCTTAC (CTG)sCCGCC(TAG)s 272 60
R:AGGTGTCCAAACTCAACAAAGG

AE_SSR_C10* F:ATTAGACTGACTGGAGAAGGCG (AGT)s 186 59
R:GTTCAAGAGGAGGATTCTGACG

AE_SSR_C11* F:TAGGAAAGAAACGGAATGGAAC (CA)1s 139 59

R:GGTAGAGAGAAGGAAGGGAGGA
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AE_SSR_C12**

AE_SSR_S2*

AE_SSR_S4*

AE_SSR_S5*

AE_SSR_S7**

AE_SSR_S10**

AE_SSR_S11*

AE_SSR_S12**

AE_SSR_S13**

AE_SSR_S14**

AE_SSR_S15*

AE_SSR_S16**

AE_SSR_S17**

AE_SSR_S18**

AE_SSR_S19**

AE_SSR_S20**

Anilise filogeografica de duas espécies arboreas do Cerrado

F:-TGAGGTGTCAAGTGAGTGTTCC
R:ATGCTAAGGCAGGACAAGTAGG
F:CCAGTCGGTGTTCTTGCAC
R:ACGTAGTTTACTGCTTAGTTGC
F:GAGGCCTGCAGCACAATTC
R:GCCAGTGGAAGACTAGGTTG
F:TCCTAGAAGACTGCACGGC
R:CCTACTGACGACCAAAGAAATAC
C

F:CCTCCACCGCCCTCTATTG
R:TGCATGAAACCATTTGCCAG
F:CCATCTTCCCTCCTGTTTCT
R:TGCCTCAATACCAATCTTCAA
F:AAAGAGCCAGTCGGTGTTC
R:ACGTAGTTTACTGCTTAGTTGC
F:AGAGACGAGAGACAGCCTGA
R:AAACGAGTGGGGATTGAGAC
F:ATGCTGGTCCTCTCTTGCTA
R:CCTTTTCTCTGCGTTGTCAT
F:GAACGAGAGACAGCAGGAAA
R:GCGACACGAGGAAGTTACAT
F:TCTCACGATCCATAAATTACCTCC
R:AGCATAGCGTTCGGTCCTC
F:TCCTTCTGCTTCCATCTCTG
R:CCATGAATTTGATCGACGTT
F:GTGTGGGAGAGGGCTGTT
R:ACCCGTTTGATAGCAACTTCT
F:CCCTTTTCCCTCTTCTATTCC
R:GCTGGTTGCCATCTACACTC
F:-TCCTAGAAGACTGCACGGC
R:CCTACTGACGACCAAAGAAATAC
C

F:TCTCTCTCTGCGTGAGTGGT
R:GGAAGGAGGTGACAAGGATT

(ATGAA),

(GT)u

(GA)u

(AT)14

(GT)u

(TA)11

(GT)u

(CAAT)s

(GCA)s

(ATCC)s

(AAG),

(TTTG),

(TGCG)s

(TA)1o

(AT)14

(CA)1y

234

317

204

310

181

165

323

267

180

164

202

163

276

209

310

272

59

57

58

59

58

58

57

57

57

57

58

58

57

58

59

57
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AE_SSR_S21*

AE_SSR_S22**

AE_SSR_S23*

AE_SSR_S24*

AE_SSR_S25*

AE_SSR_S27*

AE_SSR_S28*

AE_SSR_S29*

AE_SSR_S32*

AE_SSR_S34*

AE_SSR_S35**

AE_SSR_S36**

AE_SSR_S37*

AE_SSR_S38*
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F:CCTCCACCGCCCTCTATTG
R:TGCATGAAACCATTTGCCAG
F:TTATTGCGTCCTGCTTCTTC
R:ACCAAAGTCCATCATCCAAG
F:AGCGGGATTTGAGGTATGG
R:TATCGCCGGTAGAATGTCG
F:AGCCAATCCAAATCAACAAA
R:CACGTCTCCATCCACCATA
F:CAACGAGAACGAAAGAAGATA

R:GAGATGAAAGGAAGAGGAAGA

F:-TACTATGTCAGAGGCTTTGGA
R:CTTACTGGAACTTGGATGTCA
F:ACCCTTCAATCCCTTCTTT
R:CTGCCATACTTGTGACCTAAC
F:GTTCTCGTCGTTCGTAGC
R:CAAACCCCCAAAACAAAC
F-TCTTTATTCTGTTCGTGGTTC
R:AGAGACCCCAAAATGAGC
F:GACCGTTTTATGACATTTGAG
R:AACATTTCACCCCAGATTACT
F:-TCAGTTGGTTAGTTTGTCTGC
R:AGGAAGAACATCACCTTGG
F:ACTACTACGTCTCTGGATTGC
R:CCTAACTTCGTTTTCCTTTTC
F:TCATTCCCATTCTCACATTAG
R:TTTACCATGTTCTTTTGCTATG
F:TACTCACGTCTACAGGCACA
R:TCTTGTAGGTATGGATGGTGA

(GT)us

(CTT),

(GTTT)s

(GA)1,

(ATAC)5

(GTA)6

(AG)8

(TTAC)4

(TC)7

(AT)7

(GGT)8

(TA)19

(TTC)16

(CTC)6

181

166

244

238

179

184

199

233

194

208

194

182

228

201

58

57

57

57

55

55

55

55

54,4

55

55

53,7

55

55

Ta = temperatura de anelamento
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CONCLUSOES

e As populacdes de A. edulis e Qualea grandiflora, quando analisadas com
marcadores cloroplastidiais, apresentaram baixa variabilidade genética, a qual se
refletiu em um baixo nimero de haplotipos;

e As duas especies apresentaram grande diferenciacdo populacional, a qual foi
refletida nos altos valores de Fst par-a-par e nos valores de AMOVA, indicando
que a maior parte da variagdo foi encontrada entre as populagdes, e ndo dentro
das mesmas;

e Para A. edulis foi observado um claro padrdo filogeogréfico, que conectou entre
si as populacbes localizadas mais ao centro-noroeste e ente si as populagdes
localizadas mais ao centro-sudeste;

e Para Q. grandiflora tal padrdo ndo foi tdo claro, mas houve uma grande
diferenciacdo entre as populaces, com a presenca de haplétipos exclusivos nas
populagbes DF, GO1, MG, PA, PI1 e SP, sugerindo que, apesar de bem
distribuida, existe pouco fluxo génico entre as populacdes desta espécie;

e A distingdo Cerrado central x Cerrados marginais ndo foi suportada,
observando-se compartilhamento de haplétipos entre as populacdes de ambos os
tipos de Cerrado;

e Nossos resultados sugerem um gradiente leste-oeste na distribuicdo da
diversidade do Cerrado, compativel com possiveis disjuncdes ocorridas pela
incursdo das florestas tropicais sazonais secas (SDTF) durante o Pleistoceno
(hipétese do Arco Pleistocénico). As populacdes a oeste desse gradiente se
encontram mais vulneraveis, por ndo se encontrarem em unidades de
conservacao e por apresentarem haplotipos exclusivos ou raros;

e Os 11 locos microssatélites polimoérficos desenvolvidos e caracterizados no
presente trabalho fornecem ferramentas Uteis para estudos populacionais e
filogeograficos em Alibertia edulis;

e As analises de polimorfismo realizadas a partir dos dados genotipicos com 0s
microssatélites desenvolvidos no presente trabalho evidenciaram um possivel
endocruzamento na populagdo do Piaui, o qual pode estar relacionado com o

longo isolamento desta populagéo.
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ANEXQOS - NORMAS DAS REVISTAS

Manuscrito 1. Applications in Plant Sciences

http://botany.org/APPS/APPS_Author_Instructions.html

Manuscrito 2. Molecular Ecology

http://onlinelibrary.wiley.com/journal/10.1111/(1SSN)1365-
294X /homepage/ForAuthors.html
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