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RESUMO

A multiplicagdo gendmica € reconhecida como um importante e frequente mecanismo de
especiacdo em plantas. A partir desse Unico evento genético, mudancas geradas podem
persistir e ocasionar modificagBes fenotipicas e ecologicas aos novos individuos formados.
Entretanto o potencial evolucionario desse processo permanece sendo alvo de debates.
Comparado com alopoliploides, espécies autopoliploides vem sendo alvo de poucos estudos.
Alguns estudos apontam para diferencas no padrdo de distribuicdo dos autopoliploides, que
podem ser explicados por diferencas ambientais e ou mdaltiplas origens. Assim, o objetivo
geral desta tese foi investigar a distribuicdo e as adaptagdes morfologicas da espécie
autopoliploide Libidibia ferrea e, com o auxilio de marcadores moleculares e modelagem de
nicho explicar como se deu essa distribuicdo. Populacdes diploides e tetraploides foram
encontradas separadas espacialmente com uma pequena area de coocorréncia. Populacdes
diploides mostraram-se amplamente distribuidas enquanto as tetraploides ocorreram numa
faixa entre seus progenitores além de apresentar contracdo de nicho. AdaptacGes morfoldgicas
a condicdo seca foram encontradas nas populacdes tetraploides, embora esse achado nédo
cologue os novos poliploides como melhores competidores. Em conjunto, esses resultados
sugerem limitada capacidade de dispersdo da espécie e ocupacdo de areas pelos poliploides
antes ndo ocupadas por seus progenitores. Nao foi possivel encontrar caracteristicas
morfoldgicas e de nicho que coloque os novos poliploides formados como pertencentes a uma
nova espécie. Os dados moleculares apontam trés origens tetraploides. A estruturagdo dos
haplotipos mostrou-se fraca e sugere conexdes pretéritas entre areas. Origens distintas
encontradas dentro de populacgdes tetraploides indicam fluxo génico passado entre essas areas,
enguanto a presenca de haplétipos derivados indicam a poliploidia como uma boa estratégia
para 0 sucesso evolutivo. Nossa datacdo molecular indica que a espécie comecou a se
diversificar a cerca de 6 Ma. Nao foi possivel inferir com precisdo a rota de colonizacdo da

espécie, porém, hipotetizamos que ela tenha se dado pelo norte da distribuicdo da espécie.

Palavras-chave: Autopoliploidia. Distribuicdo. Filogeografia. Leguminosae.



ABSTRACT

Genomic multiplication is recognized as an important and frequent mechanism of speciation
in plants. From this single genetic event, generated changes can persist and cause phenotypic
and ecological changes to newly formed individuals. However, the evolutionary potential of
this process remains the subject of debate. Compared with alopoliploids, autopolyloid species
have been the subject of few studies. Some studies point to differences in the distribution
pattern of autopoliploids, which can be explained by environmental differences and / or
multiple origins. Thus, the general objective of this thesis was to investigate the distribution
and morphological adaptations of the autopoliploid species Libidibia ferrea and, with the help
of molecular markers and niche modeling, explain how this distribution occurred. Diploid and
tetraploid populations were separated spatially with a small area of co-occurrence. Diploid
populations were widely distributed while the tetraploids occurred in a range between their
progenitors in addition to presenting niche contraction. Morphological adaptations to the dry
condition were found in the tetraploid populations, although this finding does not place the
new polyploids as better competitors. Taken together, these results suggest limited ability of
species dispersal and occupation of areas by polyploids previously not occupied by their
parents. It was not possible to find morphological and niche characteristics that put the new
poliploids formed as belonging to a new species. Molecular data point to three tetraploid
origins. The structure of the haplotypes was weak and suggests previous connections between
areas. Different origins found within tetraploid populations indicate past gene flow between
these areas, while the presence of derived haplotypes indicate polyploidy as a good strategy
for evolutionary success. Our molecular dating indicates that the species began to diversify to
about 6 Ma. It was not possible to infer with precision the route of colonization of the species,
however, we hypothesized that it was given by the north of the distribution of the species.

Key words: Autopoliploidy. Distribution. Phylogeography. Leguminosae.
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1 INTRODUCAO

A poliploida pode ser definida como a multiplicagdo do genoma em trés ou mais
conjuntos completos de cromossomos e, embora rara em animais, trata-se de um mecanismo
bastante comum em plantas (Ramsey & Schemske 1998). Estimativas recentes apontam que
a totalidade das angiospermas passaram por pelo menos um evento de poliploidizacdo ao
longo de sua historia evolutiva (Jido et al. 2011), entretanto o papel evolucionario desse
evento vem sendo alvo de debates recentes (Mayrose et al. 2011; Arrigo & Barker 2012;
Soltis et al. 2014).

Duas vertentes sdo reconhecidas em relacdo ao qual o papel evolucionério da
multiplicagdo genémica: (1) Postula os poliploides como “Dead ends“ ou “blind alleys”
evolucionérios, devido a ineficiéncia causada por genes que sdo mascarados por multiplas
copias (2) A segunda vertente, coloca a poliploidia como uma rota promissora para 0 Sucesso
evolucionario (Soltis et al. 2014), baseando, sobretudo, na eficiéncia dos novos poliploides,
sob seus progenitores, em relacéo a ecologia, geografia ou a combinagdo dessas propriedades
(por exemplo, Fowler e Levin 1984; Levin 1983, 2002). Assim, de acordo com o0 segundo
pressuposto, a poliploidia pode ser considerada uma excelente estratégia adaptativa. Como
atinge todo o conjunto génico leva a mudancas bioquimicas, fisioldgicas, fenotipicas e no
desenvolvimento, o que pode conferir capacidade de adaptacdo a novas condigfes ambientais
e facilitar seu estabelecimento (Levin 1983; Ramsey & Schemske, 1998).

Espécies poliploides podem ser classificadas quanto a sua origem em alopoliploides,
quando se da pela duplicacdo de genomas distintos e autopoliploides quando surgem pela
duplicacdo de um mesmo genoma (Stebbins, 1971). Devido a semelhancas morfoldgicas com
seus progenitores (Spoelhof et al 2017) e problemas no pareamento cromossdmico (Stebbins,
1950; Grant, 1981), espécies autopoliploides vem historicamente sendo consideradas raras ou
mal adaptadas e pouco estudadas se comparadas com espécies alopoliploides. Entretanto, nos
altimos 25 anos, os marcadores moleculares tem revelado que autopoliploides sdo mais
comuns do que antes se assumia (Ramsey and Schemske, 1998 , 2002 ; Soltis et al., 2007 ;
Parisod et al., 2010) e que a origem sem hibridizacdo pode trazer vantagens evolucionérias

devido ao aumento da heterozigozidade, multiplas copias génicas e diversidade alélica, o que
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facilitaria seu estabelecimento e persisténcia (Parisod et al., 2010; Segraves et al.,
1999). Assim, com a quebra desse paradigma, estudos com espécies autopoliploides tem se
intensificado, no entanto, estudos com populagdes naturais permanecem raros (Soltis et al.,
2014).

Estudos com espécies autopoliploides tem demostrado separacdo espacial entre 0s
novos poliploides formados e seus progenitores, com alguma faixa de coocorrencia (Segraves
et al. 1999; ex. Levin 1983; Dijk & Bakx-Schotman, 1997; Husband & Schemske 1998; Petit
et al. 1999), o que vinha sendo comumente tentando ser explicado por diferencas ambientais e
de nicho. Entretanto pesquisas recentes, através do uso de técnicas de modelagem de nicho,
tem demostrado diferentes padrdes, como contragdo, expansao ou conservagdo do nicho dos
novos poliploides formados e essa distribuicdo pode ser melhor explicada por tragos de
histdrico de vida e estratégias de dispersdo das espécies (Glenn et al 2014).

Apesar do avanco no entendimento das consequéncias genéticas da autopoliploidia,
pouco conhecimento existe acerca da origem dessas populagdes (Soltis et al., 2014). Estudos
realizados com espécies autopoliploides tem demonstrado que as linhagens poliploides ndo
surgiram uma unica vez ao longo da sua histéria evolutiva, a exemplo de Aucuba japonica
(Ohi et al 2003), Plantago media (Van-Dijk e Bakx-Schotman 1997) Heuchera
glossulariifolia (Segraves et al. 1999) com o minimo de trés origens distintas. Nenhuma
espécie autopoliploide estudada até o momento apresentou origem uUnica (Spoelhof et al
2017). Na espécie Galax urceolata foi encontrado o minimo de 47 origens independentes
(Servick et al., 2015), maior nimero encontrado, mesmo quando comparado a alopoliploides
(Baack, 2004; Halverson et al., 2008; Peirson et al., 2013). Os autores afirmam que a
formacdo frequente aumenta a diversidade genética e consequentemente, 0 sucesso no
estabelecimento do citétipo poliploide.

Mediante o exposto, esse trabalho teve como objetivo geral investigar a distribuicéo e
origem da espécie autopoliploide Libidibia ferrea e, através marcadores moleculares,
caracterizacdo morfoldgica e de modelagem de nicho explicar como se deu essa distribuicdo e

estabelecimento.
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2 FUNDAMENTACAO
2.1 POLIPLOIDIA

A poliploidia pode ser definida como um processo de multiplicacdo do genoma em
trés ou mais conjuntos completos de cromossomos (Ramsey & Schemske 1998) e, embora
seja raro em grupos animais (Otto & Whitton 2000), a poliploidia € comum em plantas (Soltis
et al. 2004). Além disso, tem sido considerado um importante mecanismo de evolucdo e
especiacdo, conhecido como um dos poucos capazes de atuar em simpatria (Soltis et al.
2007).

Diversos trabalhos vém tentando estimar a taxa de poliploidia em plantas. De acordo
com Masterson (1994), a ocorréncia de poliploidia varia de 30 a 70% em angiospermas e esse
valor se aproxima da totalidade em pteridéfitas (Grant 1981). Entretanto, estimativas recentes
mostram que esses valores sdo maiores do que antes se assumia. Jiao et al. (2011) apontaram
dois eventos de poliploidia em linhagens ancestrais, um pouco antes da diversificacdo das
plantas com sementes e outro antes da diversificagdo das angiospermas. A partir desses
resultados puderam concluir que todas as plantas passaram por pelo menos um evento de
poliploidia ao longo de sua historia evolutiva e este pode ter contribuido para a grande
diversificacdo das plantas com sementes e com flor.

Entretanto, enquanto alguns pesquisadores atribuem a poliploidia uma importante rota
para 0 sucesso evolucionario (e.g. Jiao et al. 2011), outros acreditam que a poliploidia pode
ser considerada um dead-end evolucionario. Mayrose et al. 2011 observaram que as taxas de
especiacdo em novos poliploides formados € significativamente menor quando comparada aos
diploides enquanto a taxa de extin¢do é significativamente maior. Com base nisso concluiram
que as linhagens neopoliploides exibem reduzida taxa de diversificacdo e a abundancia dos
poliploides pode ser uma consequéncia da sua formacéo frequente.

Diversos mecanismos citolégicos podem induzir a poliploidia em plantas, como a
duplicacdo de células somaticas e a formacdo de gametas ndo reduzidos (Ramsey &
Schemske 1998). A duplicacéo das celulas somaticas pode ocorrer durante o ciclo de vida das
plantas e resulta em células meristeméticas poliploides que podem originar um organismo
novo poliploide (Tayalé & Parisod 2013). Por outro lado, durante o ciclo reprodutivo pode
ocorrer a formacdo de gametas ndo reduzidos. Nesse processo, 0s gametas oriundos de

individuos diploides contém o niamero completo de cromossomos somaticos (2n) e a unido de
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gametas reduzidos e ndo reduzidos, ou de dois gametas ndo reduzidos, resultard em embriGes
poliploides (Ramsey & Schemske 1998).

O genoma duplicado desses individuos poliploides apresenta, muitas vezes, uma
natureza altamente mutavel e dindmica (Soltis & Soltis 2012), podendo passar por intensa
reorganizacédo, a qual envolve reestruturacdo e alteracGes funcionais que, em conjunto com a
poliploidia, é comumente referida como diploidizacéo (Soltis& Soltis 2012; Tayalé & Parisod
2013). Através desse processo, restaura-se a heranca diploide dos genomas duplicados. Dessa
maneira, individuos poliploides podem ser classificados temporalmente em paleopoliploides,
antigos poliploides com genomas geralmente diploidizados, ou neopoliploides, jovens
poliploides com genomas duplicados (Tayalé & Parisod 2013). Quanto a origem, individuos
poliploides podem ainda ser classificados em autopoliploides, quando surgem pela duplicacao
de um mesmo genoma, ou alopoliploides, quando originados pela duplicacdo de genomas

distintos, normalmente ap6s um evento de hibridiza¢do (Stebbins 1971).

2.2 ESPECIACAO E POLIPLOIDIA

Uma das mais importantes implicacdes da poliploidia na evolucéo é a criacdo de novas
espécies (Soltis & Soltis 2012). As mudancas genéticas causadas por essa multiplicacéo
gendmica tornam-se persistentes devido a incompatibilidade gerada entre os individuos
diploides e seus descendentes poliploides, isolando-os reprodutivamente (Levin 1983;
Husband & Sabara 2003). Dessa forma, de acordo com o conceito bioldgico de espécie, 0s
novos individuos com genoma duplicado seriam classificados como uma nova espécie.
Entretanto, tradicionalmente, individuos autopoliploides sdo considerados um cit6tipo dentro
da mesma espécie, essa classificacdo pode levar a uma subestimativa do nimero de novas
espécies formadas pela “especiag¢ao autopoliploide” (Soltis et al. 2007).

De acordo com a revisao realizada por Soltis et al. (2007), apenas uma espécie
autopoliploide foi separada do seu progenitor como uma nova espécie. Os autores
argumentam que essa separagdo precisa ser feita caso a caso e ainda, 0os novos individuos
poliploides precisam, além de ser isolados reprodutivamente de seus progenitores, seguir seu
proprio caminho evolutivo (e.g. Diferenciacdo de nicho) e apresentar caracteristicas
taxonémicas que os distingam morfologicamente.

Espécies poliploides podem apresentar caracteristicas morfologicas distintas daquelas
encontradas nos seus progenitores, como por exemplo, 0 aumento no tamanho das flores, bem

explorado em literatura (Segraves & Thompson 1999; Borges et al. 2012). O aumento das
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dimensdes em individuos poliploides ¢ referido como “efeito giga”, no qual os 6rgdos e
células da planta aumentam de volume proporcionalmente a quantidade de DNA (Ramsey &
Schemske 1998). Por exemplo, Masterson (1994) comparou o tamanho das células guardas de
plantas extintas e atuais, e conseguiu inferir poliploidia se baseado nesse caractere
morfoldgico.

Na espécie Libidibia ferrea através de trabalhos anteriores (Borges et al. 2012) ou
através de observagdes pessoais, tem-se observado em individuos tetraploides aumento das
dimensfes de seus folidlolos, sendo estes individuos facilmente identificados em campo.
Assim, faz-se necessario uma investigacdo a cerca dessa caracteristica morfologica. Uma vez
que os citotipos da espécie ndo produzem descendentes, espera-se encontrar requerimentos
ambientais distintos e apresentam essa caracteristica morfoldgica diagnéstica, uma nova

classificacdo pose ser proposta, classificando o citotipo tetraploide como uma nova espécie.

2.3 DISTRIBUI(;AO E ORIGEM DE POLIPLOIDES

Como afeta todo o conjunto génico, mudancas bioquimicas, fisioldgicas, fenotipicas e no
desenvolvimento ocorrem em individuos poliploides, podendo conferir capacidade de
adaptacdo a novas condi¢des ambientais (Levin 1983; Ramsey & Schemske 1998). Nesse
contexto, a poliploidia pode ser considerada uma excelente estratégia adaptativa, porque
impulsiona a descoberta de novos nichos ecoldgicos através das modificacbes que
proporciona (Reisemberg & Willis 2007).

Diante desse cenario, diversos estudos vém sendo realizados para tentar entender a
distribuicdo e separacdo de nicho desses cit6tipos; como resultado, populacfes poliploides
vém sendo geralmente encontradas distribuidas separadas espacialmente de seus progenitores
diploides, mas podem, eventualmente, ocorrer em simpatria com esses individuos (Levin
1983; Van Dijk & Bakx-Schotman 1997; Husband & schemske 1998; Petit et al. 1999).
Como exemplo dessa variagdo geografica temos a distribuicdo da espécie Chamerion
angustifolium, onde, de modo geral, populagdes dipldides sdo encontradas em altitudes mais
elevadas que as tetraploides, e ambas coocorrem numa estreita zona (5 km); mesmo nessa
area de contato, individuos diploides foram encontrados em locais com altitudes sutilmente
maiores (Husband & Schemske 1998). Resultado semelhante foi encontrado também para as
espécies Plantago media (Van Dijk et al. 1992).

Apesar das diferencas encontradas na distribuicdo das espécies 0s autores de ambos 0s

trabalhos ndo conseguiram afirmar que essa separacdo espacial de nicho se deva a tolerancia a
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diferentes circunstancias ecolégicas ou devido ao historico de colonizacdo da espécie. Poucos
trabalhos tem conseguido corroborar esse fato (Segraves et al. 1999; Baack 2004). Atencédo
especial tem sido dada ao estabelecimento local desses individuos e pouca informacao existe
acerca da sua expanséo.

No que se refere ao estabelecimento de novas populacGes poliploides, diversos
modelos teéricos tentam explicar as circunstancias ecoldgicas e genéticas que regem as
interacOes entre diploides e tetraploides (Levin 1975; Felber 1991; Rodriguez 1996). Um dos
mais discutidos é 0 “modelo da exclusdo do citotipo em minoria”, proposto por Levin (1975).
De acordo com esse modelo, os individuos poliploides, originados de progenitores diploides
ficariam em desvantagem, o que pode levar a exclusdo do novo citétipo. O cruzamento de
individuos diploides e poliploides pode gerar individuos triploides, que sdo inviaveis ou
estéreis. De acordo com esse pressuposto, 0 modelo afirma que o citétipo em minoria fica
mais propenso ao recebimento de pélen do citétipo em maioria. Alta frequéncia desses
cruzamentos pode resultar em menor sucesso reprodutivo e consequente decréscimo
populacional do citétipo em minoria. Na auséncia de producdo continua de individuos do
citotipo em minoria, essa selecdo impediria a coexisténcia dos citétipos.

Levando em consideracdo esse modelo, Fowler & Levin (1984) tentaram explicar
como populacdes tetraploides séo frequentemente encontradas distantes de seus progenitores,
aplicando, para isso, o modelo de Lotka-Volterra. Como resultado, eles afirmaram que
individuos tetraploides podem superar os diploides se tiverem vantagem competitiva sobre
eles e caso os dois citotipos tenham preferencias ecoldgicas distintas eles podem coexistir.
Concluiram com isso que os tetraploides superam essa forca da exclusdo do citétipo em
minoria e se espalham além dos seus locais de origem.

Em contrapartida, Levin (2000) argumenta que é pouco provavel que individuos
poliploides tenham se espalhado para outras populacdes diploides e, em cada caso, aumentado
sua frequéncia gradualmente e superado seus progenitores. O autor parte do pressuposto que
diploides e poliploides tem tolerancias ecologicas distintas, nesse caso, individuos poliploides
estabeleceram-se em locais onde os diploides ndo existiam. Para que isso ocorresse, bastou
que esses novos individuos tivessem um numero suficiente de propagulos para se dispersar e
chegar aos locais onde nédo existam diploides, e dessa forma, se estabelecer. Essa populacéo
seria 0 ponto de dispersdo para outros sitios. Essa hipétese foi revisada recentemente por
Glennon et al. (2014) que nomeou esse pressuposto como ‘niche shift hypothesis’ (NSH).
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Por outro lado, com o advento das técnicas moleculares, estudos filogenéticos recentes
tem mostrado que a linhagem poliploide ndo surgiu uma Unica vez ao longo de sua historia
evolutiva (Segraves et al. 1999; Baack 2004; Halverson et al. 2008; Peirson et al. 2013). Por
exemplo, estudo realizado com a espécie amplamente distribuida Solidago subsect Humiles;
Peirson et al. 2013, usando material do DNA do cloroplasto, encontraram 24 hapl6tipos que
ndo formaram um dnico clado, sendo 8 deles compartilhados com diploides e 16 presentes
apenas nos individuos poliploides. Caso a origem dos poliploides fosse Unica, um unico
haplotipo deveria ter sido encontrado nos poliploides e estes descendentes deveriam pertencer
a uma Unica linhagem. Resultado semelhante foi encontrado pelos mesmos autores para a
espécie Solidago simplex, cujos resultados também indicaram a formacdo recorrente de
polipldides (Peirson et al. 2012).

Além da perspectiva filogenética, inferéncias acerca de hipéteses da histéria biogeografica
e entendimento dos processos de diversificacdo tém sido realizadas em trabalhos envolvendo
complexos poliploides (Van Dijk & Bakx-Schotman, 1997). Esse tipo de enfoque, conhecido
como uma subdisciplina da biogeografia é chamado de filogeografia. A filogeografia é um
campo de estudo que objetiva acrescentar as perspectivas ecogeograficas tradicionais,
elementos que enfatizam o papel atual de pressdes ecoldgicas na definicdo das distribuigdes
espaciais dos organismos, buscando evidencias sobre 0s processos atuais e historicos que
influenciaram a variagdo genética observada atualmente nas populagdes (Avise 2000). Nesses
estudos sdo utilizados marcadores moleculares e tem se baseado principalmente no
polimorfismo do genoma do cloroplasto (cpDNA), devido a auséncia de recombinacéo, ao
modo de heranca uniparental (materna) e a baixa taxa de mutacao.

Como exemplo de complexos poliploides utilizados para testar hip6teses biogeograficas,
podemos citar um recente estudo realizado por Li et al. (2014), com o complexo
Chrysanthemum indicum, no Sudeste Asiatico. E hipotetizado que oscila¢des climaticas do
periodo Quaternario tiveram grande influencia na distribuicdo e padrdo de biodiversidade de
espécies no hemisfério norte. A partir de resultados obtidos, os autores puderam concluir que
tais oscilacdes afetaram a demografia e a evolucdo do complexo. Apenas a forma tetraploide
do complexo passou por uma grande expansdo na parte sul durante o pleistoceno, nao
havendo evidéncias que formas diploides e outros poliploides tenham passado pelo mesmo

processo durante o periodo.
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2.4 FILOGEOGRAFIA

O termo filogeografia foi cunhado em 1987 por Avise e colaboradores, onde 0s
autores reconheceram formalmente que os processos microevolutivos operantes dentro das
espécies podem ser extrapolados para explicar diferencas macroevolutivas dentro e entre
taxons. Assim, a filogeografia pode ser definida como um campo de estudo interessado em
entender os principios e processos que levam a distribuicdo geogréfica de linhagens
genealdgicas (Avise et al., 1987).

Para analisar e interpretar as distribuicdes das linhagens genéticas, ferramentas e
informacbes de outras disciplinas, como a biologia molecular, genética de populacGes,
paleontologia, geologia e a geografia sdo necessarias, Assim como mecanismos evolutivos
evolvidos tais como mutacdo, deriva genética, fluxo génico, selecdo natural e eventos
demogréficos, que também deixam marcas na historia genealdgica das populagdes (Cunha e
Solé-Cava, 2012), isso faz da filogeografia uma disciplina totalmente integrativa. Dessa
forma, a filogeografia ndo precisa basear-se exclusivamente em dados moleculares. Pesquisas
filogeograficas podem ser realizadas com dados morfologicos, comportamentais ou outros
quaisquer desde que analisados por uma perspectiva filogenética ao longo de uma distribuicédo
geografica (Avise 2000).

As oscilagdes climaticas do periodo quaternario sdo reconhecidas como importantes
mecanismos que se comportaram como um gatilho para os processos de diversificagdo e
especiacdo (Hewitt 2000). O clima seco e as glaciacdes podem ter favorecido a expansédo de
algumas espécies enquanto outras estiveram restritas em areas conhecidas como reflgios. A
teoria dos reflgios do pleistoceno postula, sobretudo para &reas de savanas, que estas se
expandiram por dentro da Amazénia durante o ultimo maximo glacial (LGM), fragmentando
a distribuicdo da vegetacdo da floresta tropical (Haffer 1969).

Por se tratar de um largo continente, com diversas formacGes vegetacionais associadas
ao clima, a América do Sul possui uma historia evolutiva complexa e dificil de ser recontada.
Em revisdo sobre os padrdes filogeograficos da América do Sul Turchetto-zolet et al. (2013),
através da analise de 476 taxons, entre plantas e vertebrados, concluiram que as oscilacdes
climaticas do Pleistoceno em conjunto com os 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 deste continente.
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2.5 TAXON ESTUDADO

Libidibia (DC.) Schltdl é um género neotropical segregado de Caesalpinia, que ocorre
principalmente em florestas estacionais secas (Lewis et al. 2005). De acordo com a filogenia
mais recente do grupo, baseada em cinco regides plastidiais e uma nuclear, o género Libidibia
forma um grupo monofilético e bem suportado composto por dez tdxons distribuidos em sete
espécies de arvores e arbustos (Gangnon et al. 2016). Quatro espécies do género ocorrem na
América do Sul: L. glabrata (Kunth) C. Castellanos & G. P. Lewis, que ocorre no Peru e
Equador, L. paraguariensis (D.Parodi) G.P.Lewis, ocorrente na regido do Chaco (Paraguai e
Argentina), L. punctata (Willd.) Britton, ocorrente na Venezuela e Colombia, e L. ferrea
(Mart. ex Tul.) L.P. Queiroz, que ocorre no Brasil. Essas espécies constituiram a flora do
Pleistoceno, sendo importantes na analise da hipdtese do Arco Pleistocénico (E. Gangnon,
com. pessoal). Dessa forma, um estudo filogeografico com a espécie nos ajudara a entender
como se deu o possivel processo de expansdo e retracdo das florestas secas da América do
Sul.

Em estudo taxondmico, Queiroz (2009) prop6s uma nova combinacdo da Unica
espécie do género nativa do Brasil, Libidibia ferrea (Mart. ex Tul.) L.P. Queiroz, conhecida
popularmente como jucé ou pau-ferro. A espécie ocorre nos dominios da Caatinga e floresta
Atlantica em todos os estados do Nordeste, Minas Gerais, Espirito Santo e Rio de Janeiro
(Lewis 2013). Libidibia ferrea ¢ uma espécie autopoliploide (Beltrdo & Guerra 1990) que
pertence a um grupo de espécies bastante semelhantes entre si com variagcdes extremamente
complexas e dificeis de interpretar onde € possivel observar a presenca de muitos
intermediarios entre ela e outras espécies. De acordo com estudo realizado por Beltrdo &
Guerra (1990), essa espécie apresenta individuos diploides (2n = 24) e individuos tetraploides
(2n = 48) e, baseados em caracteristicas cariotipicas similares, 0os autores sugeriram ser um
caso de autopoliploidia. Além disso apresenta quebra da autoincompatibilidade em individuos
tetraploides (Borges et al. 2012). A poliploidia encontrada na espécie pode ser a causa da
grande variacdo morfoldgica existente em L. ferrea, sendo encontradas quatro variedades: 1)
Libidibia ferrea var. ferrea, 2) L. ferrea var. glabrescens, ambas ocorrentes apenas em areas
de Caatinga; 3) L. ferrea var. leiostachya, restrita a floresta Atlantica do Rio de Janeiro
(Rizzini & Mattos-filho 1968) e 4) L. ferrea var. parvifolia, ocorrendo tanto em areas de
Caatinga como em é&reas de floresta Atlantica (Queiroz 2009). Desse modo a Caatinga é a
Unica regido onde trés das quatro variedades ocorrem. Em estudo recente, Borges et al.

(2012), analisando populacdes naturais da espécie presentes em areas de floresta seca,
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encontraram individuos diploides encaixando-se na descricdo de L. ferrea var. parvifolia, e
individuos tetraploides encaixando-se na descricdo de L. ferrea var. ferrea e L. ferrea var.

glabrescens.
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RESUMO

A poliploidia € um mecanismo de especiacdo comum em plantas e de grande importancia
evolucionaria em curto e longo prazo. Como afeta todo o conjunto génico, as mudangas
geradas pela multiplicacdo gendmica podem conferir ao novo citétipo formado capacidade de
adaptacdo a diferentes condi¢fes ambientais, além de impulsionar a descoberta de novos
nichos ecoldgicos. Comparadas com alopoliploides, espécies autopoliploides ainda séo pouco
estudadas. Autopoliploides sdo frequentemente semelhantes morfologicamente e
tradicionalmente mantidos como citotipos dentro de uma mesma espécie. O objetivo geral
desse estudo foi investigar a distribuicdo geogréafica, divergéncia de nicho, e relacGes
taxonémicas entre os citétipos diploides e tetraploides da espécie autopoliploide Libidibia
ferrea. Foram feitas coletas em individuos de populagdes da espécie ao longo de toda a sua
area de ocorréncia e o nivel de podia foi verificado com citdémetro de fluxo. Foi realizada uma
analise de modelagem de nicho com os pontos de coleta amostrados. Caracteres anatbmicos e
de morfometria foram avaliados utilizando protocolos usuais. Coletamos material de

individuos de todas quatro variedades descritas para a espécie (1) Libidibia ferrea var. ferrea,
2) L. ferrea var. glabrescens, 3) L. ferrea var. leiostachya e 4) L. ferrea var. parvifolia).

Todas as variedades, exceto a L. ferrea var. leiostachya, apresentaram ambos os niveis de
ploidia. Populagdes diploides e tetraploides de L. ferrea apresentaram separacao espacial, com
uma pequena area de contato. Apesar da segregacdo, ambos os niveis de ploidia foram
encontrados sob condi¢cdes ambientais semelhantes. Populagdes diploides se mostraram mais
amplamente distribuidas, enquanto populacdes tetraploides estiveram restritas a uma faixa
entre populagdes diploides. As anélises de modelagem indicaram uma contragdo de nicho nas
populacdes tetraploides. Individuos tetraploides apresentaram estdbmatos significativamente
maiores quando comparados aos diploides, além da localizacdo abaixo das células da
epiderme, comportamento que otimiza o uso da agua em ambientes aridos. Concluimos que as
populacdes tetraploides ocupam &reas antes inabitadas por seus progenitores, que as
caracteristicas morfologicas e anatbmicas observadas nos individuos tetrapldides podem ter
servido como facilitador do seu estabelecimento e que a contracdo de nicho observada esta
associada a limitada capacidade de dispersdo da espécie e seu longo ciclo de vida. As
variedades da espécie ndo estiveram correlacionadas com o nivel de ploidia e o tamanho dos
foliolos ndo ¢ indicativo de nivel de ploidia. Dessa forma, ndo é recomendada elevacdo de

variedades de L. ferrea ao nivel de espécie uma vez que as variedades e citétipos ndo possuem
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nichos distintos e nem caracteristicas morfolégicas que diferenciem os individuos com niveis

de ploidia distintos.

Palavras chave: Poliploidia; Duplicacdo do genoma; autopoliploides; modelagem de nicho;

Contracéo de nicho; Caatinga.
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INTRODUCAO

A multiplicacdo do genoma em dois ou mais conjuntos completos de cromossomos,
definida como poliploidia, € um mecanismo bastante comum em angiospermas (Ramsey &
Schemske 1998). Estimativas recentes apontam que todas as angiospermas passaram por pelo
menos um evento de poliploidizacdo ao longo de sua histdria evolutiva (Jido et al. 2011),
entretanto o papel evolucionario desse evento vem sendo alvo de debates recentes (Mayrose et
al. 2011; Arrigo & Barker 2012; Soltis et al. 2014)

Duas vertentes sdo reconhecidas em relacdo a qual o papel evolucionario da
poliploidia, a primeira postula os poliploides como “Dead ends“ ou “blind alleys”
evolucionarios, onde se acredita que os poliploides tornam-se ineficientes devido aos genes
que sdo mascarados por multiplas copias. A segunda vertente, coloca a poliploidia como uma
rota promissora para o0 sucesso evolucionario (Soltis et al. 2014), baseando, entre outros
fatores, no pressuposto de que, apds a formacdo, os poliploides divergem se deus progenitores
em relacdo a ecologia, geografia ou a combinacdo dessas propriedades (por exemplo, Fowler
e Levin 1984; Levin 1983, 2002). De acordo com o segundo pressuposto, a poliploidia pode
ser considerada uma excelente estratégia adaptativa (Reisemberg & Willis 2007). Como afeta
todo o conjunto génico, mudancas bioquimicas, fenotipicas e no desenvolvimento ocorrem
em individuos poliploides, o que provavelmente confere capacidade de adaptacdo a novas
condi¢cBes ambientais e impulsiona a ocupacdo de novos nichos ecoldgicos (Levin 1983;
Ramsey & Schemske 1998).

Dois tipos de poliploides sdo reconhecidos quanto a sua origem: autopoliploides,
quando surgem pela duplicacédo de um mesmo genoma, ou alopoliploides, quando originados
pela duplicacdo de genomas distintos, normalmente apds um evento de hibridizacdo (Stebbins
1971). Individuos autopoliploides vém tradicionalmente sendo considerados raros ou mal
adaptados (Stebbins 1950; Grant 1981). Essa lacuna pode ser em decorréncia da semelhanca
morfologica com seus progenitores diploides (Spoelhof et al. 2017). Entretanto, estudos
recentes apontam que autopoliploides s&o mais comuns do que antes se assumia e que a
origem sem hibridizacdo pode trazer vantagens evolucionarias (Parisod et al. 2010), devido ao
aumento da heterozigozidade, multiplas copias génicas e diversidade alélica, o que facilitaria
seu estabelecimento e persisténcia (Parisod et al. 2010; Segraves et al. 1999).

Apesar das vantagens evolucionarias causadas por esse Unico evento, 0S NOVoS
autopoliploides formados precisam apresentar vantagens competitivas sobre o0s seus

progenitores, para conseguir se estabelecer. Com o intuito de explicar a expansdo e 0
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estabelecimento da linhagem poliploide, dois modelos tedricos vém sendo amplamente
discutidos. O primeiro afirma que a linhagem poliploide surgiu com vantagem competitiva
sobre 0 seus progenitores, excluindo-os e se estabelecendo em areas anteriormente ocupadas
por eles (Fowler and Levin 1984). O mais recente afirma que a linhagem poliploide possui
requerimento ambiental distinto de seus progenitores e se estabeleceu em éareas ndo ocupadas
por eles anteriormente (Levin 2000). Essa hipotese foi revisada recentemente por Glennon et
al. (2014) que nomeou esse pressuposto como ‘niche shift hypothesis’ (NSH).

Dessa forma, muitas espécies poliploides veem sendo encontradas separadas
geograficamente da sua progenitora com alguma zona de contato, e essa diferenca vem sendo
comumente explicada por diferencas ambientais e ou de nicho (Segraves et al. 1999; Parisod
& Besnard 2007; Visger et al. 2016). A diferenciacdo geografica/nicho, acrescentada ao
isolamento reprodutivo entre os dois citotipos, podem colocar os novos poliploides formados
como pertencentes a um taxon diferente e independente de seu progenitor, entretanto,
sobretudo para espécies autopoliploides, essas caracteristicas devem vir acompanhadas de
diferenciacdo morfoldgica, sendo esta um critério chave para a separacdo (Soltis et al. 2007).

Libidibia ferrea (Mart. ex Tul.) L.P. Queiroz € uma espécie autopoliploide (Beltrdo &
Guerra 1990) que pertence a um grupo de espécies bastante semelhantes entre si com
variacdes extremamente complexas e dificeis de interpretar onde é possivel observar a
presenca de muitos intermediarios entre ela e outras espécies. O género Libidibia forma um
grupo composto por dez taxons distribuidos em sete espécies de arvores e arbustos (Gangnon
et al. 2016). A espécie L. ferrea é a Unica espécie do género nativa do Brasil, conhecida
popularmente como juca ou pau-ferro. Ocorre nos dominios da Caatinga e floresta Atlantica
em todos os estados do Nordeste, Minas Gerais, Espirito Santo e Rio de Janeiro (Queiroz
2009). Apresenta individuos diploides (2n = 24) e individuos tetraploides (2n = 48) (Beltréo
& Guerra 1990), sendo encontradas quatro variedades: 1) Libidibia ferrea var. ferrea, 2) L.
ferrea var. glabrescens, 3) L. ferrea var. leiostachya e 4) L. ferrea var. parvifolia. Para a
diferenciacdo morfoldgica entre as variedades os principais critérios adotados por Queiroz
(2009) sdo sutis e baseados no tamanho dos foliolos e a presenca ou auséncia de pelos,
também no célice (Tabela 1). Acredita-se que a poliploidia encontrada na espéecie pode ser a
causa da grande variacdo morfoldgica existente. Em estudo reprodutivo com trés variedades
da espécie Borges et al. (2012) encontraram isolamento reprodutivo entre os dois cit6tipos de
L. ferrea com as variedades L. ferrea var. glabrescens e L. ferrea var. ferrea sendo

encontradas exclusivamente com nivel de ploidia tetraploide, e a L. ferrea var. parvifolia
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encontrada exclusivamente como diploide, sugerindo alguma relacdo entre as variedades e
diferentes niveis de ploidia. Além disso, a L. ferrea var. parvifolia, de acordo com a ultima
classificacdo taxondmica, apresenta foliolos menores que as outras duas variedades analisadas
— exclusivamente tetraploides - , 0 que pode sugerir relacdo entre o nivel de ploidia e essa
caracteristica morfoldgica.

Mediante o0 exposto, nos conduzimos esse trabalho a fim de responder as seguintes
questdes: (1) A distribuicao dos citotipos diploides e tetraploides da espécie Libidibia ferrea
pode ser explicada por diferencas de nicho? (2) As variedades da espécie estdo relacionadas a
um determinado nivel de ploidia? (3) Caracteres morfoldgicos distintos estdo associados ao
ambiente de ocorréncia ou ao nivel de ploidia encontrado nos individuos? (4) Com base em
resultados de distribuicdo geografica e morfologia, podemos classificar os poliploides como

uma nova especie?

METODOLOGIA
Amostragem

Para a selecdo das areas amostradas, foi realizado um levantamento dos exemplares de
Libidibia ferrea disponiveis em plataformas online - SpeciesLink, Reflora e Jabot. Apos o
levantamento, herbéarios com maior representatividade de vouchers da espécie foram
visitados. Na ocasido da visita, 0os vouchers foram confirmados e areas com comprovada
ocorréncia ao longo de toda a zona de distribuicdo da espécie foram selecionados para a
coleta. Para a selecdo das areas, também levou-se em consideracdo as variedades presentes,
afim de amostrar todas as variedades da espécie. Para cada area amostrada, material foliar de
20 individuos, ou da quantidade de individuos encontrada, foi coletado e armazenado em

silica gel para secagem e posterior anélise ao citdbmetro de fluxo.

Determinacéo do nivel de ploidia

O nivel de ploidia de todos os individuos coletados foi mensurado utilizando folhas
armazenadas em silica gel, através da citometria de fluxo. Uma suspensdo de nucleos foi
preparada numa placa de Petri, 0 material foi retalhado manualmente, adicionado 750 pl de
tampao WPB e em seguida, filtrado em uma tela de nylon de 20 um para um tubo de
citometria. Apos esse procedimento, a suspensédo foi corada com 20 pl de iodeto de propidio
(Img/mL) de acordo com a metodologia usual descrita por Loureiro et al. (2007). Apos esse

procedimento, as amostras foram levadas ao citbmetro CyFlow SL flow (Partec, Gorlitz,
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Germany), onde tiveram seu nivel de ploidia estimado. O equipamento foi cuidadosamente
calibrado e alinhado com o auxilio de microbeads de acordo com as recomendacGes do
fabricante. Apos testes individuais, fragmentos de folhas de tamanho semelhante, de cinco
individuos presentes na mesma localidade, foram macerados e analisados em conjunto. Em
caso de resultado duvidoso, as amostras foram reanalisadas individualmente. A espécie
controle utilizada foi Zea mays “CE-777” (2C = 5.43 pg). O tamanho medio do genoma
nuclear da amostra foi mensurado em picogramas (pg) por meio da analise dos histogramas

com ferramentas do softwar FlowMax® (Partec®).

Modelagem de nicho

A fim de verificar se existe diferenciacdo de nicho entre os cit6tipos diploides e
tetraploides da espécie Libidibia ferrea, uma analise de modelagem de nicho foi rodada para o
conjunto total de populacgdes, individualmente para populagdes diploides e individualmente
para populagdes tetraploides. A descri¢do das caracteristicas climéticas atuais foi baseada nos
dados de modelagem ecolégica do Worldclim 2.0 para o periodo de 1970-2000 (Fick e
Hijmans 2017). Utilizamos inicialmente o pacote de 19 variaveis bioclimaticas para periodo
atual, as quais sdo derivadas dos valores mensais médios de temperatura e precipitacao e,
portanto, representam grande relevancia bioldgica para simulagdes de distribuicdes de
espécies (Hijmans et al. 2005).

Selecionamos camadas bioclimaticas com grids de resolucdo de 30-arc segundo (~1
km?) para o periodo atual. As camadas de dados contendo as variaveis biocliméaticas foram
cortadas de forma a abranger toda a extensdo da América do Sul uma vez que a espécie L.
ferrea ndo ocorre naturalmente em outros continentes. A utilizagéo de pacotes climaticos com
resolucdo espacial em fina escala apresenta uma maior congruéncia para espécies de plantas
com distribuicdo restrita (Franklin et al. 2012).

Apbs o corte das camadas bioclimaticas, realizamos testes de correlagdo com o
objetivo de excluir variaveis biocliméticas correlacionadas (r > 0,9). A exclusdo das variaveis
correlacionadas possibilita a construcdo de modelos a partir das caracteristicas bioclimaticas
com maior relevancia biologica para o conjunto de espécies na regido e nos periodos
analisados. No total, dez varidveis bioclimaticas foram mantidas neste trabalho, sendo elas:
(1) isoterma (b3); (2) variacdo de temperatura anual (b7); (3) temperatura média do trimestre
mais chuvoso (b8); (4) temperatura média do trimestre mais chuvoso (b9); (5)temperatura

média do trimestre mais quente (b10); temperatura média do trimestre mais frio (b11);
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precipitacdo anual (b12); precipitacdo do més mais chuvoso (b13); precipitacdo do més mais
quente (b14) e precipitacdo do trimestre mais chuvoso (b16).

Foi implementado um algoritmo baseado no método da maxima entropia para predizer
as areas de maior probabilidade de ocorréncia da espécie Libidibia ferrea em diferentes niveis
de ploidia, usando o programa Maxent ver. 3.3 (Phillips et al. 2006). O método da maxima
entropia implementado no Maxent € adequado para dados baseados apenas em presenca,
como é o caso dos pontos amostrados no presente estudo. Adicionalmente, o Maxent possuli
melhor desempenho quando comparado a outros programas relacionados a modelagem de
distribuicdo de espécies e, quando se trata de dados de distribuicdo baseados apenas na
presenca de espécies (Elith et al. 2006, 2011).

Os dados de distribui¢do de cada ploidia da espécie foram divididos em um grupo de
treino (75% dos pontos de ocorréncia) e um grupo de teste ou de validacdo (25% dos pontos
de ocorréncia) para calibrar, otimizar e avaliar a qualidade dos modelos gerados. Utilizamos o
indice AUC, area sob a curva caracteristica do operador (ROC), como uma medida da
capacidade de um modelo de discriminar os locais de presenca e auséncia das espécies, para
estimar a qualidade do modelo. Os valores de AUC variam entre 0 e 1. Modelos mais
ajustados aos dados apresentam AUC mais proximo de 1. Adicionalmente, utilizamos os
valores de “ganho” para estimar a proximidade entre os modelos gerados e os pontos de
presenga da espécie para cada citotipo analisado. Valores mais altos de “ganho” indicam
maior proximidade entre os modelos e os pontos amostrados (Phillips et al. 2006). Com base
nos cenarios gerados pelas modelagens, foram construidos mapas indicando areas com
diferentes probabilidades de ocorréncia dos citotipos de Libidibia ferrea. Todos os resultados
das modelagens foram visualizados e editados no programa ARCGIS 10.0 (ESRI 2010).

Analises estomaticas e morfometria foliar

Para as analises estomaticas, foram selecionadas oito populacGes de Libidibia ferrea
localizadas em condi¢fes ambientais distintas e com diferentes niveis de ploidia. As
tetraploides de cddigo SEC, ALP, BAE e PBA, todas situadas em area de Caatinga e as
diploides PBMA, localizada em Restinga, CEC localizada em area de Caatinga e, ESL e
PBM, situadas em éareas de floresta Atlantica. Para cada populacdo amostrada, cinco
individuos foram selecionados para as dissocia¢@es epidérmicas, cinco foliolos por individuo.
Em adicdo, foi mensurado o tamanho de 100 foliolos por populacdo — altura e comprimento
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do limbo - de pelo menos 3 folhas de 5 individuos distintos. Essas Gltimas medidas foram
tomadas com auxilio de paquimetro digital.

Para as analises estomaticas — morfometria, caracterizacdo e visualizacdo dos
estbmatos - a técnica de dissociacdo epidérmica foi utilizada (Kraus & Arduin 1997). As
amostras, coletadas em silica, foram reidratadas em placas de petri ou frascos bem vedados
onde foram mantidas em agua destilada pelo periodo de 24 h. Apés a hidratacdo, foram
imersas na solucdo de agua sanitaria 50% e levadas a estufa a 41°C por 12 h. Apos esse
periodo, o material foi lavado com agua destilada, para a completa remoc¢do da solugédo de
dissociagdo. Em seguida, as amostras foram coradas com safranina 50% e montadas em
laminas semi-permanentes com glicerina 50% (Purvis et al. 1964). Feito esse processo, as
laminas foram analisadas ao fotomicroscépio modelo Leica DM500 utilizando o software
IM50. Os estdbmatos foram medidos no didametro polar, equatorial e tomadas medidas das
células guarda. Foram tomadas 20 medidas de trés individuos distintos. As medidas foram

realizadas utilizando o software ImageJ.

Analises anatomicas

Para as analises anatomicas foram selecionadas oito populacdes da espécie localizadas
em diferentes condi¢6es ambientais e de nivel de ploidia distintos. Sendo as tetraploides de
codigo BAE, SEC, ALP e PBA, todas localizadas em area de Caatinga, e as diploides de
codigo ESL e RJ, localizadas em area de floresta Atlantica e, CEC e MG, ambas situadas de
area de Caatinga. Para cada localidade amostrada trés foliolos de trés individuos distintos
foram analisados. Todos os foliolos analisados foram coletados na regido mediana das folhas,
a partir do terceiro nd, que estavam completamente expandidas.

Para as analises foi utilizado material foliar previamente coletado em silica, que foi
reidratado, fixado em FAA 50 e preservado em etanol 70% (Johansen 1940). As amostras
foram submetidas a série etanol-butanol terciario (50% a 100%) com trocas a cada hora,
sendo transferidas ao butanol puro (overnight) (Johansen 1940). Apds essa etapa foi realizada
infiltracdo e inclusdo em parafina em série butanol-parafina (3:1, 1:1, 1:3), sendo
posteriormente transferidas a parafina pura sendo efetuadas mais 2-3 trocas (Kraus & Arduin
1997). O material incluido foi entdo seccionado em microtomo rotativo (LUPETEC MRV9),
com espessura entre 12 um e 14 um. Os cortes obtidos foram corados em dupla coloracédo
composta por azul de Alcian e safranina, seguindo o protocolo modificado de Bukatsch

(1972) e montados sobre laminas de modo permanente com balsamo do Canada. A analise das
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estruturas anatémicas foi realizada em microscopio de Optico Leica DM500 com cémara
acoplada e o registro dos principais caracteres foi efetuado com auxilio do software Leica
DM50.

Analise dos dados

Para verificar diferengas no tamanho dos estdmatos entre os diferentes niveis de
ploidia, bem como nas faces abaxial e adaxial foi utilizado o teste-T. Para a analise do
tamanho dos estdmatos entre as populagdes foi utilizada uma ANOVA — com o teste de
Tukey a posteriori. Em caso de dados ndo paramétricos utilizou-se o teste de Kruskal Wallis,
com o teste de Dunn a posteriori. Todas as analises foram realizadas utilizando o software

Bioestat.

RESULTADOS
Distribuicdo dos citdtipos

Do total de 226 individuos de Libidibia ferrea analisados ao citdmetro de fluxo, 41%
apresentaram nivel de ploidia tetraploide e 59% apresentaram-se como diploide. Nao foi
detectada a presenca de individuos triploides. Os individuos diploides apresentaram cerca de
2,0 pg de DNA, enquanto os individuos tetraploides apresentaram cerca de 4,0 pg de DNA.

Do conjunto das populagdes analisadas, seis apresentaram individuos exclusivamente
tetraploides, nove apresentaram individuos exclusivamente diploides e duas foram mistas —
com individuos dos dois niveis de ploidia presentes na mesma area (Figura 1). Nas
populacdes mistas encontradas, os individuos diploides estivem presentes sempre em maior
namero, representando 77% dos individuos na populacdo PEC e 70% dos individuos
presentes na populacdo mista PEA. No que se refere a distribuicdo das populacdes ao longo
da area de ocorréncia da especie, populacdes diploides, além de em maior nimero, estiveram
mais amplamente distribuidas, com popula¢es ocorrendo tanto mais ao norte, como ao sul
(Figura 1). Entretanto, populages diploides ndo foram encontradas na regido central, entre as
regibes norte e sul, onde individuos diploides estiveram presentes apenas dentro de
populacbes mistas. Em contrapartida, populacdes tetraploides e mistas estiveram restritas a
uma estreita faixa central, em areas de floresta seca — Caatinga — enquanto as populacdes
diploides estiveram presentes tanto em areas de floresta seca, como floresta imida — Caatinga,
Restinga, floresta estacional semi-decidual e floresta Atlantica.
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Modelagem de nicho ecoldgico

O nicho ecoldgico de Libidibia ferrea, com base nas variaveis climaticas simuladas na
América do Sul, variou substancialmente em extensdo e distribuicdo a depender do nivel de
ploidia analisado. Ao analisar para o conjunto total de populacdes, observamos uma
concentracdo das areas com elevada probabilidade de ocorréncia na regido nordeste e leste do
Brasil (Figura 3), que coincide com a distribuicdo atual da espécie. O nicho do citotipo
diploide se mostrou mais amplo quando comparado ao nicho do citétipo tetraploide.
Especificamente, enquanto areas com elevada probabilidade de ocorréncia do cit6tipo
tetraploide se concentram na regido leste e norte da Caatinga no Brasil, as &reas com elevada
probabilidade de ocorréncia do citétipo diploide ocorrem em toda a extensdo da Caatinga, na

porc¢do norte do Cerrado e na regido central e norte da floresta Atlantica (Figura 3).

Nivel de podia das variedades

Foram coletadas todas as variedades da espécie de acordo com a classificacdo mais
recente proposta por Queiroz (2009). Alguns individuos coletados possuiam caracteristicas
intermediarias (ex. foliolos grandes e glabros, com presenca de pelos no célice) entre as
variedades, estes ndo puderam ser identificados quanto a variedade a que pertenciam. Dentre

0 conjunto de individuos identificados, a Libidibia ferrea var. ferrea apresentou o maior
percentual de individuos com 41.6%, seguido da L. ferrea var. glabrescens com 26.7% , L.

ferrea var. parvifolia com 22.7% e por fim, a L. ferrea var. leiostachya com 9% do total de
individuos amostrados.

Com excecdo da Libidibia ferrea var. leiostachya, que apresentou nivel de ploidia
exclusivamente diploide, todas as demais variedades apresentaram ambos os niveis de ploidia.
A variedade L. ferrea var. ferrea, foi encontrada exclusivamente na Caatinga, enquanto as
variedades L. ferrea var. glabrescens e L. ferrea var. parvifolia foram encontradas sob os
dominios da Caatinga e floresta Atlantica. Foi observada sobreposicao de areas de ocorréncia
dentro das variedades. As variedades L. ferrea var. ferrea, L. ferrea var. glabrescens e L.
ferrea var. parvifolia coocorrem na populacdo BAE, de area de Caatinga, enguanto as
variedades L. ferrea var. ferrea e L. ferrea var. glabrescens coocorrem na populagdo SEC,
PBA, PEP e PBA. Também foram encontradas na mesma area de ocorréncia as variedades L.

ferrea var. glabrescens e L. ferrea var. parvifolia
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Estbmatos e morfometria foliar

Quando analisados em conjunto, individuos de populacdes tetraploides apresentaram
dimensbes da célula guarda e estdmato total significativamente maiores, nas duas faces
foliares, para todos os pardmetros analisados (Tabela 3) (Figura 2). De maneira geral, quando
analisados separadamente, individuos da populacdo diploide de Caucaia, localizada em area
de Caatinga, apresentaram as maiores dimensdes estomaticas dentre as populacées diploides,
mas nunca maior que individuos tetraploides. No que se refere aos parametros foliares, as
populacdes diploides e tetraploides ndo apresentaram diferencas significativas quando a altura

e largura dos foliolos (p > 0.05).

Anatomia foliar

De forma geral, os dois niveis de ploidia analisados apresentaram conformacao
anatdmica semelhante, com a presenca de epiderme unisseriada, tricomas, mesofilo do tipo
dorsiventral e feixe colateral aberto.

A epiderme, além de unissseriada, se mostrou lisa na face adaxial e ondulada na face
abaxial da folha. VariacBes dessa conformacdo puderam ser observadas em algumas
populacdes, com as duas faces da folha apresentando ondula¢des na epiderme. Foi encontrada
epiderme multiseriada apenas nas populacbes BAE e ESL, respectivamente tetraploide e
diploide. Quando comparado a outros individuos a cuticula mostrou-se mais espessa na face
superior da folha nos individuos presentes na populacdo de cddigo CEC, diploide, localizada
em area de restinga. Os estdmatos estiveram em sua maioria presentes ao mesmo nivel das
demais células da epiderme, exceto em trés das quatro populacdes tetraploides analisadas:
SEC, ALP e PBA, todas localizadas em area de Caatinga, onde eles se apresentaram abaixo
das demais células da epiderme, condi¢cdo que minimiza a perda de agua.

A maioria dos cortes transversais mostraram estdmatos apenas na face adaxial da
folha, classificando-a como hipoestomética. Durante a tomada das medidas estomaticas foi
observado que 0s estdmatos se encontram em baixa densidade na face abaxial e muitas vezes,
localizados em regibes restritas. Apenas nos individuos da populacdo MG, foi possivel
observar estdbmatos nas duas faces foliares. Foi detectada a presenca de tricomas
exclusivamente na face abaxial ou nas duas faces da epiderme foliar, do tipo estrelado, tector
e grandular uni e multicelulares. A populacdo dipldide ESL, apresentou exclusiva presenca do
tricoma estrelado. Como j& esperado devido a classificacdo taxonémica da espécie, em todas

as populacbes analisadas, independente do nivel de ploidia encontrado, individuos da
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variedade L. ferrea var. glabrescens se caracterizavam pela rara presenga ou auséncia de
tricomas. Esse comportamento foi observado, inclusive na populacéo tetraploide SEC, onde
as variedades L. ferrea var. ferrea e L. ferrea var. glabrescens ocorrem juntas em simpatria,
as diferencas foram claras; enquanto a variedade L. ferrea var. ferrea apresentou tricomas
tectores uni e multicelulares, em ambas as faces e bem frequentes, a L. ferrea var. glabrescens
apresentou poucos tricomas tectores apenas na face abaxial.

Foi observado o mesofilo do tipo dorsiventral em todas as popula¢Bes analisadas.
Como variagédo, quase a totalidade das populacGes tetraploides analisadas, PBA, ALP e SEC,
tetraploides e a diploide ESL apresentaram também o mesofilo isobilateral em alguns dos
individuos analisados. De forma geral ambos os parénquimas palicadico e lacunoso
apresentaram de 1 a 3 estratos, podendo ser frouxo ou com suas células bem compactadas
(Figura 4a e 4b). Foi possivel observar ainda a frequente presenca de drusas no mesofilo e em
alguns casos proximos a nervura central.

Os individuos apresentaram feixe colateral aberto, envolvidos por uma bainha
periciclica multisseriada, continua ou descontinua. Os trés individuos tetraploides analisados
da populacdo ALP, apresentaram variagdo no tipo do feixe. Encontrou-se feixe colateral
aberto, fechado ou bicolateral. Todos com as celulas da bainha periciclica bem lignificadas,
condigdo que fornece maior sustentacdo e protecdo ao feixe principal. Em relagdo aos feixes
secundarios, de modo geral apresentaram pequeno porte, podendo ter diferentes calibres com
a distancia entre eles aparentemente variando. A populacédo diploide CEC apresentou feixes
bastante desenvolvidos, ocupando quase toda a nervura principal (Figura 4a - D). Em duas
populacdes, a diploide RJ e a tetraploide ALP, foi possivel observar a endoderme com células
muito desenvolvidas ao redor do feixe a semelhanca da bainha Kranz, caracteristicas de

plantas com mecanismo C4.

DISCUSSAO

As populagdes da espécie Libidibia ferrea apresentaram separacao geografica ao longo
de sua area de ocorréncia, com populacdes exclusivamente diploides, exclusivamente
tetraploides e uma pequena area de coocorrencia. As populacdes diploides, além de
encontradas em maior numero, estiveram presentes em mais de um dominio fitogeogréafico e
mais amplamente distribuidas quando comparadas as tetraploides e mistas, que estivem
presentes exclusivamente numa faixa restrita entre as populacdes diploides. Esse

comportamento pdde ser confirmado através da modelagem de nicho, que apontou o nicho
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mais amplo em populacGes diploides quando comparadas a tetraploides, e este ultimo se
mostrou sobreposto ao diploide. Apesar disso, os caracteres morfolégicos analisados apontam
para uma maior adaptacdo dos individuos tetraploides a condi¢Ges de pouca disponibilidade
hidrica. Por fim, com base na classificacdo atual, as variedades da espécie ndo apresentaram
relagdo com ao nivel de ploidia, sendo dificil estimar o nivel de ploidia através da analise dos

caracteres morfologicos, 0 que no nosso entendimento, trata-se de uma espécie criptica.

Distribuicdo geogréafica

Nossos dados mostram que as populac@es tetraploides da espécie Libidibia ferrea tem
distribuicdo geografica diferente dos seus progenitores. As populagdes diploides ocorrem
tanto mais ao norte, como mais ao sul da distribuicdo, enquanto as populacdes tetraploides e
mistas ocorrem numa faixa entre as populacées diploides. Essa distribui¢cdo seguiu o padrédo
semelhante ao observado na literatura, onde as populacbes apresentam citotipos
exclusivamente diploides, tetraploides e zonas de coocorréncia (Husband & Schemske 1998;
Petit et al. 1999). Essas diferencas na distribuicdo de espécies autopoliploides podem ser
explicadas por requerimentos ambientais distintos, tais como disponibilidade hidrica e
diferencas de temperatura nos locais de ocorréncia, como 0 caso das espécies Senecio
carniolicus (Winkler et al., 2017) e Tolmiea menziesii (Visger et al., 2016). Apesar da
separacdo geografica, as condi¢cdes ambientais encontradas nas populages tetraploides de L.
ferrea sdo idénticas as encontradas para algumas populagdes diploides, que também ocorrem
sob dominios de floresta seca, sob as mesmas condicdes de estresse hidrico, luminosidade e
temperatura. Esse comportamento nos faz hipotetizar que as novas populagdes tetraploides
formadas ocupam locais antes inabitados por seus progenitores (Levin 2000), onde a
competicdo é menor e o estabelecimento facilitado. Indicando que a novidade ecoldgica pode
ndo ser determinante para explicar a distribuicdo da espécie.

Apesar da presenca de zonas mistas, onde os dois citdtipos ocorrem em simpatria, a
presenca de individuos triploides ndo foi registrada. A presenca de triploides, sobretudo
nessas zonas de contato, sdo bastante comuns em espécies autopoliploides (Sonnleitner et al.
2010; Servick et al. 2015), inclusive em alta frequéncia (Burton & Husband 1999). A
principal via da formacédo dos poliploides é através da unido de dois gametas ndo reduzidos
(Ramsey & Schemske, 1998), dando origem ao tetraploide, ou através da unido de um gameta
nédo reduzido com outro reduzido, originando o triploide. Os zigotos triploides, na maioria das

vezes sao inviaveis ou se tornam individuos estéreis, sendo esse cruzamento uma



39

desvantagem reprodutiva, pois geram menor sucesso. O modelo proposto por Levin,
denominado “Exclusdo do Citétipo em Minoria” ("Minority Cytotype Exclusion™), assume
que a alta formacdo desses individuos pode levar a exclusdo do citétipo que estiver em
minoria na populacdo — tetraploide para o caso da espécie estudada. Como a espécie Libidibia
ferrea apresenta incompatibilidade nos cruzamentos interploidia (Borges et al. 2012) e de
acordo com nossos dados ndo produz individuos triploides em nenhuma das populacGes
analisadas, esse comportamento pode ser crucial para a manutencdo das zonas mistas da

espécie.

Modelagem de nicho

A modelagem mostrou que o nicho das populacbes diploides de Libidibia ferrea
apresentaram maior extensdo e amplitude quando comparada ao nicho das populacdes
tetraploides. Populacgdes tetraploides apresentaram nicho mais restrito e em sobreposi¢cdo com
as populacgdes diploides. Assim, fica evidente que as populacOes tetraploides apresentaram
uma contracdo de nicho. Padrdo semelhante vem sendo catalogado na literatura. Em reviséo
recente Glennon et al. (2014), analisando um conjunto de 20 espécies autopoliploides e
alopoliploides da América do norte e Europa, encontraram grande propor¢do de poliploides
com contragdo de nicho, representando 40% do total das espécies analisadas. As espécies que
evidenciaram contracdo de nicho, geralmente exibiam mecanismos de dispersdo de curto
alcance (14 vs. 2 espécies), diferente das que apresentacdo expansdo do nicho, estas
apresentaram mecanismos de dispersdo pelo vento e animais. De forma semelhante aos
resultados obtidos nesse estudo, a espécie L. ferrea apresenta 0 mecanismo de dispersdo de
curto alcance por peso/gravidade, a barocoria (Griz & Machado, 2001). Além disso, trata-se
de uma espécie arborea e de ciclo de vida longo, sendo assim hipotetizamos que essas
caracteristicas de historico de vida da espécie contribuiram para a contracdo de nicho em

populacdes tetraploides.

Variedades e nivel de ploidia

De acordo com a classificacdo taxondmica mais recente da espécie proposta por
Queiroz (2005), Libidibia ferrea encontra-se subdividida em quatro variedades, sendo elas
Libidibia ferrea var. ferrea, L. ferrea var. glabrescens, L. ferrea var. leiostachya e L. ferrea
var. parvifolia. Essa classificagdo é baseada em caracteres morfoldgicos, sobretudo tamanho

dos foliolos, e no bioma de ocorréncia. As variedades L. ferrea var. glabrescens e L. ferrea
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var. ferrea aparecem como exclusivas de area de Caatinga enquanto a L. ferrea var. parvifolia
pode ocorrer tanto em areas de floresta seca, como em areas de floresta Atlantica. Em estudo
recente Borges et al., 2012, analisando individuos exclusivamente de areas de Caatinga,
encontraram as variedades L. ferrea var. glabrescens e L. ferrea var. ferrea ocorrendo apenas
com individuos tetraploides, enquanto a L. ferrea var. parvifolia esteve representada apenas
por individuos diploides, sugerindo que essa atual divisdo taxondmica poderia estar
relacionada a poliploidia existente dentro da espécie. Nossos achados ndo corroboram os
resultados encontrados por Borges et al. (2012) onde, com excecdo da L. ferrea var.
leiostachya, encontrada apenas com individuos diploides, as demais variedades da espécie
apresentaram individuos diploides e tetraploides, além de ocorrer simpatricamente. L. ferrea
apresenta uma taxonomia bastante complexa e com bastante varia¢6es e intermediarios entre
elas. Lewis (1987) se refere aos individuos de L. ferrea ocorrentes no estado do Ceara como
representantes de variedade cearensis, de acordo com nossos resultados isso seria bastante
vidvel, uma vez que todos os individuos da variedades, L. ferrea var. glabrescens e L. ferrea
var. ferrea, ocorrentes nessa regido sao diploides, e contrapartida com os da regido central,
que sao tetraploides. Dessa forma, torna-se evidente a necessidade de uma revisdo taxonémica
para a espécie, incluindo novos dados de ploidia e distribuicéo.

Embora Libidibia ferrea possua isolamento reprodutivo entre os citotipos, 0s
caracteres morfoldgicos, ecoldgicos e geograficos sdo sobrepostos. De acordo com a revisdo
realizada por Soltis et al 2007, para classificar os novos poliploides formados em uma espécie
distinta dos seus progenitores, eles deveriam, além de obedecer ao conceito bioldgico de
espécie, ter caracteristicas morfologicas e ocupar nichos distintos. A espécie estudada esta em
concordancia com apenas um dos preceitos dessa classificagdo, o que torna inviavel em
termos praticos classifica-la como uma nova espécie. De forma geral a morfologia € um
critério altamente relevante, pois caracteres morfologicos podem ser usados com praticidade
em campo, e em laboratério com chaves de identificagdo, sendo uma ferramenta crucial para

outras disciplinas que envolvem a identificacdo botanica, como a agronomia.

Modificagcdes morfologicas

Modificag¢Ges anatdmicas que possibilitam a sobrevivéncia de plantas em locais aridos
puderam ser observadas em todas as populacGes tetraploides analisadas até o momento,
sobretudo na epiderme, com o aumento do tamanho das células guarda e sua localizacéo

abaixo das células da epiderme em individuos tetraploides. O aumento do tamanho da célula
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guarda vem sendo correlacionado repedidas vezes com o aumento do tamanho do genoma
(Beaulieu et al., 2008), sendo, no passado, considerado como um indicativo de poliploidia
(Masterson, 1994). AlteracGes no tamanho estomatico influenciam a sua abertura e a dinamica
de 4gua, como exemplo a espécie arbdrea Betula papyrifera, que apresentou menores taxas de
transpiracdo, maior retencao de agua (pressao de tugor) e manutencdo das taxas fotossintéticas
mesmo sob condicdes de estresse hidrico em individuos poliploides (Li et al., 1996). Os
autores argumentam que essas modificacdes proporcionaram a mencionada espécie condicGes
para habitar locais aridos, onde seus progenitores ndo sdo encontrados. Para a espécie L.
ferrea, como discutido anteriormente, foi encontrada separacao geogréfica entre os citétipos,
com uma pequena &rea de coocorréncia, entretanto os nichos e condi¢des climaticas se
sobrepde. Entretanto fica evidente a adaptacdo dos autopoliploides a condicdes aridas. O que
nos leva a acreditar que a poliploidia contribuiu para o estabelecimento a longo prazo dessas

populacdes de Caatinga através desses tipos de adaptacdes morfologicas.

CONCLUSOES

No que se refere a distribuicdo de Libidibia ferrea, concluimos que as populagGes
tetraploides ocupam areas antes inabitadas por seus progenitores, uma vez que as populacdes
diploides se apresentaram amplamente distribuidas e sob os mesmos dominios fitogeograficos
das poliploides. Esse mecanismo diminuiria a competicdo com seus progenitores, facilitando
seu estabelecimento. A contragcdo do nicho encontrada para as populacgdes tetraploides
corroboram esse fato e além disso, sdo associadas ao limitado potencial de dispersdo da
espécie e longo ciclo de vida. As principais modificacGes anatémicas encontradas referem-se
ao tamanho e localizacdo dos estdbmatos na epiderme, condi¢dao que otimiza o uso da dgua em
ambientes aridos, o que pode ter servido como facilitador no estabelecimento dos novos
poliploides formados. As variedades da espécie ndo estiveram correlacionadas com o nivel de
ploidia e o tamanho dos foliolos ndo € indicativo de nivel de ploidia, como antes predizemos.
Dessa forma, ndo seria o caso de classificar a espécie L. ferrea, uma vez que, ndo possuem
nichos distintos e nem caracteristicas morfoldgicas que diferencie os individuos com niveis de

ploidia distintos.
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Figura 1. Distribuicdo geografica das populagdes nas quais foram realizadas coletas de material botanico de
espécie Libidibia ferrea. Os triangulos representam as popula¢Ges mistas da espécie, os circulos as populagoes

diploides e os quadrados as populagGes tetraploides.



Tabela 1: Principais caracteres utilizados para separacdo das variedades da espécie
Libidibia ferrea. De acordo com Queiroz (2009) para classificacdo das variedades L.
ferrea var. ferrea, L. ferrea var. glabrescens e L. ferrea var. parvifolia e, Benth para

classificacéo da L. ferrea var. leiostachya.

Variedades | Foliolos |
Tipo Tamanho Pares Cdlice
L. ferrea var. férrea Pubescentes  mais 15mm 8a10 pubescentes
L. ferrea var. glabrescens Glabros mais 15mm 8a1l0 glabros
L. ferrea var. parvifolia Glabros até 9mm 12a16 *x

L. ferrea var. leiostachya membranosos o 6al0 o
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Tabela 2. Relacdo das popula¢es amostradas de Libidibia ferrea, seguida da sua respectiva localidade, nimero de individuos coletados em cada

area, seu respectivo nivel de ploidia, variedade e dominio fitogeogréafico.

Estado Municipio/cédigo da populagdo Latitude Longitude N°de Nivel de ploidia Variedade Dominio
individuos
Alagoas Piranhas nova (ALP) -0.62361  -37.7567 16 4x ferrea Caatinga
Bahia Paulo Afonso/Xingozinho (BAE)  -9.53896  -38.03749 12 4x todas Caatinga
Ceara Caucaia (CEC) -3.75536  -38.63913 10 2x glabrescens Caatinga
Guaramiranga (CEG) -4.22629  -38.96139 11 2x parvifolia floresta Atlantica (Serra)
Pentecoste (CEP) -3.831334 -39.28205 1 2X glabrescens Caatinga
Crateus (CES) -5.1165  -40.87274 30 2X ferrea/glabrescens Caatinga
Espirito Santo Linhares (ESL) -19.10905 -39.8918 19 2x parvifolia floresta Atlantica
Minas Gerais Pirapora (MG) -1.723.734 -44.86092 5 2x ferrea Caatinga
Paraiba Santa Rita (PBM) -7.127642 -34.95306 17 2x glabrescens floresta Atlantica
S30 José dos Cordeiros (PBA) -7.466564 -36.83395 28 4x ferrea/glabrescens Caatinga
Pernambuco Alagoinha (PEAL) -8.48227  -36.79004 10 4x ferrea/glabrescens Caatinga
Catimbau (PEC) -8.59125  -37.2508 10(2x) 3(4x) 2x/4x Caatinga
glabrescens/parvifolia
Pesqueira (PEA) -8.353.924 -36.693.66  10(2x) 3(4x) 2x/4x Caatinga
glabrescens/parvifolia
Parnamirim (PEP) -8.094535 -39.57588 8 4x ferrea/glabrescens Caatinga
Rio de Janeiro Campo dos Goytacazes (RJ) -21.37001 -41.92999 14 2x leiostachya floresta estacional semi-decidual
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Rio Grande do Norte Coronel Ezequiel*(PBMA) -6.592844  -35.05817 12 2x glabrescens Restinga

Sergipe Canindé do Sdo Francisco (SEC) -9.59222  -37.93282 12 4x glabrescens Caatinga

*Coleta realizada na cidade de Mataraca-PB, individuos plantados sob dunas em areas de restauracdo florestal, sementes oriundas do municipio
de Coronel Ezequiel, no Rio Grande do Norte.
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Tabela 3. Morfometria dos estdmatos da espécie Libidibia ferrea (Leguminosae) analisados

no conjunto de individuos diploides e tetraploides, localizados em populag¢des ao longo de

toda a &rea de distribuicdo da espécie.

Diploides Tetraploides
(média + DP; (média + DP;

Parametro Mediana) Mediana) tep;Zep

Face abaxial

Célula

guarda

Largura 9.618 + 2.533 13.869 + 2.765 t=-10.606; p < 0.0001
Z((U)=7.123;p<

Comprimento 2.00 3.00 0.0001

Estémato
Z (U)=8.999; p<

Largura 16.00 22.00 0.0001
Z(U)=6.369; p<

Comprimento 14.00 20.00 0.0001

Face adaxial

Célula

guarda

Largura 11.678 + 2.469 14.694 + 2,610 t=-8.224; p <0.0001

Comprimento 2.904 + 1.006 3.882+0.937 t=-11.131; p<0.0001

Estdmato

Largura 18.669 + 3.865 24.435 + 3.317 t=-6.893; p <0.0001
Z (U)=16.369; p<

Comprimento 18.00 22.00 0.0001
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Figura 2. Visdo geral da dissociacdo da epiderme, com estdmatos, para a espécie Libidibia ferrea. A

fotomicrografia a esquerda pertence a um individuo diploide da espécie, e a fotomicrografia da esquerda

a um individuo tetraploide.
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Figura 3. Modelagem de nicho de Libidibia ferrea para a América do Sul, para o conjunto total das
populacGes dos citotipos diploides e tetraploides, exclusivamente populacfes diploides e
exclusivamente populagdes tetraploides, respectivamente.
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Figura 4a. Visdo geral dos cortes transversais da espécie Libidibia ferrea (Leguminosae) para cada uma das
populacdes estudadas, respectivamente as tetraploides (A) Piranhas nova- AL, (B) S&o Jose dos cordeiros —
PB, (C) Xingozinho — BA, e as diploides D) Caucaia — CE, (E) Linhares — ESL (F) Pirapora — MG.
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Figura 4b. Visdo geral dos cortes transversais da espécie Libidibia ferrea (Leguminosae) para cada uma das
populacgdes estudadas, respectivamente as diploides (G) Pirapora — MG (H) Campos dos Goytacazes — RJ, e
as tetraploides (1) Canindé do S&o Francisco — SE (J) Canindé do Sao Francisco — SE (K) Parnamirim — PE.
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RESUMO
A formacdo recorrente de linhagens em individuos autopoliploides pode aumentar a

diversidade genética e contribuir para o sucesso no seu estabelecimento. Mdltiplas linhagens
podem criar um mosaico de distribuicdo entre populagdes diploides e poliploides, que,
recentemente, vem sendo explicado pelo histdrico de colonizacdo da espécie. Dessa forma,
interpretar os processos de diversificagcdo e distribuicdo de espécies poliploides torna-se
complexo, sobretudo na América do Sul, composta por uma variedade de biomas, climas e
formacBes geomorfoldgicas. Sendo assim, esse trabalho teve como objetivo investigar a
origem das populacOes da espécie autopoliploide Libidibia ferrea (Leguminosae) e, a partir
disso, realizar inferéncias sobre as sua distribuicdo e relagBes filogeograficas. Foram
utilizadas 17 popula¢bes das quais tinhamos feito coletas previas e verificado os seus niveis
de ploidia confirmados através da citometria de fluxo — populagdes diploides, tetraploides e
mistas. Duas regides plastidiais, ndhF e ycfl, e quatro locos microssatélites (SSRcp), ccmp5,
ccmp6, ccmp? e cemp2, foram utilizados. Através das andlises dos dois marcadores pudemos
inferir trés origens tetraploides. A estruturacdo geografica dos haplo6tipos encontrados
mostrou-se fraca, no entanto haplotipos relacionados estiveram localizados em regides
geograficamente proximas. Haplotipos localizados na regido norte e sul, foram encontrados
também na regido central, ocupada pelas populacdes tetraploides e mistas. A estruturacdo dos
haplotipos indica conexdes pretéritas. Populacdes tetraploides foram encontradas com mais de
uma origem, o que indica que existiu fluxo génico entre elas, apesar do mecanismo de
dispersdo limitado da espécie. A presenca de hapldtipos exclusivos e derivados dentro de
populacdes tetraploides indica que a poliploidia € um importante mecanismo evolucionario.
Nossos resultados indicam que a rota de colonizacdo da espécie teve inicio pelo norte da

distribuicéo.

Palavras chave: autopoliploide; florestas tropicais sazonalmente secas; florestas secas;

pleistoceno; microssatelites.
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INTRODUCAO

A poliploidia pode ser definida como um processo de multiplicacdo do genoma
resultando em trés ou mais conjuntos completos de cromossomos (Ramsey & Schemske
1998). Embora seja rara em grupos animais, € um mecanismo bastante comum em plantas
(Soltis et al. 2004). Estimativas de frequéncia de poliploidia em angiospermas giravam em
torno de 30 a 70% (Stebbins 1950; Masterson 1994), entretanto, analises de dados genémicos
apontam que todas as angiospermas passaram por pelo menos um evento de poliploidia ao
longo de sua histdria evolutiva (Jiao et al. 2011).

Individuos poliploides podem ser classificados quanto a sua origem em
autopoliploides, quando surgem pela duplicagdo de um mesmo genoma, ou alopoliploides,
quando originados pela duplicacdo de genomas distintos, normalmente apds um evento de
hibridizacdo (Stebbins 1971). Comparado a espécies alopoliploides, individuos
autopoliploides tem sido alvo de poucos estudos. Essa lacuna pode ser devido ao fato dos
autopoliploides serem historicamente considerados raros em decorréncia da semelhancga
morfoldgica com seus progenitores diploides (Spoelhof et al. 2017) e ou mal adaptados
devido a problemas no pareamento cromossémico (Stebbins 1950; Grant 1981). Entretanto,
estudos recentes apontam que autopoliploides sdo mais comuns do que antes se assumia e que
a origem sem hibridizagdo pode trazer vantagens evolucionérias (Parisod et al. 2010), devido
ao aumento da heterozigozidade, multiplas copias génicas e diversidade alélica, o que
facilitaria seu estabelecimento e persisténcia (Parisod et al. 2010; Segraves et al. 1999).

Apesar do avango no entendimento das consequéncias genéticas da autopoliploidia,
pouco conhecimento existe acerca da origem dessas populac¢des (Soltis et al. 2014). Estudos
realizados com espécies autopoliploides tem demonstrado que as linhagens poliploides nédo
surgiram uma Unica vez ao longo da sua histéria evolutiva, a exemplo de Aucuba japonica —
Cornaceae (Ohi et al. 2003), Plantago media — Plantaginaceae (Van-Dijk e Bakx-Schotman
1997) Heuchera glossulariifolia Saxifragaceae (Segraves et al. 1999) com o minimo de trés
origens distintas. Nenhuma espécie autopoliploide estudada até o0 momento apresentou origem
Unica (Spoelhof et al. 2017). Na espécie Galax urceolata — Diapensiaceae, foi encontrado o
minimo de 47 origens independentes (Servick et al. 2015), maior nimero encontrado, mesmo
quando comparado a alopoliploides (Baack 2004; Halverson et al. 2008; Peirson et al. 2013).
Os autores afirmam que a formacdo frequente aumenta a diversidade genética e

consequentemente, 0 sucesso no estabelecimento do citétipo poliploide.
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A formacgdo recorrente de individuos poliploides pode criar um mosaico na
distribuicdo dos citétipos, onde populacdes sdo formadas por progenitores diploides e
populacdes poliploides recém-criadas e estabelecidas ao longo da zona de ocorréncia da
espécie (Segraves et al. 1999). No entanto, em muitos complexos autopoliploides, individuos
diploides e tetraploides sdo encontrados separados geograficamente, com pequenas areas onde
os dois citétipos coexistem (Levin 1983; Van Dijk & Bakx-Schotman 1997; Husband &
Schemske 1998; Petit et al. 1999). Divergéncias geograficas entre citétipos vém sendo
frequentemente explicadas por diferencas ambientais (Levin 1975; Van Dijk et al. 1992), e
mais recentemente através do histérico de colonizacdo da espécie, o que tem se tornado
possivel sobretudo a partir de inferéncias filogenéticas com base em dados moleculares de
regides plastidiais (Van Dijk & Schotman 1997; Ohi et al. 2003; Parisod & Besnard 2007).
De forma geral, espéecies autopoliploides mostram historia evolutiva complexa, com estruturas
geogréficas dificeis de interpretar, sugerindo, muitas vezes, a evolucao independente através
de diferentes regides biogeograficas, presenca de varias areas de reflgio e processos de
expansdo pos-glacial (Ohi et al. 2003 Parisod & Besnard 2007).

Libidibia (DC.) Schltdl é um género neotropical segregado de Caesalpinia, que ocorre
principalmente em florestas estacionais secas (Lewis et al. 2005). De acordo com a filogenia
mais recente do grupo, baseada em cinco regides plastidiais e uma nuclear, o género Libidibia
forma um grupo monofilético e bem suportado composto por dez taxons distribuidos em sete
espécies de arvores e arbustos (Gangnon et al. 2016). Quatro espécies do género ocorrem na
América do Sul: L. glabrata (Kunth) C. Castellanos & G. P. Lewis, que ocorre no Peru e
Equador, L. paraguariensis (D.Parodi) G.P.Lewis, ocorrente na regido do Chaco (Paraguai e
Argentina), L. punctata (Willd.) Britton, ocorrente na Venezuela e Colémbia, e L. ferrea,
amplamente distribuida principalmente no Nordeste e alguns estados do sudeste do Brasil.
Essas espécies constituiram a flora do Pleistoceno, sendo importantes na analise da hipotese
do Arco Pleistocénico (E. Gangnon, com. pessoal).

Libidibia ferrea (Mart. Ex Tul.) L.P. Queiroz, popularmente como juca ou pau-ferro,
ocorre nos dominios da Caatinga e floresta Atlantica em todos os estados do Nordeste, Minas
Gerais, Espirito Santo e Rio de Janeiro (Queiroz 2009). Trata-se de uma espécie que apresenta
individuos diploides (2n = 24) e tetraploides (2n = 48) e que, baseado em semelhancas
morfoldgicas e cariotipicas é classificada como autopoliploide (Beltrdo & Guerra 1990).
Populagdes da espécie podem ser encontradas com individuos diploides, tetraploides ou

ambos 0s citotipos em coocorréncia (Capitulo 1 desta tese). Sdo reconhecidas quatro
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variedades da espécie L. ferrea, baseadas em caracteres morfoldgicos e bioma de ocorréncia,
com a variedade L. ferrea var. ferrea sendo exclusiva da Caatinga, enquanto as variedades L.
ferrea var. parvifolia e L. ferrea var. glabrescences ocorrem tanto em Caatinga, como em
floresta Atléantica e por fim, a variedade L. ferrea var. leiostachya, exclusiva da floresta
Atléantica do sudeste do Brasil (Queiroz 2009). Borges et al. (2009) identificaram as
variedades L. ferrea var. ferrea e L. ferrea var. glabrescences como tetraploide (2n = 48),
enquanto L. ferrea var. parvifolia foi identificada como diploide (2n = 24). Entretanto, dados
mais recentes apontam que apenas a variedade L. ferrea var. leiostachya apresenta individuos
exclusivamente diploides, e as demais apresentaram os dois niveis de ploidia na mesma
variedade (capitulo 1 desta tese). Devido as caracteristicas morfologicas similares,
sobreposicao de nicho e poidia entre as variedades, além da presenca de muitos intermediarios
entre elas, neste estudo consideramos apenas a espécie L. ferrea.

A América do Sul é um continente de grandes dimensdes no qual abriga a maior
biodiversidade da terra, que engloba cinco dos “Hotspots” de biodiversidade (Myers et al.
2000). Composta por uma variedade de biomas e ecorregides (Morrone 2004), — cujos limites
sdo moldados principalmente por variagcdes de pluviosidade —, grandes regides de rios e uma
extensa cordilheira (Clapperton 1993). Por esses motivos, determinar padrdes de distribui¢des
das espécies e associar a sua historia evolutiva vem sendo uma tarefa dificil de ser elucidada.
Diversos padrdes biogeograficos sdo reconhecidos dentro da América do Sul, um classico
exemplo € o arco pleistocénico (Prado 2000). Baseado em padrdes de endemismo, acredita-se
que as provincias biogeograficas da Caatinga, Cerrado e do Chaco - que se estendem do
Nordeste do Brasil até o Noroeste da Argentina - formam uma diagonal de &reas secas,
denominada como florestas tropicais sazonais secas (SDTF), formando uma unidade
fitogeografica. Em revisdo recente, Turchetto-Zolet et al. (2013) apontaram que tanto as
mudancas climaticas do pleistoceno como mudancas no plioceno/mioceno contribuiram para
modelar a diversidade atual e a distribuicdo dessas linhagens na América do Sul. Os autores
ressaltam que as respostas filogeograficas dos organismos avaliados foram distintas, o que
aponta para um mosaico altamente complexo de padrdes filogeografico na América do Sul.

Dessa forma, nesse trabalho foram levantadas as seguintes questdes: (1) A espécie
autopoliploide L. ferrea apresenta mais de uma origem? (2) A luz dos marcadores plastidiais,
como se deu a distribui¢do e o processo de colonizacdo dos citotipos diploides e tetraploides
da especie? (3) As oscilagdes climaticas do quaternario podem ter contribuido para a
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distribuicéo e estabelecimento da espécie? (4) Com base nos nossos resultados a poliploidia

pode ser considerada um mecanismo importante para o sucesso evolutivo?

METODOLOGIA
Amostragem das populacgdes e extracdo de DNA

Para este estudo, foram coletados 169 individuos de L. ferrea pertencentes a 17
populacdes naturais da espécie, localizadas ao longo de grande parte da distribuicdo
geografica da espécie, variando entre um a 19 individuos por localidade (Tabela 1). Os
individuos tiveram seus niveis de ploidia verificados através da citometria de fluxo em estudo
realizado previamente (capitulo 1 desta tese). Folhas jovens ou material caulinar foram
coletados e dissecados em silica gel (Chase and Hills 1991) para posterior extracdo de DNA.

O DNA gendmico foi extraido utilizando o método proposto por Doyle & Doyle
(1987), denominado 2 x CTAB (cetyl trimethyl ammonium bromide), com modificagdes feitas
por Ferreira & Grattapaglia (1998). Para cada amostra, utilizou-se 40 mg de folhas que foram
levadas ao macerador automatico (Tissuelyser LT — Qiagen), por 3 a 5 minutos, a uma
velocidade de 50 oscilagBes por segundo. Todas as amostras caulinares foram previamente
congeladas em nitrogénio liquido para obtengcdo de melhores resultados. Para estimativa da
qualidade, o DNA das amostras foi corado com GelRed (Biotium), separado por eletroforese
em gel de agarose 1% e observados em um transluminador acoplado a um sistema de
fotodocumentacdo (Vilber Lourmat). Para uma estimativa da quantidade de DNA presente,
utilizou-se o Nanodrop 2000c - TermoFisher Scientific. O DNA gendmico foi estocado a —
20°C até seu uso para as reagdes de amplificacao.

Selecé@o dos marcadores moleculares

Para escolha do marcador molecular, foram realizados testes de polimorfismos com
nove locos plastidiais universais — pbsA-trnH (Sang et al. 1997), trnL-trnF (Taberlet et al.
1991), matK (Sang et al. 1997), ndhF (Olmstead & Sweere 1994), trnS-trnG (Shaw et al.
2007), petA-psbJ (Shaw et al. 2007), atpB-rbcL (Hodges et al. 1994), ycfl-ycf2 (Dong et al.
2015) e rpl32-trnL (Shaw et al. 2007). Para realizacdo dos testes, foram selecionados quatro
individuos da espécie L. ferrea pertencentes as populacBes geograficamente distantes, bem
como com niveis de ploidia distintos. Nessa fase de testes, para cada loco foi realizada uma

PCR gradiente com quatro temperaturas de anelamento distintas, que variaram de 52 °C a 60
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°C. Para amplificagéo de cada regido foram realizadas rea¢des de PCR com 25 pul de volume
final contendo 1x de tampdo da taq (- MgCl,) (Invitrogen™), 3 mM MgCl,, 0.2 uM de dNTP,
0.1 uM de cada primers, 1x TBT e 1.25 U de Taq DNA polimerase (Invitrogen™), além de
4ul (40 ng/ul) de DNA. A programacdo no termociclador (Veriti Thermal Cycler —
TermoFisher Scientific) se iniciou com uma desnaturacdo a 94 °C por 5 min, seguida de 35
ciclos compostos de 1 min a 94 °C, 45 segundos a 53 °C (ycfl-ycf2), 52°C (ndhF) ou 54°C
(matK, trnL-F, pbsA-trnH), 1 min a 72°C, e com uma extensdo final a 72 °C por 10 min. As
temperaturas de anelamento dos primers descritas acima foram aquelas na qual obtivemos os
melhores produtos amplificados. Para aquelas regides testadas sem sucesso na amplificacéo, a
temperatura de anelamento pode ser obtida.

Ap0s a checagem em gel de agarose 1%, os produtos das regides amplificadas foram
purificados por precipitacdo, quantificados no Nanodrop 2000c TermoFisher Scientific e
enviados ao sequenciador automatico ABI 3100 (Applied Biosystem, USA) da plataforma de
sequenciamento de DNA do Centro de biociéncias — Universidade Federal de Pernambuco.
As sequéncias foram alinhadas e analisadas utilizando o software Geneious 10.1.3 (Kearse et
al. 2012). As duas regides mais polimorficas foram selecionadas e um total de 96 individuos
por regido (1-11 por populacdo) foram enviados para sequenciamento. As reacdes de PCR
foram realizadas como descrito para os testes de polimorfismos, exceto pelo volume de reacdo
de 50 pl. As populagdes de codigo PEA, PEC e PEA, todas localizadas no estado de
Pernambuco, foram excluidas das analises com marcadores de regides plastidiais, por

apresentarem produto insuficiente para o sequenciamento.

Em adicdo, foram testados oito pares de primers microssatélites universais — ccmp2 ao
ccmpl0 (Weising & Gardner 1999) e EMCRC74 (Steane et al. 2005) — marcados diretamente
(Pet, Vic, Ned e Fam). De forma semelhante as regiGes plastidiais, também foram realizadas
PCRs gradiente para verificar qual a melhor temperatura de anelamento para cada loci, estas
variaram de 52 °C a 60 °C. As reac0es testes foram analogas as reac¢des finais, com excegao a
do loco ccmp7 que foi realizada com o dobro de TBT, a fim de melhorar a qualidade dos
picos. Todos os locos SSR testados foram amplificados e genotipados, mas apenas 0S
polimérficos selecionados para estudo. As reacdes de finais de PCR foram realizadas com um
volume final de 10 pl, contendo 1x de tampé&o da tag ( - MgCl,) (Invitrogen™), 2.5 mM
MgCl;, 0.2 uM de dNTPs, 0.25 uM de cada primers previamente marcado, 1x TBT e 0.5 U
de Taq DNA polimerase (Invitrogen™), além de 20 ng de DNA. Depois de uma desnaturacao
inicial a 94 °C por 5 min, foram realizados 35 ciclos compostos de 1 min a 94 °C, 1 min a 52
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°C (ccmp2), 54 °C (ccmp7 e ccmpl0), 56 °C (EMCRC74), 58 °C (ccmp4, ccmp5 e ccmp 6)
ou 60 °C (ccmp3), 1 min a 72°C, seguidos por uma extensdo final a 72 °C por 10 min. Os
produtos da PCR dos 169 individuos amplificados foram levados para genotipagem
automatica na plataforma de sequenciamento da UFPE, onde foram separados por tamanho de
fragmento para determinacdo dos alelos. A genotipagem foi realizada em multiplex com
quatro locos/individuo, incluindo 9.8 ul de formamida, 0.3 pl de GeneScan™ 600 LIZ™ dye
Size Standard v2.0 e 0.25 ul de produto marcado de cada loco. As analises dos fragmentos

foram realizadas através do software Genmarker VV2.6.4.

Analise dos dados das regides plastidiais
Tratamento das Sequéncias, Diversidade Genética e Dinamica Demografica

Sequéncias consenso de cada individuo foram montadas a partir das sequéncias
forward e reverse com o auxilio dos softwares Geneious 10.1.3 (Kearse et al. 2012) e MEGA
v.7 (Kumar and Tamura 2015). O software Geneious 10.1.3 (Kearse et al. 2012) foi ainda
utilizado para o alinhamento das multiplas sequencias através do Clustal W. Os alinhamentos
foram construidos de forma independente para as duas regides analisadas (ndhF e ycfl-ycf2)
depois concatenados para as analises posteriores. Uma das regides analisadas, ycfl-ycf2,
apresentou uma regido microssatélite na altura dos 280 pb o que dificultou o sequenciamento
em algumas amostras. Para evitar possiveis erros e pela auséncia de sitios polimoérficos antes
dessa regido, utilizamos apenas a sequéncia depois dessa regido de microssatélite para todos
os individuos amostrados.

O tamanho das regides apds o alinhamento, nimero de sitios varidveis, conteldo CG
(Citosina/Guanina) e AT (Adenina/Timina) bem como os indices de diversidade molecular
(diversidade haplotipica e diversidade nucleotidica) e visualizacdo dos haplotipos foram
calculado através dos softwares DNAsp (Rozas et al. 2003) e ARLEQUIN 3.5.2 (Excoffier &
Lischer 2015). O indice de diversidade haplotipica foi calculado individualmente para todas
as populacdes. Para verificar se as popula¢des da espécie sofreram processos demogréficos ao
longo de sua historia evolutiva, foram realizados dois testes de neutralidade —7ajima’s test
(Tajima 1989) e Fu's Fs test (Fu 1997) — com 10.000 simulacdes, no software ARLEQUIN
3.5.2 (Excoffier et al. 2005). Os testes demograficos foram conduzidos para todo o conjunto
de dados e para populagdes diploides e tetraploides em separado. Para investigar se existe
correlacdo genética e geografica entre as populacdes de L. ferrea um teste de correlacdo de

Mantel, com 9.999 permutacdes, foi realizado com o auxilio do programa GenAlEx 6.5.
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Andlises filogenéticas, datacdo molecular e origem poliploide

Para as analises filogenéticas se utilizou uma sequéncia de cada haplétipo encontrado.
A fim de selecionar o0 modelo de evolucdo de sequéncias adequado para os dados da espécie
foi utilizado o software JModelTest 2.1.10 (Posada 2008), baseado no critério de Akaike
(AIC) (Akaike 1973). Com base nessa anélise, 0 modelo GTR foi 0 escolhido para as duas
regides plastidiais concatenadas. Esse modelo assume que a probabilidade de ocorrer
substituicdes, delecBes e inser¢bes sdo iguais entre os trés nucleotideos. A inferéncia
bayesiana foi realizada através do Mr. Bayes v.3.2 (Ronquist et al. 2012), com 10.000.000 de
repeticdes, amostragem a cada 1.000 geragdes e excluindo-se 25% das arvores amostradas
(burn-in = 2.500.000). Como outgroup foram utilizadas sequéncias da espécie L. coriaria,
obtidas através do Genbank (KJ468095.1). As arvores finais foram editadas usando o FigTree

v.1.4.2 (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/). Utilizamos a topologia fixada da inferéncia

bayesiana para uma analise de relégio molecular a fim de datar o tempo de diversificacdo dos
haplotipos e interpretar o padrdo biogeografico das populacfes de L. ferrea. Para a datagéo,
utilizou-se o uncorrelated log normal relaxed clock e modelo de especiacdo baseado no
processo de Yule. 10.000.000 geracGes foram realizadas com amostragens a cada 1.000
geracOes utilizando-se o pacote BEAST v.1.8.4 (Drummond & al. 2012). A fim de verificar a
amostragem efetiva de todos os parametros e avaliar a convergéncia de cadeias
independentes, suas distribui¢des posteriores foram avaliadas no Tracer v.1.6. (Rambaut et al.
2009) e a amostragem MCMC foi considerada suficiente em tamanhos amostrais efetivos
(ESS) maiores que 200. Apds remover 25% das amostras como burn-in, as series
independentes foram combinadas e uma &rvore de credibilidade maxima (MCC) foi
construida usando TreeAnnotator v.1.8.2. (Drummond et al. 2012). A filogenia foi calibrada
usando 8.09 Ma como tempo de divergéncia entre L.coriaria e L. ferrea, baseado na Unica
filogenia datada disponivel até 0 momento para o grupo (E. Gangnon, com. pessoal).

RelacOes intra-especificas foram verificadas através da construgdo de uma rede de
haplétipos pelo método median-joining network (Bandelt et al. 1999) com o auxilio do
software Network 5.0.0.3 (Forster et al. 2003). As frequéncias dos haplétipos nas populacdes
foram plotadas no mapa com auxilio do programa ArcGIS 10.1 (ESRI 2010).
Adicionalmente, com o auxilio da plataforma R 3.5.2, foi implementada uma analise com o
pacote GENELAND v.4.0.7 (Guillot et al. 2005), que utiliza informagfes genéticas
(haplétipos) e de distribuicdo geografica para detectar como as populagdes se agrupam

espacialmente. Para essa analise, utilizou-se 0 minimo de um o maximo de grupos/clusters
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(K), com 1.000.000 de interacdes e burning = 200. Em seguida um mapa foi gerado. Os
indices de riqueza haplotipica foram calculados dentro dos grupos formados e comparados, a
fim de detectar possiveis rotas de colonizacao da espécie.

Para estimar o nimero de origens autotetraploides independentes, assumimos que
individuos diploides sdo progenitores dos poliploides, e os novos individuos formados
possuem o mesmo hapldtipo do seu progenitor. Independentes origens também foram
inferidas através da arvore consenso, pelo nimero de clados onde diploides aparecem junto

com tetraploides.

Analise dos dados cpSSRcp

Assim como nos testes de polimorfismos, as analises dos fragmentos foram realizadas
através do software Genmarker V2.6.4. Os hapldtipos foram identificados e a diversidade
haplotipica estimada através do software Haplotype Analysis 1.05 (Eliades & Eliades 2009).
De forma analoga as analises com as regides plastidiais, utilizando os mesmos parametros, a
analise no pacote GENELAND v.4.0.7 (Guillot et al. 2005) foi implementada. Em seguida um
mapa foi gerado. Os indices de riqueza haplotipica foram mensurados dentro dos grupos
formados e comparados, a fim de detectar possiveis rotas de colonizacdo da espécie.

Como as variacBes apresentadas nos fragmentos foram mononucleotidicas, os valores
obtidos foram plotados em gréficos de dispersdo para visualizacdo e determinacao dos alelos
encontrados. De forma semelhante ao realizado para os dados de sequéncia foi gerada uma
rede de haplétipos utilizando o método de median-joining network (Bandelt et al. 1999), no
programa network 5.0.0.3 (Forster et al. 2003), sendo os dados inseridos manualmente no
programa. Como foi observado um grande nimero de hapldtipos exclusivos (para rede
completa, figura suplementar 1), uma rede simplificada apenas incluindo haplétipos presentes

em mais de uma populacdo também foi construida e apresentada.

RESULTADOS
Sequenciamento de regides cpDNA
Padroes de variabilidade de cpDNA e dinamica demogréfica

Dentre as regides plastidiais testadas, seis tiveram produtos amplificados e foram
sequenciadas (pbsA-trnH, trnL-trnF, matK, ndhF, petA-psbJ e ycf1F-ycf2). As regides ndhF e
ycfl, ambas com ~ 900pb, apresentaram-se como as mais polimdrficas, com cinco

substituicdes cada nos quatro individuos analisados, e foram selecionadas. Do total de 114
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individuos selecionados para amplificacdo, 99 individuos foram sequenciados para a regido
ycfl e 96 individuos para a regidao ndhF. A regido utilizada do ycfl-ycf2 apresentou 396 pb,
com oito sitios polimdrficos e muitas regides repetidas com T-A. J& o ndhF apresentou 650 pb
e quatro sitios polimorficos.

O alinhamento final das duas regides plastidiais concatenadas foi composto por 85
individuos pertencentes a todo o conjunto de populagbes analisadas (Tabela 1). Este
alinhamento apresentou 1.046 pb, com 12 sitios variaveis. Os resultados dos testes de
neutralidade, quando analisado todo o conjunto populacional (7Tajima’s test: D = 0.234, P =
0.653; Fu's test. Fs = 0.140, P = 0.581), bem como populacdes diploides (Tajima’s test. D =
0.511, P = 0.737; Fu’s test: Fs = 0.756, P = 0.680) e tetraploides (Tajima’s test: D = 1.048, P
= 0.878; Fu'’s test. Fs = 1.525, P = 0.792) em separado, ndo foram significativos, o que indica
uma baixa variacdo demografica ou estabilidade demografica populacional ao longo do

tempo.

Distribuicéo e estrutura geografica da variacdo genética

Foram encontrados um total de 10 haplo6tipos para as duas regides plastidiais da
espécie L. ferrea (Tabela 2). O valor da diversidade haplotipica para o conjunto de dados foi
de 0.7966, e variou entre 0 e 0.9 nas populacdes analisadas (Tabela 1). A populagédo que
apresentou mais alto indice de diversidade e maior numero de haplotipos foi a tetraploide
BAE, seguidas das diploides CEC, populacdo mais ao norte, e RJ, populacédo localizada mais
ao sul da distribuicdo da espécie (Tabela 1). De acordo com a anélise obtida pelo GENLAND
cinco grupos genéticos foram formados (Figura 1la). De forma geral houve proximidade
geogréfica entre os grupos obtidos, com excec¢do do grupo amarelo, que teve trés populacbes
diploides localizadas mais ao norte situadas no mesmo grupo de uma populacédo diploide mais
ao sul (Figura 1b). Um segundo grupo foi formado por trés populacdes exclusivamente
tetraploides — grupo rosa -, um terceiro por duas populacgdes tetraploides e duas diploides -
grupo verde bandeira -, e um quarto por duas populacdes diploides localizadas mais ao sul da
distribuicdo da espécie que formaram o grupo branco (Figura 1b). Um quinto grupo é
sugerido pelo programa — em verde — entretanto nenhuma populacdo coletada foi encontrada
nesses pontos. Quando analisadas por grupo, a diversidade haplotipica apresentou-se
semelhante entre os grupos localizados nos extremos da distribui¢cdo, amarelo mais ao norte
com 0.621, e branco mais ao sul com 0.6071, seguidas dos grupos localizados mais ao centro

da distribuicdo, verde com 0.581 e rosa, composto por populacdes tetraploides, com 0.257.
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Dentre o conjunto de haplétipos observados, cinco estiveram presentes exclusivamente
em individuos diploides, dois encontrados exclusivamente em individuos tetraploides e trés
compartilhados entre individuos de niveis de ploidia distintos (Tabela 2). A partir desses
dados podemos sugerir trés origens distintas para os individuos tetraploides, sendo contadas
pelo nimero de haplétipos compartilhados. As populacdes tetraploides parecem ter se
originado através de trés rotas distintas, duas delas no sentido norte - sul. A primeira com o
H2, presente nas populacdes diploide PBM e PBMA e nas tetraploides BA e CES, e a
segunda com o H5, presente na populacdo diploide CEC e na tetraploide CES (Figura 2a). Ja
0 haplotipo H3, o mais frequente na espécie e mais bem distribuido geograficamente, esta
presente em populacdes diploides do norte (AS, CEC, CEG e PBMA) e do sul (ESL e RJ),
além de ser encontrado em trés populac@es tetraploides (BAE, PBA e PEP). A partir da
analise do GENLAND, quando o k = 2 (Figura suplementar 2), as populacdes tetraploides
aparecem no mesmo cluster da populacéo diploide PBMA e permanecem agrupados até o K =
5. Dessa forma podemos inferir a rota de origem do haplotipo H3 também no sentido norte-
sul.

Dois haplotipos (H1 e H4) foram encontrados exclusivamente em populacdes
tetraploides. O H1 estda presente em todas as populacdes tetraploides, enquanto o H4 é
exclusivo de BA, o que pode sugerir tempos de origem distintos. Ambos se originaram a
partir de H3 (Figura 2b), o hapl6tipo possivelmente ancestral e que também esta presente em
tetraploides. Apenas trés haplotipos se mostraram exclusivos de determinada populagéo: além
de H4, presente na populacéo tetraploide BA também sdo exclusivos os haplétipos H7 e H8,
nas diploides CEP e ESL, respectivamente (Figura 2a).

Foi observada fraca estruturacdo geografica na distribuicdo dos hapl6tipos nas
populacdes de L. ferrea. O haplétipo central (H3) foi amplamente distribuido ao longo de toda
a area de ocorréncia da espécie tanto em populacdes diploides como nas tetraploides (Figura
2a). No entanto, uma pequena diferenca foi observada quando comparamos hapldtipos
localizados em populag¢Bes dos extremos norte e sul. Os haplétipos H8, H9 e H10 estiveram
presentes exclusivamente em populacdes localizadas ao sul e os haplétipos H6 e H7,
exclusivamente em populacdes mais ao norte (Figura 2a). Além disso, a partir da analise do
network entre os 10 hapldtipos, é possivel observar dois grupos estreitamente relacionados:
uma primeira linhagem composta pelos haplétipos H1, H3, H4, H8, H9 e H10, e uma segunda
linhagem, separadas por trés passos mutacionais da primeira, formadas pelos haplétipos H2,

H5, H6 e H7, nesta ultima todos os haplotipos estdo localizados na regido norte (Figura 2b).
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Esta estruturacdo geogréafica fraca pode ser corroborada pelo Teste de Mantel, que, apesar de
significativo, indica que a distancia geografica entre as populacdes explica apenas 4% (Rz =
0,0392) da sua estruturacao genética (R =0.198, P = 0.000) (Figura 3).

Analises de divergéncia filogenética e datacdo molecular

A anélise bayesiana indicou uma clara separagéo entre os haplotipos de L. ferrea e L.
coriaria. Para L. ferrea foi observado um clado maior bem suportado - dividido em dois
subclados - e outro menor, sem suporte (Figura 4). O primeiro subclado, sem suporte, foi
composto por quatro haplétipos, cujas relagdes também ndo apresentaram suporte. Este
subclado incluiu o haplétipo central H3, outro exclusivo de uma populacdo diploide
localizada ao sul (H8) e dois haplotipos exclusivos de populacdes tetraploides, H1 e H4,
respectivamente (Figura 4). No segundo subclado, bem suportado, detectamos uma diferenca
entre 0 haplétipo H5, presente numa populacao diploide do norte da distribuicdo da espécie e
numa populacdo tetraploide central, e os demais, H2, H6 e H7 e, exclusivos de populagdes
diploides do norte (H6 e H7) ou compartilhado entre diploides do norte e tetraploides. O
segundo clado foi composto exclusivamente por haplétipos localizados nas populacdes
diploides do sul da distribuigdo da espécie (H9 e H10).

As relacOes filogenéticas entre os haplétipos foi semelhante a relacdo entre os
haplotipos obtidas pelo método median joining (Figura 2b), com excecéo dos haplétipos H9 e
H10, ambos localizados ao sul, que aparecem em um clado separado, porém sem suporte
(Figura 2). De forma geral, com exce¢do do haplétipo central, haplétipos mais relacionados
geneticamente estiveram localizados em popula¢des proximas entre si (Figura 2a e 2b; Figura
4). A excecdo foram duas populaces tetraploides, BA e CES, onde haplotipos de diferentes
linhagens e distantes geograficamente coocorrem dentro dessas populagfes (Figura 1a e b).

A datacdo molecular mostrou que L. ferrea tem se diversificado ha aproximadamente
6 Ma, compativel com a Ultima etapa do Mioceno, que aconteceu entre cinco e sete milhdes
de anos. O tempo de separacdo entre as linhagens aponta que os dois hapl6tipos localizados
nas populacbes mais ao sul (H9 e H10) se diversificaram antes dos demais (Figura 4).
Posteriormente, o clado maior passou por um processo de divergéncia em torno dos 4 Ma,
com o primeiro subclado se diversificado hd aproximadamente 2 Ma e o segundo ha

aproximadamente 1,5 Ma (Figura 2).
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SSRcp
Distribuicéo e estrutura geografica da variacdo genética

Dentre os oito locos microssatélites testados, quatro apresentaram polimorfismo e
foram selecionados para o estudo: ccmp2, ccmp5, ccmp6 e ccmp?7. A analise destes quatro
locos polimorficos em 169 individuos pertencentes a todo o conjunto de populacdes
amostradas revelou alelos de tamanho esperado (Weising & Gardner 1999). O nimero de
alelos variou para cada regido, o loco ccmp7 apresentou maior quantidade de alelos, com sete,
seguidos dos locos ccmp2, ccmp5 e cecmp6, todos com 5 alelos encontrados.

Através da andlise dos fragmentos, foi encontrado um ndmero total de 22 haplétipos
para a espécie L. ferrea (Tabela 3). O valor da diversidade haplotipica para todo o conjunto de
dados foi de 0.385, e variou entre 0 a 0.9 nas populacdes analisadas (Tabela 1). A populacéo
que apresentou 0 mais alto indice de diversidade foi a MG, localizada mais ao sul, seguidas
das tetraploides ALP e BA, e das diploides PBM e CEC, ambas localizadas ao norte da
distribuicdo da espécie (Tabela 3). Através das andlises no Geneland, dessa vez com as
populacbes mistas incluidas, foram encontrados trés grupos genéticos (K = 3) (Material
suplementar Figura 3) (Figura 1c). De forma geral, a maioria das popula¢des analisadas foram
alocadas no grupo laranja, formado por populacbes de ambos os niveis de ploidia e
localizadas ao longo de toda a area de ocorréncia da espécie (Figura 1d). Em adicdo, o grupo
branco, foi composto pelas duas populagdes mistas mais uma populacdo tetraploide proxima
geograficamente, e 0 grupo verde, composto de uma populacao diploide ao norte (Figura 1d).

Dos 22 haplotipos encontrados a partir das regibes microssatélites, 15 estiveram
presentes apenas em individuos diploides, quatro exclusivos de individuos tetraploides e trés
compartilhados entre os dois niveis de ploidia (Tabela 3). Podemos, dessa forma, inferir trés
origens distintas para os individuos tetraploides da espécie. Além disso, a distribuicdo desses
hapldtipos sugere que os eventos de poliploidizacdo podem ter ocorrido fora da zona de
distribuicéo atual dos poliploides. Hipotetizamos que essas origens foram dadas em duas vias:
tanto do norte para o sul, com o H22 ocorrendo na populacao diploide PBM e nas tetraploides
BA e SEC, como do sul para o norte, com o H11 sendo encontrado na populacdo diploide
ESL e nas tetraploides ALP, SEC, BA, PEP e PBA (Figura 3a). Por outro lado, os individuos
tetraploides presentes nas populacfes mistas PEC e PEAZ apresentaram apenas o haplétipo
H3 presente nos diploides da mesma populacdo, mas também em toda a zona de distribuicao
da espécie, de modo que ndo é possivel afirmar se esses individuos tetraploides foram

originados dentro dessas populac@es (Figura 5a).
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De maneira semelhante aos dados de regides plastidiais, foi observada uma
estruturacdo geografica fraca na distribuicdo dos haplotipos ao longo das populagdes, com o
haplétipo central (H3) distribuido amplamente ao longo de toda a area de ocorréncia da
espécie (Figura 5a). Quando comparamos populacfes das diferentes regides, conseguimos
encontrar diferencas nos hapl6tipos compartilhados entre elas, a exemplo, o haplétipo H17,
exclusivo de populagdes localizadas ao sul, e 0 H9, exclusivo daquelas localizadas ao norte da
distribuicdo (Figura 5a). A regido central, onde encontramos populages tetraploides e mistas,
possui, além do haplétipo central, haplétipos tais como o H11 e H22, oriundos dos limites sul
e norte da distribuicdo da espécie, respectivamente.

A partir da analise do network entre os nove haplétipos selecionados (excluindo os
exclusivos de uma Unica populacdo), é possivel observar a formacdo de quatro grupos mais
relacionados (Figura 5b). O primeiro composto pelo haplétipos H3, amplamente distribuido
dentro das populagdes, o H11, oriundo da populacdo ESL localizada ao sul e compartilhado
entre os tetraploides centrais, e por fim, o H5, exclusivo de uma populacgao ao norte (Figura 5a
e 5b). O segundo grupo é composto pelos haplétipos diploides H8 e H20, exclusivos de
populacdes localizadas ao norte, e 0 H22, sendo encontrado também compartilhado com os
tetraploides centrais. Os demais grupos (H16 e H17, e H9 isolado), menos relacionados aos
dois primeiros, sdo compostos por haplétipos localizados ao sul da distribuicdo da espécie
(Figura 5a e 5b).

DISCUSSAO
Origens multiplas dos autopoliploides

Os dados oriundos de cpDNA e SSR indicam trés origens distintas para a espécie
autopoliploide Libidibia ferrea, como aponta o compartilhamento dos haplotipos entre as
populacdes diploides e tetraploides. Como exemplo, as populagdes diploides PBM e ESL
(SSR), ambas localizadas em regides de floresta Atlantica, compartilhando seus haplotipos
com as tetraploides situadas em Caatinga. A formac&o recorrente de individuos poliploides
dentro das populacBes (Ramsey e Shemse 1998) e mdltiplas origens independentes podem
conferir uma maior variabilidade genética e riqueza alélica (Parisod et al. 2010; Segraves et
al. 1999), o que facilita a adaptagcdo do novo citotipo formado a longo prazo (Husband 2004;
Parisod et al. 2010). Para a espécie L. ferrea nds hipotetizamos que a formacao recorrente de
linhagens poliploides pode ter contribuido para a selecdo daquelas mais adaptadas ao cenario

de floresta seca. Dessa forma, algumas linhagens conseguiram ocupar areas do novo ambiente
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localizado entre as zonas de populacGes exclusivamente diploides, embora permaneca incerto
se esse mecanismo contribuiu para o seu estabelecimento ou que fatores levaram a formacao
desses novos poliploides.

Além das madltiplas origens observadas para os individuos poliploides, todas as
populacdes tetraploides de L. ferrea consistem de combinagdes de hapl6tipos com pelo menos
duas origens distintas e ou, exclusivos de individuos tetraploides. Por exemplo, os dados de
cpDNA mostram a presenca do hapldtipo H1, exclusivo de populacdes tetraploides, em todas
as populacdes analisadas, estando esse haplétipo a apenas um passo mutacional do H3, mais
comum e amplamente distribuido. A presenca de diferentes origens dentro da mesma
populacdo ndo é uma condigdo comum em espécies autotetraploides, sendo observada até o
presente momento apenas para Heuchera grossulariifolia — Saxifragaceae (Segraves et al.
1999). Os autores argumentam que esse comportamento pode refletir altas taxas de migracgdes
passadas, extin¢do de muitos ancestrais diploides e ou divergéncia de tetraploides apds a sua
formacdo. A presenca de haplétipos exclusivos e oriundos do haplétipo ancestral dentro de
populacdes tetraploides de L. ferrea apontam que essas populacdes podem ter passado por um
processo de diversificacdo apds a sua formacdo e que essa condi¢do tenha contribuido para

seu sucesso evolutivo.

Variacao da diversidade genética

Libidibia ferrea apresentou elevado indice de diversidade genética (h = 0.796), que
ndo esteve distribuida aleatoriamente ao longo de sua zona de distribuicdo. Os grupos
genéticos localizados em populagfes no extremo da distribuicéo, norte e sul, para os dados de
DNAcp mostraram maior diversidade quando comparados aqueles localizados mais ao centro,
que inclui as populacbes tetraploides. Apesar da variacdo na diversidade genética, a
estruturacdo geografica das populacdes foi fraca, onde a distancia geografica explicou pouco
da variacdo genética. Esse padrdo observado para L. ferrea é bem diferente do que vem sendo
encontrado para outras espécies de leguminosas arbéreas através de DNA plastidial.
Caesalpinia echinata (Lira et al. 2003), Dalbergia nigra (Ribeiro et al. 2011) e Hymenaea
stigonocarpa (Ramos et al. 2007), apresentaram, nos trés casos, trés grupos fortemente
suportados, com diferenciacdo clara entre os haplétipos e os autores sugeriram barreiras
passadas ao fluxo génico associado ao potencial limitado de dispersdo dessas espécies. Apesar
do baixo potencial de dispersdo em L. ferrea via peso/gravidade, ou seja, barocoria (Griz &

Machado 2001), ndo foi possivel observar uma forte estruturacdo geografica. Com isso,
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acreditamos que a distribuicdo da variacdo genética na espécie ndo pode ser explicada
somente por barreiras geograficas ou por sua estratégia de dispersdo e que para esse
entendimento, devemos incluir outros processos envolvidos na historia de vida da espécie,
como, por exemplo, os multiplos eventos de poliploidizag&o.

O conjunto de dados de microssatélites plastidiais (SSRcp) gerados para L. ferrea
mostraram resultados congruentes com os dados obtidos a partir do sequenciamento das
regides plastidiais ndhf e ycfl e revelaram padrdes de distribuicdo dos hapl6tipos, numero de
eventos de poliploidizacdo semelhantes e, sobretudo, uma grande quantidade de haplétipos.
Resultado semelhante foi encontrado para um complexo autopoliploide da familia
Brassicaceae (Parisod & Besnard, 2007). Neste estudo, além de encontrarem um maior
numero de haplétipos para os dados SSRcp, os autores identificaram altos niveis de
polimorfismo, mesmo em individuos localizados proximos geograficamente, e 0s
microssatélites se mostraram mais informativos que os fragmentos PCR-RFLP e DNAcp. De
forma geral, dados SSRcp apresentam maior nimero de haplotipos, o que pode ser devido a
maior variabilidade dos nucleotideos dentro desses locos, bem como a maior quantidade de
individuos amostrados (Oliveira et al 2006). Ainda assim, o numero de haplétipos
encontrados para L. ferrea mostrou-se elevado quando comparamos com estudos prévios com
outras espécies. Lira et al. (2003), analisando a espécie arbdrea e de floresta seca Caesalpinia
echinata, utilizando dois dos marcadores utilizados para nosso estudo, ccmp6 e ccmp?, além
de mais trés desenhados para a espécie, encontraram apenas oito haplétipos. Assim,
acreditamos que os marcadores SSRcp utilizados neste estudo, apesar de ndo desenhados para
a espécie em questdo, sdo confiaveis, informativos e apresentam potencial para analises de

filogeografia em outras espécies do grupo.

Haplotipos e distribuicdo dos citdtipos

Libidibia ferrea ndo mostrou uma clara estruturacdo geografica de seus haplétipos. Foi
possivel observar um hapl6tipo amplamente distribuido e pequenas diferengas entre
populacbes localizadas no norte e sul, e na faixa central de ocorréncia dos tetraploides e
populacbes mistas. De forma geral, espécies autopoliploides apresentam estruturacdes
geograficas dos haplotipos complexas e dificeis de interpretar (Van Dijk & Schotman 1997).
Parte dessa complexidade pode estar relacionada as mdaltiplas origens que vem sendo
encontradas dentro de populagdes autopoliploides (ver Soltis & Soltis 1999; Servick, et al.

2015) e alopoliploides (ver Peirson et al. 2013). A partir das multiplas linhagens formadas,
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diferencas na distribuicdo sdo criadas entre os diferentes niveis de ploidia, onde individuos
poliploides sdo geralmente encontrados separados de seus progenitores com alguma area de
coocorréncia (Van Dijk & Bakx-Schotman 1997; Husband & Schemske 1998; Petit et al.
1999). Para L. ferrea populagdes tetraploides foram encontradas na regido central de
distribuicdo da espécie e exclusivamente sob os dominios de floresta seca, reconhecida pelos
baixos indices pluviométricos e forte incidéncia luminosa. Fatores abioticos, como
disponibilidade de 4gua e temperatura, vem sendo apontados como fatores determinantes para
a distribuicdo das espécies autopoliploides estudadas até o momento: Achillea millefolium,
Arabidopsis thaliana, Biscutella laevigata, Chamerion angustifolium, Dactylis glomerata,
Dactylorhiza maculata, Senecio carniolicus e Tolmiea menziesii (Spoelhof et al 2017). De
maneira semelhante, fatores abidticos, sobretudo a disponibilidade agua, parece ser um dos
fatores para explicar a distribuicdo da linhagem autotetraploide de L. ferrea.

Populacdes autopoliploides podem apresentar discrepancia quanto a proximidade
geografica do novo poliploide formado e seu progenitor (Segraves et al 1999; Van Dijk &
Bakx-Schotman 1997). Para Heuchera grossulariifolia - Saxifragaceae, foram encontradas
sete origens distintas de individuos poliploides, dentre elas, apenas duas mostraram
congruéncia geografica e ao mesmo tempo, populacgdes tetraploides foram encontradas com
diferentes origens e além de hapldtipos exclusivos. No que se refere as origens de L. ferrea,
constatamos que as populaces tetraploides estiveram localizadas relativamente proximas aos
seus provaveis progenitores diploides, com excecdo da tetraploide SEC que se encontra
distante geograficamente da sua progenitora CEC. Para a ultima, € possivel que nédo se tenha
amostrado o individuo diploide mais préximo geograficamente. Além disso, populaces
tetraploides foram encontradas com hapl6tipos exclusivos oriundos de outros haplétipos por
poucos passos mutacionais, o que sugerem sua diversificacdo dentro dessas populacdes. E de
forma semelhante ao exemplo com H. grossulariifolia origens distintas puderam ser
encontradas dentro de uma mesma populacdo tetraploide. Apesar da limitada capacidade de
dispersdo da espécie, parece haver grande fluxo entre elas, embora a proximidade em varios
casos pode sugerir que essa origem aconteceu em diferentes momentos de tempo. Além disso,
a diversificacdo de hapldtipos encontrada dentro de populacdes tetraploides coloca a
poliploidia com importante papel evolucionario, o que contraria a idéia de individuos

poliploides como “Dead end” (Mayrose et al 2011).
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Padrdes filogeograficos

O hapl6tipos H3, de ambos os marcadores analisados, estiveram abundantemente
distribuidos em toda a area de ocorréncia L. ferrea e presente tanto em areas de floresta
Atlantica como em é&reas de florestas secas. Sabe-se que a floresta Atlantica formava uma
floresta continua e ainda mais extensa que as atuais antes do Mioceno médio, cerca de 10 Ma
(Carvalho e Almeida 2011). Contudo, a partir do Plioceno, cerca de 5 Ma, com o inicio dos
ciclos glaciais e interglaciais, houve a expansdo das florestas com formac6es abertas tropicais
estacionais secas da Ameérica do sul, incluindo as provincias biogeografica da Caatinga, do
Cerrado e o Chaco (Ab' Saber, 1977; Silva, 1995; Silva et al. 2017). A datacdo molecular
indica que L. ferrea comecou a se diversificar ha cerca de 6 Ma, com o subclado do hapl6tipo
H3 passando por nova diversificacdo ha aproximadamente 3 Ma, periodo que coincide com o
periodo de mudancas climaticas e expansdes das florestas secas. Dessa forma, a estrutura
encontrada pode ser consequéncia de conexdes pretéritas entre essas areas.

Acredita-se que as oscilagdes climéticas do periodo quaternério se comportaram como
um gatilho para os processos de diversificacdo e especiacdo. O clima seco e as glaciacOes
podem ter favorecido a expansao de algumas espécies enquanto outras estiveram restritas em
areas conhecidas como refugios. A exemplo a espécie autopoliploide Aucuba japonica (Ohi et
al 2003). Os autores encontraram um haplotipo exclusivamente tetraploide e amplamente
distribuidos nessas populacdes e, com o auxilio de dados de tempo de divergéncia associaram
0 surgimento dele ao de mudancas associadas a adaptacdo ao gelo durante o periodo
quaternario, marcado por periodos cobertos por gelo e varios ciclos de expansdo e contracéo
da vegetacdo. Alem disso foi possivel identificar a presenca de vérias areas de refugio ao
longo da distribuicdo da espécie. Nossa datacdo molecular mostrou que o haplétipos H1
encontrado na espécie L. ferrea, exclusivamente em populacdes tetraploides — todas as
analisadas — se diversificou a aproximadamente 1,5 Ma, que coincide com as oscilacGes
climéticas no periodo Pleistoceno. Além disso, os dados encontrados para a espécie L. ferrea
apontam que os individuos tetraploides colonizaram &reas de floresta seca, localizadas na
regido central de distribuicdo da espécie. Esse comportamento sugere que a linhagem H1
tenha surgido em resposta a oscilagdes climaticas e tenha conseguido se adaptar a essa faixa
antes nao habitadas por seus progenitores (capitulo 1 desta tese).

Quando se avaliam as reconstrucfes filogenética, outro achado interessante diz
respeito as possiveis rotas de colonizagdo de L. ferrea. De acordo com a ultima classifica¢do

do género, trés espécies de Libidibia, incluindo L. ferrea, ocorrem na América do Sul, sendo
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as outras duas: L. paraguariensis, ocorrente na regido do Chaco (Paraguai e Argentina) e L.
punctata (Willd.) Britton, ocorrente na Venezuela (Gagnon et al. 2016). Nossa datacao
molecular aponta que os haplotipos localizados mais ao Sul do Brasil se diversificaram
primeiro. Entretanto, esse achado ndo indica que a rota de colonizacao tenha se dado pelo sul,
uma vez que ndo encontramos centros de diversidade genética em nenhum dos extremos da
distribuicdo. Ambas as regites mostraram diversidade alta e similar. Em contrapartida, temos
indicios que a colonizacdo pode ter se dado pela regido norte, onde, de acordo com a filogenia
mais recente do género, a espécie irmad L. punctata (E. Gangnon, com. pessoal) ocorre na
porcdo mais ao norte, na Venezuela, e poderia ter chegado através da conexdo da Amazonia

com a floresta Atlantica.

CONCLUSOES

Para a espécie autopoliploide Libidibia ferrea encontramos através dos marcadores
analisados trés eventos distintos de poliploidizagdo. Essa formacdo recorrente parece ter
contribuido para a selecdo daquelas linhagens mais adaptadas ao cenario climatico de
florestas secas, onde as populacdes tetraploides estdo estabelecidas. Dentro das populacgdes
poliploides, a presenca de multiplas linhagens indica alto fluxo génico passado, apesar da
limitada capacidade de dispersdo da espécie. Além disso, a presenca de muitos hapldtipos
exclusivos e oriundos de outros, a poucos passos mutacionais, sugere que a poliploidia néo €
um “dead end” evolucionario. A distribuicdo dos haplétipos indicam conexdo pretérita entre
as areas. A datacao realizada por nos indica que a poliploidia pode ter surgido como resposta
as oscilagBes climaticas do pleistoceno e que contribuiu para a colonizacdo de areas nao
ocupadas por seus progenitores. Nossos resultados indicam que a rota de colonizagdo via

norte-sul de L. ferrea, devido a localizacdo do grupo irmao da espécie (L. punctata).
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Tabela 1. Populagdes analisadas de Libidibia ferrea (Leguminosae), com cédigo dado a populacdo, numero de individuos utilizados para cada marcador (N), coordenadas
geogréficas, nivel de ploidia e dominio fitogeografico. Nh - Numero de hapl6tipos encontrados por populagdo; Hap - diversidade haplotipica por populacdo; Nu -
diversidade nucleotidica por populagdo da espécie L. ferrea. Os valores para o conjunto total de dados, soma de todas as populagdes, encontra-se no final desta tabela.

Populag¢des/estado Sigla N N Latitude Longitude Nivel de Dominio Nh nh Hap hap Nu
(ssr) (cp) ploidia (ssr) (cp) (ssr) (cp)
Piranhas Novas/AL ALP 14 9 -9.62361 -37.7567 Tetraploide Caatinga 3 1 0,657 0 0
Paulo Afonso/BA BA 7 5 -9.53896 -38.03749 Tetraploide Caatinga 3 4 0,667 0.900 0.003«
Caucaia/CE CEC 10 6 -3.75536  -38.639137 Diploide Tabuleiro 4 3 0,694 0.733 0.001¢
Guaramiranga/CE CEG 11 6 -4.22629 -38.96139 Diploide Brejo de Altitude 1 1 0,000 0,000 0
Pentecoste/CE CEP 1 1 -3.831334  -39.282051 Diploide Caatinga 1 1 0,429 0,000 0
Crateus/CE CES 15 7 -5.1165 -40.87274 Diploide Caatinga 4 2 0,200 0.476
0.001¢
Alagoinha/PE PEA 10 ok -8.48227 -36.79004 Tetraploide Caatinga 2 *k 0,500 ok ok
Catimbau/PE PEC 10 **  -8.094535 -39.575884 Mista Caatinga 2 ok 0,200 ok ok
Parnamirim/PE PEP 8 5 -8.094535 -39.575884  Tetraploide Caatinga 2 2 0,900 0.400
0.000:
Pesqueira/PE PEA 7 **  -8.353924 -36.693663 Mista Caatinga 1 ok 0,556 ok ok
Santa Rita/PB PBM 15 7 -7.127642 -34.953066 Diploide floresta Atlantica 3 1 0,667 0,000 0
Sdo José dos Cordeiros/PB PBA 19 7 -7.466564 -36.833950 Tetraploide Caatinga 3 2 0,511 0.476
0.000¢
Mataraca/PB* PBMA 8 11  -6.592844 -35.058175 Diploide Restinga 2 2 0,182 0.509 0.001¢
*
Campo dos Goytacazes/RJ RJ 9 6 -21.37001 -41.929997 Diploide Flor. Estacional semi- 4 3 0,556 0.733
decidual 0.0011
Canindé do Sao Francisco/SE SEC 10 7 -9.59222 -37.93282 Tetraploide Caatinga 3 3 0,511 0.523 0.001"
Pirapora/MG MG 5 2 -17.273488 -44.860923 Diploide Caatinga 4 1 0,900 0,000 0
Linhares/ES ESL 10 6 -19.10905 -39.8918 Diploide floresta Atlantica 2 2 0,200 0.333  0.000¢
Todas as populagdes 169 85 22 10 0,385 0,7966




Tabela 2. Frequéncia (F), nivel de ploidia (P) e descricdo dos 10 hapldtipos
encontrados para Libidibia ferrea (Leguminosae) a partir da analise dos dados das

regides ndhf e ycfl combinadas.

Ndhf+Ycfl 48 102 257 363 681 712 763 854 856 937 986 1025 1043
H F P

HI 20 T - C c ¢ 1T T A T G G C G T
H2 18 D/T - A T c T 1T G T A A C G T
H3 27 D/T - C c ¢ 1T 1T G T G G C G T
H4 1 T - C c ¢ 1T T G G G G C G T
H5 4 D/T - A T c T 1T G T G A C G T
H6 6 D - A T A T T G T G A C G T
H7 1 D A A T c T A G T G A A G T
H8 1 D - C c ¢ 1T T GG T G G C G G
HO 5 D - C c ¢ 6 T G T G G C A T
HI0O 2 D A C c ¢ 6 T G T G G C A T




Tabela 3. Frequéncia (F), nivel de ploidia (P) e
descricdo dos 22 haplotipos encontrados para
Libidibia ferrea (Leguminosae) a partir da

analise de quatro locos de cpSSR.

SSRc locus
p
H F P 1 2 3 4

H1 1 T 100 139 137 261
H2 1 T 100 139 137 262
H3 55 D/T 100 139 139 256
H4 1 D 100 139 139 262

H5 5 D 100 139 140 256
H6 1 D 100 140 138 256
H7 1 D 100 140 139 256
H8 5 D 100 140 139 261
H9 9 D 100 140 140 262
H1I0 1 D 100 141 140 261
H11 47 D/T 101 139 139 256
H12 1 D 101 140 138 260
H13 1 T 101 140 140 256
H14 1 D 101 140 140 261
H15 1 D 101 140 160 261
H16 2 D 101 141 140 268
H17 7 D 101 142 140 268
H18 1 D 102 139 134 212
H1I9S 1 D 98 139 138 260
H20 3 D 98 139 138 261

H21 1 T 98 139 139 256
H22 23 D/T 98 140 138 260
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Figura 1. Numero de clusters formados a partir do programa GENLAND mostrando
0s agrupamentos genéticos das populacGes de Libidibia ferrea no espaco geografico.
(a) Nimeros mais provaveis de grupos formados com o conjunto de dados utilizando
os marcadores ndhF e ycfl- ycf2. (b) Apresentacdo geografica dos grupos formados a
partir de dados com os marcadores ndhF e ycfl- ycf2. (c) Numeros mais provaveis de
grupos formados com o conjunto de dados utilizando os marcadores SSR. (d)
Apresentacdo geografica dos grupos formados a partir de dados com os marcadores
SSR. Os circulos indicam populacdes diploides da espécie, os triangulos populacbes

tetraploides e os quadrados areas onde os dois citétipos coocorrem.
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Figura 2. Distribuicdo e origem dos haplétipos de cpDNA de Libidibia ferrea. a) Mapa de
distribuicdo das populacdes e haplétipos. b) Rede de haplétipos. Para cada haplétipo uma cor
foi atribuida. Os circulos sdo proporcionais ao nimero de individuos encontrados para cada
haplotipo. Os circulos fechados correspondem a populacdes diploides enquanto os abertos as
populacdes tetraploides. O codigo de cada populagdo € indicado no mapa. As linhas entre 0s

circulos representam o nimero de passos mutacionais entre os haplotipos.
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Figura 3. Teste de Mantel correlacionando a distancia genética e geografica entre todos os

individuos de L. ferrea ao longo da sua area de ocorréncia.
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Figura 4. Arvore filogenética datada dos haplGtipos de Libidibia ferrea baseada em duas regides
plastidiais concatenadas ndhf e ycfl. Libidibia coriaria foi utilizada como grupo externo e enraizada
a arvore. Acima dos ramos esta indicada a probabilidade a posteriori da inferéncia Bayesiana. Os

ramos terminais estdo indicados com as cores de cada haplétipo.
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Figura 5 Distribuicdo e origem dos hapldtipos de SSRcp de Libidibia ferrea — Leguminosae: a) Mapa de
distribuicdo das populacdes e haplotipos da espécie L. ferrea. b) Rede de hapl6tipos gerada através programa
network pelo método median joining a partir dos dados SSRcp. Para cada haplotipo uma cor foi atribuida. Os
circulos sdo proporcionais ao numero de individuos encontrados para cada haplétipo. Os circulos fechados
correspondem a populacbes diploides, os abertos as populagdes tetraploides. PopulagGes mistas estdo
representadas pelos dois simbolos. O codigo de cada populacéo aparece plotado no mapa. As linhas entre os

circulos representam o numero de passos mutacionais entre os hapldtipos e os circulos vermelhos
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Figura 1. Rede de haplo6tipos completa para os dados SSRcp de Libidibia ferrea - Leguminosae.
Para cada hapl6tipo uma cor foi atribuida. Os circulos sdo proporcionais ao numero de
individuos encontrados para cada haplétipos. As linhas entre os circulos representam o nimero
de passos mutacionais entre os haplétipos. Os pontos em vermelho sdo vetores médios.
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Figura 2 Clusters das populagdes de Libidibia ferrea formados a partir do programa
GENLAND utilizando os marcadores ndhF e ycfl- ycf2. As imagens representam,
respectivamente, da esquerda para direita 0s cinco agrupamentos genéticos possiveis para as
populacdes (k =1, k=2, k=3, k=4 e k=5) no espaco geografico.
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5 CONCLUSOES

1.

Populacdes diploides e tetraploides da espécie Libidibia ferrea apresentaram-se
separadas espacialmente, com uma pequena zona de contato. Como as populagdes
tetraploides estiveram presentes nesta faixa restrita entre populagfes diploides,

concluimos que essas ocupam areas antes inabitadas por seus progenitores.

Individuos tetraploides da espécie Libidibia ferrea apresentaram caracteristicas
anatdbmicas que permitem a otimizacdo do uso da &gua e assim, maior adaptacdo a
ambientes aridos. Esse fato pode ter servido como facilitador no estabelecimento das

novas populacdes tetraploides.

Foi observada contracdo de nicho nas populac@es tetraploides da espécie L. ferrea, o
que pode estar associado a limitada capacidade de dispersdo da espécie e seu longo

ciclo de vida.

As variedades da espécie ndo estiveram correlacionadas L. ferrea com o nivel de
ploidia e o tamanho dos foliolos ndo é indicativo de nivel de ploidia. Dessa forma, néo
é recomendada elevacao de variedades de L. ferrea ao nivel de espécie uma vez que as
variedades e citotipos ndo possuem nichos distintos e nem caracteristicas morfologicas

que diferenciem os individuos com niveis de ploidia distintos.

Nossos dados moleculares apontam que a poliploidia surgiu trés vezes na espécie L.
ferrea. Essas multiplas origens pode ter contribuido para a selecdo de linhagens mais
adaptadas e contribuido para a descoberta de areas antes ndo ocupadas por seus

progenitores.

Nossa datacdo molecular apontou que a espécie L. ferrea comecou a se diversificar a
cerca de 6 Ma, periodo que coincide com o Plioceno, e inicio dos ciclos glaciais e
interglaciais. Além disso, a auséncia de estruturagdo dos haplotipos indica que antes

desse periodos as areas estiveram conectadas.

Nova diversificacdo também é observada apds esse periodo, cerca de 3 Ma, 0 que
aponta influencia também do periodo quaternario na distribuicdo da espécie L. ferrea,

com provavel origem poliploide como resposta a essas mudangas.
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8. Através dos nossos dados podemos inferir a rota de colonizacdo da espécie L. ferrea
tanto sul-norte, como norte-sul. Entretanto, acreditamos que tenha se dado via norte-

sul pela proximidade com seu grupo irméo.
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