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RESUMO EM PORTUGUES

O Cerrado, reconhecido mundialmente como um hotspot de biodiversidade, tem sido
estudado quanto aos padrdes filogeograficos de diferentes espécies de plantas e animais ao
longo de toda sua distribuicdo. Alguns padrbes congruentes ja foram identificados, inclusive
nas areas transicionais com outras formacgdes fitogeograficas, como a Mata Atlantica e a
Floresta Amazénica. Entretanto, pouco se sabe sobre a dindmica evolutiva das espécies que
ocorrem na regido de transicdo entre o Cerrado e o Pantanal, cuja maior area esta no Estado
de Mato Grosso do Sul (MS). Leptolobium elegans é uma arvore da familia Leguminosae cuja
distribuicdo geografica € adequada para avaliar esta questdo. Na regido de interesse também
ocorre L. dasycarpum, uma espécie filogeneticamente e morfologicamente relacionada a L.
elegans mas com ampla distribuicdo no Cerrado. Com o objetivo de avaliar os padrbes
evolutivos da regido transicional entre o Cerrado-Pantanal foram realizadas analises genéticas,
geograficas e morfologicas ao longo de toda a distribuicdo de L. elegans. O material analisado
foi coletado em campo, sendo amostradas folhas jovens para extragdo de DNA. Foram
confeccionadas exsicatas para as analises morfométrica e todas as populacfes amostradas
foram georreferenciadas. Foram amplificadas por PCR as seguintes regides nao codificantes
do DNA plastidial: espacadores intergénicos trnH-psbA, trnF-trnL, psbC-trnS; e o intron do
gene trnL. Através do software MAXENT foi realizada uma modelagem de distribuicdo
geografica para o presente e para o Ultimo Maximo Glacial. Além disso, foi realizada uma
Anélise de Componentes Principais, para comparar 0s dados ecoldgicos e morfométricos de
L. elegans e L. dasycarpum a partir de dados de ocorréncia e exsicatas de varios herbarios
brasileiros. A andlise das sequéncias obtidas até o momento ndo revelou a presence de
polimorfismos intraespecificos nas regides trnF-trnL, psbC-trnS; e o intron do gene trnL.

Foram analisadas sequéncias de trnH-psbA de 17 plantas de nove populagbes que



possibilitaram a determinacéo de trés haplétipos. Estes foram comparados com um haplétipo
de L. dasycarpum presente em uma populacdo do norte no MS. Os hapl6tipos 1 e 2 foram os
mais frequentes em L. elegans e ocorrem exclusivamente em areas de Cerrado.
Surpreendentemente, a divergéncia entre estes haplétipos e o haplétipo 3, presente em
populacdes do Pantanal da Nhecolandia e da regido de transicdo com o Cerrado, € maior em
relacdo ao haplotipo de L. dasycarpum. Os testes de neutralidade ndo foram significativos e o
AMOVA resultou em uma alta diferenciacéo entre populacdes (@st= 0,67 P~°%%). Os dados de
modelagem indicam que L. elegans possuia uma distribuicdo reduzida no Ultimo Maximo
Glacial, concentrada no MS (em especial na regido de transicdo entre Pantanal e Cerrado). As
analises ecoldgicas sugerem que L. elegans e L. dasycarpum ocorrem em nichos semelhantes,
esperado para espécies proximamente relacionadas. As analises morfométricas sugerem que
L. elegans e L. dasycarpum diferem quanto a morfologia, e que alguns individuos do MS
apresentam caracteristicas intermediarias o que pode ser um indicio de hibridacdo
interespecifica recente. Apesar de incipientes, os dados obtidos comecam a tracar a histéria
evolutiva das espécies arboreas da regido. Os dados genéticos e geogréficos indicam que,
aparentemente, a regido transicional possibilitou uma certa estabilidade demogréfica para a
espécie e a diferenciacdo de linhagens especificas do Pantanal. A ampliacdo do numero de
marcadores analisados e de individuos/populacfes sequenciados certamente auxiliara a

compor um cendrio mais claro e confidvel dos eventos evolutivos ocorridos nesta regido.



RESUMO EM INGLES

Cerrado, a biodiversity hotspot worldwide recognized, has been studied about
phylogeographical patterns in different plant and animal species throughout its distribution.
Some congruent patterns have been identified, including transitional areas phytogeographic
with other formations, such as Atlantic Forest and Amazon Rainforest. However, little is
known about evolutionary dynamics of species that occur in the transition region between
Cerrado and Pantanal, which the largest area is in Mato Grosso do Sul State (MS).
Leptolobium elegans is a tree from Leguminosae family which geographic distribution is
adequate to access this data. In the region of interesting it also occurs L. dasycarpum, a
morphologically and phylogenetically specie related to L. elegans, but with a wide
distribution in Cerrado. Aiming to evaluate the evolutionary patterns of the transitional region
between Cerrado-Pantanal, this study analyzed genetic, geographical and morphological data
throughout L. elegans distribution. The analyzed material was collected in field, and young
leaves were sampled for DNA extraction. Herbarium specimens were prepared for
morphometric analysis and all populations sampled were georeferenced. Non-coding regions
of plastid DNA were amplified by PCR: intergenic spacers trnH-psbA, trnL-trnF, psbC-trnS;
and trnL gene intron. Modeling analysis of geographical distribution were performed for the
present and the Last Glacial Maximum, through MAXENT software. In addition, to compare
ecological and morphological data of both species, L. elegans and L. dasycarpum, a Principal
Component Analysis was realized, from several Brazilian herbaria data. The analysis with the
sequences obtained so far has not revealed intraspecific polimorfisms in trnL-trnF, psbC-trnS;
and trnL gene intron. From nine populations, 17 trnH-psbA sequences were analyzed, which
enable the determination of three haplotypes. These data were compared to L. dayscarpum

sequence from a northern MS population. The most frequent haplotypes were one and two,



both occurring in Cerrado areas. Surprisingly, the divergence between these haplotypes and
haplotype 3, present in populations from Pantanal of Nhecolandia and transition regions of
Cerrado, it is higher when compared to L. dasycarpum haplotype. Neutrality tests were not
significant and AMOVA resulted in high differentiation among populations (®ST = 0,67
p=0,01). Modeling data indicate reduced distribution in Last Glacial Maximum for L. elegans,
concentrated in MS (especially in Pantanal-Cerrado transition region). Environmental
analyses suggest that L. elegans and L. dasycarpum occur in similar niches, expected for close
related species. Morphometric analyses suggest that they are both morphologically different,
but some individuals exhibit intermediate characteristics in MS State, which may be an
indication of recent interspecific hybridization. Although it is early to affirm more, the data
begin to trace the evolutionary history of these tree species in the region. Apparently, the
genetic and geographic data indicate that transitional region allowed a certain demographic
stability for the species and differentiation of Pantanal specific lineages. The increase in
analyzed markers and individuals/populations sequenced certainly will help to compose a

clear scenario of evolution events occurred in this region.
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INTRODUCAO GERAL
Origem e evolucdo do Cerrado

O Cerrado compde uma das mais diversas e abrangentes fitofisionomias do centro do
continente sul-americano, e para compreender sua complexa dindmica evolutiva é necessario
contextualizar a regido com as principais alteracdes paleoclimaticas e geoldgicas ocorridas na
mesma. Entre os principais eventos podemos destacar o soerguimento da Cordilheira dos
Andes durante o Mioceno médio e superior (15,9 — 5,3 milhGes de anos - Ma) que ocasionou
modificagbes importantes nos sistemas fluviais e de drenagem (Potter, 1997), e a alternancia
ciclica de estagios glaciais e interglaciais durante o Quaternario (2,5 Ma até o presente,
Augustin et al., 2004).

Consideradas anteriormente como um dos principais fatores que influenciaram a
diversificacdo dos grupos atuais, as oscila¢bes climaticas do Quaternario foram reavaliadas
atraves de dados moleculares. Em um trabalho pioneiro, Klicka & Zink (1997) demonstraram
que para passaros, 11 dos 35 pares de espécies irmds avaliados divergiram no Quaternario.
Porém Avise & Walker (1998) concluiram que o Pleistoceno pode ndo ter sido onde a
divergéncia entre essas espécies de aves se iniciou, mas foi importante para concluir eventos
evolutivos anteriores e iniciar a separacdo de grupos geograficos intraespecificos. Avise e
colaboradores (1998) observaram que para vertebrados, a maior parte das divergéncias entre
espécies irmds comegaram a ocorrer entre o Plioceno (5,3 — 2,5 Ma) e o Pleistoceno (2,5 Ma —
11,7 mil de anos — ka).

Estudos filogenéticos de plantas indicam que, semelhante aos vertebrados, 0 aumento
no numero de espécies no planeta ocorreu principalmente entre o Plioceno e o Pleistoceno
(Hewitt, 1996). Dada sua importante abundancia e distribuicdo, Leguminosae esta entre as

principais familias avaliadas nestes estudos, principalmente atraves de analises de DNA
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plastidial e nuclear (Richardson et al., 2001; Hughes & Eastwood, 2006; Catalano et al.,
2008; Saslis-Lagoudakis et al., 2008). Com a distribuicdo abrangendo o Velho e o Novo
Mundo, o clado andino do género Lupinus (Papilionoideae) apresentou uma das taxas de
diversificacdo mais altas conhecidas em plantas e teve sua idade estimada em 1,18 — 1,76 Ma
(Hughes & Eastwood, 2006). Para Prosopis (Mimosoideae, Catalano et al., 2008), género
encontrado em varias regifes aridas e semiaridas do planeta, as diversificagcdes ocorreram
desde o Mioceno, aumentando no Plioceno, todavia existem varias espécies originadas no
Pleistoceno. Na regido neotropical, 0 mesmo padrdo foi encontrado para Platymiscium
(Papilionoideae; Saslis-Lagoudakis et al., 2008), enquanto no género Inga (Mimosoiedeae),
as diversificacOes estdo concentradas no Quaternario (Richardson et al., 2001).

No continente sul-americano, Pennington e colaboradores (2004) demonstraram que as
diversificacbes de varias espécies das Florestas Secas Sazonais Neotropicais ocorreram
principalmente no Mioceno Médio e no Plioceno. Porém, os autores afirmam que essa
diversificagdo continuou no Pleistoceno, especialmente na América Central, nos casos de
espécies derivadas das encontradas na América do Sul. Em revisdo bibliogréafica sobre a
diversificacdo das formacdes vegetacionais abertas, Werneck (2011) observou que varios
tdxons tem suas origens ligadas a tempos mais antigos que o periodo Quaternério. Portanto,
em geral os estudos indicam que os eventos do Terciério influenciaram fortemente eventos
macroevolutivos e padrdes amplos de diversidade, enquanto as flutuacdes climaticas do
Quaternario alteraram a estrutura das populacGes, afetando a diversidade genética e a
dindmica de fluxo génico.

Durante o Quaternario a distribuicdo das espécies era bastante alterada, enquanto as
populacdes do Hemisferio Norte eram efetivamente afetadas pelo aumento das geleiras

proximas ao polo e nas areas montanhosas, na regido tropical as oscilagdes climaticas levaram
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a mudancas entre climas mais frios e secos (eras glaciais) e quentes e umidos (interglaciais,
Hewitt, 2000). Durante esses periodos secos e frios, as savanas e 0s campos se expandiam, as
florestas, por outro lado, diminuiam e se fragmentavam (Hewitt, 2000; Behling, 2002).

O cerrado é formado por diversas fitofisionomias, desde florestas e savanas até
campos abertos (Eiten, 1972). E predominante no Brasil Central, sendo considerada a segunda
maior formacédo vegetacional brasileira com cerca de dois milhdes de quilémetros quadrados
(Ratter, 1992). Estudos palinologicos sugerem que no Gltimo méaximo glacial o Cerrado
expandiu ao norte de sua area de ocupacao atual, enquanto a porcao sul, devido as frequentes
geadas da regido, foi coberta por campos (Behling & Lichte, 1997). Durante o inicio do
Holoceno, essas areas de campo foram substituidas por Cerrado, portanto teriam sido maiores
e mais continuas que atualmente (Behling & Hooghiemstra, 2001). Os mesmos autores
indicam que no Holoceno médio (por volta de 6 ka), o clima ficou mais quente e Umido, e a
distribuicdo do Cerrado ja se assemelhava com a de hoje.

Além das alteracGes climaticas, outros fatores podem ter influenciado a origem e atual
distribuicdo das espécies do Cerrado. Nas Vvérias teorias propostas, o fogo e o tipo de solo
também teriam atuado como fatores na selecdo das espécies (Pinheiro & Monteiro, 2010).
Outro possivel fator de influéncia é o intercdmbio de espécies das Florestas Atlantica e
Amazonica, que teriam estendido suas extensdes sobre o dominio do Cerrado nos periodos de
temperatura mais elevada, enquanto elementos da Caatinga e do Chaco expandiam seus
dominios nos periodos frios e secos (Pennington et al., 2000).

Simon e colaboradores (2009), através de filogenias moleculares com espécies de
Leguminosae, estimaram o tempo de divergéncia de diversas linhagens especificas do
Cerrado em menos de 10 Ma, a maioria com quatro Ma ou menos, 0 que coincide com 0

periodo em que as gramineas C4 dominavam as paisagens no Brasil Central. As gramineas C4
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acumulam biomassa rapidamente nos verées Umidos, e se tornam inflamaveis nos longos
invernos secos, propiciando queimadas que podem ter influenciado, como fator de selecéo, as
adaptacdes ao fogo das espécies do Cerrado (Simon et al., 2009). Entre as adaptacOes
podemos citar xilopddios subterraneos, tdberos, corticas grossas, arvores com ramificacéo
esparsa, ervas perenes e fenologias especializadas de floracdo e frutificacdo. Esse mesmo
trabalho demonstra que as linhagens do Cerrado sdo relacionadas a linhagens das Florestas
Secas Estacionais Neotropicais, da Floresta Amazonica, da Mata Atlantica, do Chaco, da
Caatinga e dos campos subtropicais, provavelmente devido a posicdo central dessa

fitofisionomia.

Origem e caracterizacdo do Pantanal

O Pantanal é considerado a maior planicie continua de inundacéo do planeta, cobrindo
cerca de 140,000 km2 do Centro-Oeste brasileiro (Brasil, 1997). Com relevo plano e baixas
declividades, é pobremente drenado ocasionando inundacgdes anuais entre 0s meses de verdo e
outono (Janeiro-Maio). E comumente dividido em sub-regides pelos padrdes de drenagem e
inundacdo: Caceres, Poconé, Bardo de Melgaco, Paraguai, Paiaguas, Nhecolandia, Abobral,
Aquidauana, Miranda, Nabileque e, para alguns, Porto Murtinho (Silva & Abdon,1998; Fig.

1).



15

::ld-

Iﬁ Escala aproxitmada
Okm 100 200
e —
- 15%
Ilato Grosso
Ivato Grosso do
Sul
jl:ld- jl:lo-
ISFI“‘ 55*

Figura 1. Mapa com as sub-regides do Pantanal. Adaptado de Silva et al. (2000): 1 — Céceres;
2 — Poconé; 3 — Bardo de Melgaco;4 — Paraguai; 5 — Paiaguas; 6 — Nhecolandia; 7 — Abobral;
8 — Aquidauana; 9 — Miranda; 10 — Nabileque; 11 — Porto Murtinho.

A mudanca nos padrdes de drenagem dos rios do Pantanal altera continuamente a
topografia, originando um mosaico de paisagens, de pequenos a grandes rios, lagoas,
pantanos, varzeas e areas florestais que permanecem secas durante o ano todo. As cordilheiras
(antigos diques fluviais) apresentam vegetacdo arbdrea mais densa com florestas
semideciduas similares as do Brasil Central (Dubs, 1992).

A flora do Pantanal é um encontro de espécies de ampla distribuicdo e de vérias
provincias fitogeograficas, tais como o Cerrado, Florestas Estacionais, Chaco, Amazodnia e
Mata Atlantica, possuindo apenas sete plantas endémicas conhecidas até o momento,

pertencente as familias Leguminosae, Boraginaceae, Amaryllidaceae, Asteraceae e Araceae

(Pott et al., 2011). Devido as suas condi¢cdes ambientais peculiares, observa-se que as espécies
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de outras formacbes apresentam caracteristicas morfofisiologicas e populacionais
diferenciadas no Pantanal (Pott & Pott, 1994).

Ussami e colaboradores (1999) constataram que a origem da bacia do Pantanal foi a
movimentacdo e compressdo da placa tectdnica brasileira, durante o ultimo evento
compressivo dos Andes ha cerca de 2,5 Ma. A sedimentacdo do Pantanal pode ter comecado
no Plioceno, porém uma datacdo mais precisa ainda ndo foi realizada (Assine & Soares,
2004). Em pesquisa realizada em um lago no Pantanal boliviano, Whitney e colaboradores
(2011) encontraram evidéncias palinolégicas da influéncia das flutuacBes climaticas
pleistocénicas na distribuicdo das formacgbes vegetacionais. Constataram que diversas
espécies adaptadas a climas secos ocorreram na regido durante o Gltimo periodo glacial, além
de encontrarem evidéncias de que a elevacdo da temperatura durante 0 Holoceno e a maior
quantidade de chuvas, aumentaram 0s niveis de agua no lago, levando ao alagamento da
regiao.

Estudos filogeograficos com populagdes do Pantanal sdo raros e, até o momento,
realizados apenas com animais. Um estudo filogeografico realizado com DNA mitocondrial
de colhereiro (Platalea ajaja), cabeca-seca (Mycteria americana) e tuiuit (Jabiru mycteria)
indicou expansdes populacionais recentes no Pantanal e ndo encontrou divergéncias genéticas
significativas com populacfes de outras partes do continente americano (Lopes et al., 2007).
Resultado similar foi encontrado para o Cervo-do-Pantanal (Blastocerus dichotomus), que
também ndo apresentou diferencas genéticas com outras populacgdes brasileiras e bolivianas, e
experimentou uma rapida expansdo populacional recente (28 — 25 ka), periodo em que as

chuvas comecaram a aumentar (Marquéz et al,. 2006).
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Filogeografia de espécies arbdreas e arbustivas da América do Sul

Desde que John Avise e colaboradores (1987) cunharam o termo filogeografia, esta
area de estudo tem recontado a historia evolutiva das populacdes num contexto espacial e
temporal. Para esse fim, um dos métodos mais utilizados é o sequenciamento de DNA, pois
permite avaliar variados niveis taxondmicos através de regides distintas do genoma com
diferentes taxas evolutivas (Avise, 2000). Regibes intergénicas ndo-codificadoras do DNA
plastidial sdo amplamente estudadas em plantas, pois evoluem rapidamente sem afetar as
funcbes dos genes adjacentes e permitem a andlise de diferencas inter e intraespecificas
(Hamilton et al., 2003).

Estudos filogeograficos com plantas aumentaram significativamente a partir do ano
2000, sendo a maior parte das publicacdes (cerca de 88%) referentes a espécies do Hemisfério
Norte (Beheregaray, 2008). Esses estudos realizados no Hemisfério Norte demonstram que as
oscilacdes climaticas do Quaternario influenciaram a atual distribuicdo das espécies, e que
apesar de cada espécie estudada possuir padrdes de distribuicdo da variabilidade genética
préprios, € possivel distinguir padrdes congruentes (Hewitt, 2000).

Com uma biodiversidade maior do que nas areas temperadas, as regides tropicais do
Hemisfério Sul ainda possuem muitas lacunas a serem preenchidas em especial sobre como as
mudangas climaticas ocorridas no Quaternario afetaram a distribuicdo das diversas
fitofisionomias (Dick, 2010). Em revisdo sobre os estudos filogeograficos na América do Sul,
Turchetto-Zulet e colaboradores (2012a) destacam que para as formagGes florestais, é possivel
encontrar um padrdo, com essas tendendo a retrair e se fragmentar nos periodos glaciais.
Porém, para espécies de vegetacdes abertas, ainda ndo ¢é possivel definir um padréo geral uma
vez que os estudos demonstram respostas variadas as mudancas climéticas do Pleistoceno,

tendendo a aumentar, diminuir ou mesmo manter sua distribuig&o.
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Para as Florestas Umidas das Américas Centrais e do Sul os estudos sugerem que 0
corredor formado pelo Cerrado e a Caatinga e 0 soerguimento dos Andes agiram como
barreiras naturais para o fluxo génico (Oliveira et al., 2010; Turchetto-Zolet et al., 2012b).
Utilizando sequéncias de regides intergénicas do DNA platidial (cpDNA) e dos espacadores
internos transcritos do DNA ribossomal (ITS), Turchetto-Zolet e colaboradores (2012b)
encontraram quatro linhagens principais na leguminosa arborea de ampla distribuicédo
Schizolobium parahyba: duas da Floresta Atlantica, uma da Colémbia e América Central, e
outra da regido amazébnica, que apontam para longos periodos de isolamento ancestral.
Resultado similar foi encontrado para o arbusto Carapichea ipecacuanha (Rubiaceae -
Oliveira et al., 2010)

Em estudo realizado com populacdes da Floresta Atlantica, Ribeiro e colaboradores
(2011) analisaram as sequéncias das regides trnM-trnV e intron trnL do cpDNA de Dalbergia
nigra (Leguminosae). Os resultados obtidos sugerem que as areas florestais foram reduzidas e
fragmentadas durante os periodos glaciais e, possivelmente, substituidas por formacdes
adaptadas a climas mais secos como Florestas semideciduas, Caatinga e Cerrado.

Analisando dois espagadores do cpDNA e nove locos de microssatélites de Astronium
urundeuva (Anacardiaceae), uma espécie tipica das Florestas Secas Sazonais Neotropicais da
América do Sul, Caetano e colaboradores (2008) encontraram trés grupos de populacdes
(sudoeste, central e nordeste), padrdes de isolamento pela distancia e as evidéncias de contato
secundario entre as linhagens divergentes. Os dados deste estudo corroboram a teoria do
“Arco Pleistocénico” de Prado & Gibbs (1993), que sugere uma distribuicdo continua das
Florestas Secas Sazonais Neotropicais durante os periodos glaciais do Pleistoceno, e que com
0 aumento da temperatura e umidade elas ficaram reduzidas a manchas distribuidas por todo o

continente.
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Um dos estudos pioneiros de filogeografia de plantas no Brasil foi o de Collevatti e
colaboradores (2003) com a espécie arbdrea tipica do Cerrado Caryocar brasiliense
(Caryocaraceae), conhecida como Pequizeiro. Atraves da analise de sequéncias da regido
intergénica trnT-trnF e de marcadores microssatélites, ambos do cpDNA, Collevatti e
colaboradores (2003) detectaram mudltiplas linhagens intraespecificas ao longo da sua
distribuicdo. Os dados sugerem que as populacbes do sudoeste (oeste de Sdo Paulo) seriam
derivadas de populacdes do Brasil central (Goids e Mato Grosso), e que, possivelmente houve
hibridacdo entre as populacbes de C. brasiliense ao norte e nordeste do Cerrado com
Caryocar villosum. Novaes e colaboradores (2010) encontraram resultados semelhantes para a
leguminosa arbdrea Plathymenia reticulata. A analise das sequéncias das regifes nao
codificadoras trnS-trnG, trnL-trnF e intron trnL do cpDNA sugerem que as popula¢des atuais
do norte e do sul do Cerrado sdo derivadas da regido central, uma vez que a maior diversidade
de haplétipos foi encontrada na mesma (Novaes et al., 2010).

Outras espécies arbdreas analisadas filogeograficamente foram Hymenaea
stigonocarpa e H. courbaril (Leguminosae) (Ramos et al., 2007; Ramos et al., 2009). A
primeira tem ampla distribuicdo no Cerrado e a segunda ocorre em regides de Mata Atlantica
e em Matas Ciliares do Cerrado. Utilizando sequéncias da regido psbC-trnS; do cpDNA,
ambas espécies apresentaram trés grupos principais: um leste, um central e um do nordeste.
Através da andlise dos dados, os autores sugerem que durante os periodos glaciais, as
populacGes do sul de ambas espécies se extinguiam, e estas areas foram posteriormente
recolonizadas por populacGes do norte para H. stigonocarpa e do norte e leste para H.
courbaril. Ambas apresentam semelhancas na estrutura genética intraespecifica, indicando
que sofreram 0s mesmos impactos durante as flutuacbes climaticas do Pleistoceno. As

espécies compartilham haplotipos o que sugere duas possibilidades: retencéo de polimorfismo
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ancestral pois as espécies divergiram recentemente, ou hibridacdo interespecifica durante a
historia evolutiva de ambas.

Estudos no Cerrado rupestre, realizados com o arbusto Lychnophora ericoides
(Asteraceae; Collevatti et al., 2009) e a arvore Tibouchina papyrus (Melastomataceae;
Collevatti et al,. 2012) sugerem uma maior distribuicdo no passado. Ambas espécies possuem
distribuicdo disjunta, grande diferenciacdo populacional e baixas taxas de fluxo génico, o que
implica vicariancia. Os autores de ambos trabalhos apontam que essas espécies, que hoje
ocorrem em altitudes mais elevadas onde as condicdes do solo e clima sdo favoraveis para o
seu desenvolvimento, nos periodos glaciais, com temperatura e umidade mais baixas,
ocupavam areas maiores.

Os estudos filogeograficos de diferentes espécies vegetais do Cerrado citados acima
apontam que, apesar de muito ainda a ser feito, dada sua grande biodiversidade, ja é possivel
identificar padrdes filogeograficos congruentes. Isto indica que as populacdes desta ampla
formacdo vegetacional estiveram sujeitas a pressfes seletivas semelhantes e em resposta,
principalmente as alteracdes climaticas do Quaternario, mudaram sua distribuicdo geografica
e seus padrdes de fluxo génico interpopulacional levando a diferenciacdo de diversas
linhagens evolutivas.

E possivel observar uma estruturagio genética que diferencia grupos de populacdes do
norte, do sul e do centro no que é a atual distribuicdo do Cerrado. Esse padrdo indica que,
assim como é bem documentado para a Mata Atlantica (Carnaval et al., 2009), o Cerrado
também experimentou periodos de expansdo e retracdo de seus dominios, levando ao
isolamento entre grupos e a formacéo de diferentes linhagens intraespecificas. Também em
comum, alguns trabalhos sugerem que ao sul o Cerrado foi substituido por campos nos

periodos mais frios e secos sendo recolonizado recentemente, dada sua menor diversidade de
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hapl6tipos e que estes sdo derivados das populagdes centrais (Werneck, 2011). Apesar de
todos esses estudos, o Cerrado ainda ¢ uma formacédo vegetal pouco estudada filogenética e

filogeograficamente frente a sua biodiversidade (Beheregaray, 2008; Werneck, 2011).

O grupo de estudo

A familia Leguminosae possui uma alta representatividade em diversas formacoes
vegetacionais, sendo uma das principais do Cerrado (Ratter, 1992) e do Pantanal (Pott & Pott,
1994). Lavin e colaboradores (2005) estimaram a origem da familia em aproximadamente 59
milhdes de anos com subsequente diversificacdo em subfamilias. Este mesmo trabalho
estimou o surgimento da subfamilia Papilionoideae em cerca de 45 milhdes de anos atras.

Leptolobium Vogel (Leguminosae, Papilionoideae, Sophoreae) € um género
exclusivamente neotropical, ocorrendo desde o sul do México até o norte da Argentina.
Apresenta 12 espécies, das quais 11 ocorrem no Brasil, sendo sete espécies endémicas do pais
(Rodrigues & Tozzi, 2012). Compreende arvores ou arbustos, geralmente com as
inflorescéncias terminais, ocasionalmente com racemos axilares. Corola actinomorfa a
levemente zigomorfa, com pétalas geralmente brancas, elipticas a ovais, sem uma pétala
estandarte bem definida. Os lacinios sdo maiores que o tubo e os dois lacinios superiores sao
fusionados acima dos demais e geralmente maiores. As sementes Sdo compressas, com
funiculo caduco, arilo marginal e embrido com eixo hipocotilo-radicula bulboso, paralelo ao
comprimento da semente, raramente obliquo ou transverso. Por fim, as plantulas em
Leptolobium apresentam hipocoétilo quadrangular, presenca de glandulas intercotiledonares e

auséncia de nictinastia dos cotilédones (Cardoso et al., 2012a; Rodrigues & Tozzi, 2012).

A espécie Leptolobium elegans VVogel ocorre na Argentina, Paraguai e Brasil (Fig. 2),

em diferentes fitofisionomias do Cerrado, em Mata Ciliar e em florestas baixas Semideciduas.
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No Brasil ocorre nos Estados de Goiés, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, S&o
Paulo e Parana (Rodrigues & Tozzi, 2012). No Pantanal, geralmente ocorre em
fitofisionomias de cerrado, de campos a savanas, em areas pouco ou ndo alagaveis, ou em
caronais. Foi descrita para mais de uma das sub-regiGes pantaneiras, especialmente

Nhecolandia e Paiaguas (Pott & Pott, 1994).
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Figura 2. Mapa da distribuicdo de Leptolobium elegans, adaptado de Rodrigues e Tozzi
(2012).

Leptolobium elegans é constituida por arvores ou arvoretas de até 18 metros de altura
com tronco geralmente tortuoso e ritidoma castanho ou cinza, com profundas fissuras
longitudinais (Fig. 3). Possui foliolo eliptico, ovado a lanceolado, glabro a espacadamente
pubescente, base cuneada e apice emarginado. Corola com pouca diferenca entre a pétala
adaxial e as demais, ovario glabro, glabrescente a pubescente. Legume samaroide glabro sem
ala sutural. Possui uma a trés sementes, suborbiculares a ovadas (Rodrigues & Tozzi, 2012).
A espécie € polinizada por abelhas e dispersada pelo vento (Ishara & Maimoni-Rodella,

2011).
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Figura 3. Leptolobium elegans. A) Habito arbdreo; B) ritidoma com profundas fissuras
longitudinais, castanho ou cinza; C) foliolo eliptico, ovado a lanceolado, glabro a
espacadamente pubescente, base cuneada e apice emarginado; e D) flores com pouca

diferenca entre a pétala adaxial e as demais, ovario glabro, glabrescente a pubescente.

A espécie possui um histérico taxonémico complexo, detalhado por Rodrigues &
Tozzi (2008). Foi descrita por Vogel (1837), que a considerou semelhante a Leptolobium
dasycarpum Vogel, e reconheceu duas variedades: L. elegans var. grandifolia (espécimes

pubescentes) e L. elegans var. parvifolia (espécimes glabros). Mohlenbrock (1963) as
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considerou duas espécies distintas, respectivamente Sweetia elegans e Sweetia subelegans.
Yakovlev (1969) sinonimizou L. elegans (S. elegans) parte com Acosmium dasycarpum, parte
com Acosmium subelegans. Posteriormente, L. elegans (S. elegans) deixou de ser sindbnimo de
A. dasycarpum (Bridgewater & Stirton, 1997).

Rodrigues & Tozzi (2008) reestabeleceram como Leptolobium elegans como nome da
espécie, incluindo tanto individuos glabros quanto esparsamente pubescentes. Além de similar
a L. dasycarpum, L. elegans também € descrita como semelhante a L. stirtonii (Aymard & V.
Gonzalez) Sch. Rodr. & A.M.G. Azevedo, mas esta ndo exibe pétala adaxial diferenciada,
possui sementes maiores e ocorre no Brasil apenas em Roraima, na Guiana e Venezuela; e a
L. tenuifolium Vogel, a qual apresenta pulvinulos menores, ritidoma ndo suberoso e pétala
adaxial menor, sendo comum na Floresta Atlantica, nos estados brasileiros do Rio de Janeiro,
Espirito Santo e Bahia.

Em relacdo a Leptolobium dasycarpum, Rodrigues & Tozzi (2012) apontam como
diferencas entre ambas que L. elegans possui ovério glabro, pulvinulos maiores, tubo do
calice menor e bracteas e bractéolas geralmente menores. Apesar de ja terem sido
diferenciadas com relacdo a quantidade de tricomas nas folhas, esse carater ndo pode ser
usado sozinho como diagndstico pois é uma das caracteristicas mais varidveis em toda
distribuicdo de L. dasycarpum, que possui foliolos densamente pubescentes e outros glabros
na face adaxial (Fig. 4). L. dasycarpum ocorre ao longo de todo o Cerrado e em suas areas

transicionais (Rodrigues & Tozzi, 2012).
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Tabela 1: Principais diferencas diagnosticas entre Leptolobium elegans e Leptolobium

dasycarpum, segundo Rodrigues & Tozzi (2012).

L. dasycarpum

L. elegans
Pilosio!a_de do Glabro Tomentoso
ovario
Pulvinulo 3-8mm 0,5—-3mm

Tubo de célice 0,8—1,5mm 15-23mm

Bracteas 2-3mm 2,5-5mm

Bractéolas 0,8-22mm 1,5-3mm

Recentemente, através da analise das sequéncias dos espacadores internos transcritos
ribossomais (ITS) de dois marcadores do cpDNA (matK, intron trnL) e de dados
morfoldgicos, Cardoso e colaboradores (2012b) religaram Acosmium Schott. ao clado de
legumes dalbergidides, enguanto Leptolobium se encontra no clado Bowdichia. Estudos
especificos sobre Bowdichia, com o0s mesmos marcadores, apontaram que o clado é
monofilético e constituido pelos subclados Bowdichia, Diplotropis sect. Diplotropis, D. sect.
Racemosae, Guianodendron e Leptolobium, formando um grupo heterogéneo, especialmente
em relacdo a morfologia floral. No mesmo estudo, foi observado um padrdo onde as espécies
de Leptolobium que ocorrem em savanas (L. elegans, L. dasycarpum, L. parviflorum)
provavelmente derivam das espécies oriundas das florestas tropicais, mas seriam necessarios
mais estudos para confirmar essa hipotese (Cardoso et al. 2012a).

O estudo filogeografico de Leptolobium elegans traz uma nova perspectiva sobre a
historia evolutiva do Cerrado-Pantanal, pois a distribuicdo espacial-temporal da diversidade
genética de populagdes naturais que ocorrem nas areas transicionais entre estas

fitofisionomias é uma das grandes lacunas no conhecimento da biodiversidade brasileira.
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OBJETIVOS

Objetivos Gerais

Estudar os padrdes filogeograficos de populagdes de Leptolobium elegans do Cerrado
e do Pantanal, contribuindo assim para a melhor compreensdo dos padrdes e processos

relacionados a origem, evolucdo e manutencdo da biodiversidade destas formacoes.

Objetivos Especificos

= Estudar a estrutura genética e filogeografica de L. elegans no Brasil Central através da
andlise de sequéncias de DNA plastidial (espacadores intergénicos trnH-psbA, trnL-
trnF, psbC-trnS; e intron trnL).

= Relacionar a estrutura genética e filogeografica a eventos histéricos, para contribuir
para a melhor compreensdo da historia evolutiva do Cerrado-Pantanal.

= Auxiliar na distincdo entre L. elegans e L. dasycarpum, espécie filogeneticamente
relacionada com ampla distribuicdo no Cerrado, através de dados morfologicos e

ambientais.
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RESUMO

Objetivos: Avaliar a historia evolutiva de Leptolobium elegans através de analises genéticas,
geogréficas e morfoldgicas.

Local: Brasil Central, regido de transicéo entre o Cerrado e o Pantanal.

Meétodos: Analises genéticas: coleta de material em campo, extracdo de DNA a partir de
folhas jovens e amplificacdo de regiGes ndo codificantes do DNA plastidial (espacadores
intergénicos trnH-psbA, trnF-trnL, psbC-trnS; e o intron do gene trnL). Analises geogréficas:
modelagem de distribuicdo geogréafica, através do software MAXENT para o presente e para
o Ultimo Méaximo Glacial (UMG). Além disso, foi realizada uma Analise de Componentes
Principais, para comparar os dados ecoldgicos e morfomeétricos de L. elegans e L.
dasycarpum, espécie relacionada e tipica de Cerrado, a partir de dados de ocorréncia e
exsicatas de varios herbarios brasileiros.

Resultados: De quatro marcadores testados, trnH-psbA foi o Unico que apresentou variacéo
intraespecifica. Foram analisadas sequéncias de trnH-psbA de 48 plantas de 15 populagdes
que possibilitaram a determinacdo de quatro haplo6tipos. Estes foram comparados com um
hapldtipo de L. dasycarpum. Surpreendentemente, a divergéncia entre os haplétipos mais
frequentes de L. elegans e um hapl6tipo presente em populagdes do Pantanal da Nhecolandia
e da regido de transicdo com o Cerrado foi maior em relagdo a divergéncia ao haplétipo de L.
dasycarpum. Os testes de neutralidade ndo foram significativos e 0 AMOVA resultou em uma
alta diferenciacdo entre populacdes. Os dados de modelagem indicam que L. elegans possuia
uma distribuicdo reduzida no Ultimo Méximo Glacial, concentrada na regido de transicio
entre o Pantanal e o Cerrado. As analises ecoldgicas e as morfométricas de L. elegans e L.
dasycarpum sugerem que é possivel diferencia-las pela morfologia dos caracteres vegetativos,
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entretanto, alguns individuos da regido de contato apresentam caracteristicas intermediarias o
que sugere hibridacdo interespecifica recente.

Conclus@es principais: Apesar de incipientes, os dados obtidos comegcam a tracar a historia
evolutiva das espécies arboreas da regido. Os dados genéticos e geogréficos indicam que,
aparentemente, a regido transicional possibilitou uma certa estabilidade demografica para a
espécie e a diferenciacdo de linhagens especificas do Pantanal.

Palavras-chave: Fabaceae; Cerrado; Pantanal; filogeografia; morfometria; modelagem de
distribuicéo.

ABSTRACT

Aim: To assess the evolutionary history of Leptolobium elegans through genetic, geographic
and morphological analyzes.

Location: Central Brasil, transition region between Cerrado and Pantanal.

Methods: Genetic analysis: field sample collection, extraction of DNA from young leaves
and amplification of non-coding regions from plastid DNA (intergenic spacers trnH-psbA,
trnL-trnF, PSBC-trnS1 and trnL gene intron). Geographical analysis: geographic distribution
modeling via MAXENT software for the present and the Last Glacial Maximum (LGM). In
addition, Principal Component Analysis was performed, to compare ecological and
morphometric data of L. elegans and L. dasycarpum, related specie typical from Cerrado,
using occurrence data and specimens from several Brazilian herbaria.

Results: Between four tested markers, trnH-psbA was the only one that showed intraspecific
variation, in 48 sequences analyzed from 15 populations, enabling the determination of four
haplotypes. These were compared to one L. dasycarpum haplotype. Surprisingly, the
divergence between the most frequent haplotypes of L. elegans and the haplotype of
populations from Pantanal of Nhecoldndia and the transition region of Cerrado was higher
compared to L. dasycarpum haplotype divergence. Neutrality tests were not significant and
AMOVA resulted in a high differentiation among populations. The modeling data indicate
that L. elegans had a reduced distribution in Last Glacial Maximum, concentrated in Cerrado-
Pantanal transition region. Environmental and morphometric analyses suggest that it is
possible to differentiate them with vegetative characters morphology. However, some
individuals in the contact region have intermediate characteristics, suggesting recent
interspecific hybridization.

Main conclusions: Although it is soon to affirm, the data begin to trace the evolutionary
history of tree species in the region. The genetic and geographic data indicate that, apparently,
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the transitional region allowed a certain demographic stability for the species and
differentiation of Pantanal specific lineages.

Key words: Fabaceae; Cerrado; Pantanal; phylogeography; morphometrics; distribution
modeling.
INTRODUCAO

O Cerrado compde uma das mais diversas e abrangentes formacGes vegetacionais do
centro do continente sul-americano, predominante no Brasil Central (cerca de dois milhGes de
quildmetros quadrados; Ratter, 1992). E formado por diversas fitofisionomias, desde florestas
e savanas até campos abertos (Eiten, 1972). Assim como é bem documentado para outras
formacdes vegetacionais, a distribuicdo das espécies de Cerrado foi bastante alterada durante
as oscilacdes climaticas que ocorrem durante o periodo Quaternario (Behling, 2002).

Estudos palinoldgicos sugerem que no ultimo maximo glacial o Cerrado expandiu ao
norte de sua area de ocupacdo atual, enquanto a porcdo sul, devido as frequentes geadas da
regido, foi coberta por campos (Behling & Lichte, 1997). Ja durante o inicio do Holoceno
(11,7 mil anos atrés - ka), a area de ocupacao do Cerrado teria sido maior e mais continua que
atualmente (Behling & Hooghiemstra, 2001). Os mesmos autores sugerem que, ao final desse
mesmo periodo, a distribuicdo do Cerrado ja era parecida com a de hoje. Além das alteragdes
climaticas, outros fatores podem ter influenciado a origem e a atual distribuicdo das espécies
do Cerrado. Nas Vvarias teorias propostas, o fogo e o tipo de solo também teriam atuado como
fatores na selecdo das espécies (Pinheiro & Monteiro, 2010). Outro possivel fator de
influéncia é o intercdmbio de espécies das Florestas Atlantica e Amazonica, que teriam
estendido suas extensdes sobre o dominio do Cerrado nos periodos de temperatura mais
elevada, enquanto elementos da Caatinga e do Chaco expandiam seus dominios nos periodos

frios e secos (Pennington et al., 2000).
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Em todo o mundo, a filogeografia tem recontado a histdria evolutiva de diversas
espécies num contexto espacial e temporal (Avise, 2009), sendo possivel, nas regides
melhores estudadas, estabelecer um panorama claro da influéncia das alteracdes ambientais
sobre a diversidade genética das populacdes (Beheregaray, 2008). Entre os estudos
filogeogréaficos realizados com espécies arboreas e arbustivas do Cerrado podemos destacar 0s
trabalhos com Caryocar brasiliense (Caryocaraceae; Collevatti et al., 2003); Plathymenia
reticulata (Mimosoideae, Leguminosae; Novaes et al., 2010); Hymenaea stigonocarpa
(Leguminosae, Caesalpinioideae; Ramos et al., 2007); Hymenaea courbaril (Ramos et al.,
2009), Lychnophora ericoides (Asteraceae; Collevatti et al., 2009); Tibouchina papyrus
(Melastomataceae; Collevatti et al,. 2012a). Os estudos filogeogréaficos de diferentes espécies
vegetais do Cerrado citados acima apontam que, apesar de muito ainda a ser feito, dada sua
grande biodiversidade, ja € possivel identificar padrdes filogeograficos congruentes. Isto
indica que as populacdes desta ampla formacao vegetal estiveram sujeitas a pressoes seletivas
semelhantes e em resposta, principalmente as alteracdes climaticas do Quaternario, mudaram
sua distribuicdo geografica e seus padrdes de fluxo génico interpopulacional levando a
diferenciacdo de diversas linhagens evolutivas.

E possivel observar uma estruturagio genética que diferencia grupos de populacdes do
norte, do sul e do centro no que ¢ a atual distribuicdo do Cerrado. Esse padrdo indica que,
assim como é bem documentado para a Mata Atlantica (Carnaval et al., 2009), o Cerrado
também experimentou periodos de expansdo e retracdo de seus dominios, levando ao
isolamento entre grupos e a formacdo de diferentes linhagens intraespecificas. Também em
comum, alguns trabalhos sugerem que ao sul o Cerrado foi substituido por campos nos
periodos mais frios e secos, sendo recolonizado recentemente, dada sua menor diversidade de

hapldtipos e que estes sdo derivados das populagdes centrais (Werneck, 2011). Apesar de
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todos esses estudos, o Cerrado ainda é uma formacdo vegetal pouco conhecida
filogeograficamente, frente a sua biodiversidade (Beheregaray, 2008; Werneck, 2011),
especialmente em relacdo a regido transicional com o Pantanal.

O Pantanal tem distribuicdo adjacente ao Cerrado e € considerado a maior planicie
continua de inundacao do planeta, cobrindo cerca de 140.000 km2 do Centro-Oeste brasileiro
(Brasil, 1997). A flora do Pantanal agrega espécies de ampla distribuicdo e de provincias
fitogeogréficas, tais como o Cerrado, florestas estacionais, Chaco, Amazbdnia e Mata
Atlantica, possuindo apenas sete plantas endémicas, pertencente as familias Leguminosae,
Boraginaceae, Amaryllidaceae, Asteraceae e Araceae (Pott et al., 2011). Assim como para 0
Cerrado, ha evidéncias palinologicas da influéncia das flutuacdes climaticas pleistocénicas
sobre a distribuicdo das espécies vegetais do Pantanal (Whitney et al. 2011). Whitney e
colaboradores (2011) constataram que diversas espécies adaptadas a climas secos ocorreram
na regido durante o Gltimo periodo glacial, e encontraram evidéncias de que a elevagdo da
temperatura e a maior quantidade de chuvas durante o Holoceno aumentaram os niveis da
agua do lago analisado, levando ao alagamento da regido. Estudos filogeogréficos para o
Pantanal sdo ainda mais raros, e apenas com animais. Estes estudos demonstram que as
populacBes do Pantanal ndo apresentam divergéncias genéticas significativas com populacdes
de outras partes do continente americano (Marquéz et al,. 2006; Lopes et al., 2007).

Leptolobium elegans Vogel. (Leguminosae, Papilionoideae) é uma espécie arborea
cuja distribuicdo é adequada para avaliar a dinamica evolutiva das espécies ocorrentes na
regido de transicdo entre o Cerrado e o Pantanal. Esta espécie ocorre em diferentes
fitofisionomias do Cerrado, de campos a savanas (Rodrigues & Tozzi, 2012), e em éreas
pouco ou ndo alagaveis do Pantanal (Pott & Pott, 1994). Sua distribuicdo geografica inclui o

nordeste da Argentina, sudeste do Paraguai e centro do Brasil, nesse ultimo nos estados de
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Goiéas (GO), Mato Grosso (MT), Mato Grosso do Sul (MS), Minas Gerais (MG), Sdo Paulo
(SP) e Parand (PR; Rodrigues & Tozzi, 2012). Leptolobium elegans possui historia
taxondbmica complexa, especialmente no que se refere a sua distingdo morfologica de
Leptolobium dasycarpum Vogel, espécie de ampla distribuicdo no Cerrado (Rodrigues &
Tozzi, 2012).

Com o0 objetivo de auxiliar na compreensdo da historia evolutiva das espécies que
ocorrem na regido de transicdo Cerrado-Pantanal, esse estudo avaliou a estrutura
filogeogréafica de Leptolobium elegans e comparou os padrées morfoldgicos e ambientais
desta espécie com L. dasycarpum, espécie filogenéticamente relacionada com ampla

distribuicdo pelo Cerrado.

MATERIAIS E METODOS
Coleta de material bioldgico, extracao e amplificacdo do DNA

As populacbes de Leptolobium elegans estudadas foram amostradas em éareas de
Cerrado e Pantanal, dando énfase as regides transicionais entre estas formacdes vegetacionais.
De cada individuo foram coletadas folhas para as analises genéticas, as quais foram
armazenadas em silica gel para dessecamento. Para a extracdo de DNA foi utilizado CTAB
(brometo de cetiltrimetilamdnio) e um protocolo adaptado de Roy (1992). O DNA extraido
foi avaliado através da eletroforese horizontal em gel de agarose 1%, corado com GelRedTM
e visualizado em transiluminador de luz ultravioleta.

Foram amplificados por PCR as seguintes regides ndo codificantes do DNA plastidial:
espacadores intergénicos trnH-psbA (Hamilton, 1999), psbC-trnS; (Demesure et al., 1995),
trnF-trnL e intron do gene trnL (Taberlet et al.,1991). Nas amplificacbes dos quatro

marcadores foram utilizadas as seguintes condi¢des: 10 ng de DNA molde; tampdo 1X



164

165

166

167

168

169

170

171

172

173

174

175

176

177

178

179

180

181

182

183

184

185

186

187

188

42

(Invitrogen); 200 uM dNTP; 0,2 uM de cada primer; 2 uM de cloreto de magnésio; 1 unidade
de Taqg polimerase (Invitrogen). As amplificacbes foram realizadas em termociclador
automatico Eppendorf, sendo a desnaturacéo inicial de 95°C por 2min, seguida de 30 ciclos de
95°C por um minuto, 55° (trnH-psbA), 56°C (trnL-trnF e psbC-trnS;) e 58° (intron trnL) por 1
min, 72°C por um minuto e a extensdo final de 72°C por 5 min.

Os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese horizontal em gel de agarose
1%, corado com GelRedTM e visualizados em transiluminador de luz ultravioleta, para
quantificacdo com Low DNA Mass Ladder (Invitrogen). Apos a amplificacdo, os produtos de
PCR foram purificados com a enzima ExoSAP-IT (USB). O sequenciamento foi realizado em
sequenciador automatico ABI PRISM 3100 (Applied Biosystems) conforme os protocolos do

fabricante.

Analise das sequéncias

As sequéncias foram alinhadas manualmente utilizando o programa MEGA 5.1
(Tamura et al., 2011). Os hapl6tipos gerados foram determinados através do programa DnaSP
5.10.1 (Librado & Rozas, 2009). Os calculos dos indices de diversidade e a analise de
variancia molecular (AMOVA; Excoffier et al., 1992) foram realizados através do software
Arlequin 3.5.1.3 (Excoffier & Lischer, 2010), assim como os testes de neutralidade D de
Tajima (Tajima, 1989) e Fs de Fu (Fu, 1997). Para fins de comparacao, foi utilizada uma
sequéncia de Leptolobium dasycarpum produzida por nosso grupo de pesquisa. Todas as

sequéncias obtidas serdo depositadas no GenBank.

Modelagem de distribui¢éo potencial e analise de nicho ecoldgico
Para estimar os padrbes de ocorréncia de L. elegans ao longo do tempo, durante as

principais alteragdes climéticas recentes, foram feitas analises de distribui¢do potencial atual e
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durante o Ultimo Méximo Glacial (UMG — ca. 21 ka). Para tanto, foram utilizadas
coordenadas das populacdes amostradas neste estudo e de registros de ocorréncia disponiveis
no sitio Specieslink (http://splink.cria.org.br/). Para esta analise foram considerados 126 dados
de presenca de L. elegans (Apéndice S1), sendo 33 desses pontos relativos as coletas do
presente trabalho.

Foram utilizados os dados climaticos do BIOCLIM (Bioclimatic Variables), que
constituem 19 variaveis climaticas (Apéndice S2), disponiveis no WorldClim (Hijmans et al.,
2005; http:// worldclim.org). O cenério criado para os dados do presente foram entdo
extrapolados para as condi¢des climaticas do passado, para modelar a distribuicdo potencial
atraves dos cenarios MIROC (Model for Interdisciplinary Research on Climate; Hasumi &
Emori, 2004) e CCSM (Community Climate System Model; Shin et al., 2003). As 19 variaveis
climaticas nesses dois cenarios também foram retiradas do Worldclim (Hijmans et al., 2005).
Foram desenvolvidos trés modelos de distribuicdo geografica de L. elegans: um do presente,
um para CCSM e um para MIROC. Ambos os modelos s&o bastante utilizados em
modelagens do UMG (Alba-Sanchez et al., 2010; Quiroga et al., 2012).

Os modelos foram gerados pelo software MAXENT 3.3.3k (Phillips et al., 2006), que
utiliza o0 método da Méaxima Entropia (Jaynes, 1957). O programa foi escolhido por funcionar
bem com poucos dados de presenca, utilizar apenas registros de ocorréncia, por combinar
varidveis continuas e categoricas e por controlar ajustamentos excessivos da distribuicdo
(Quiroga et al., 2012).

Foram realizadas 100 simulagcbes no MAXENT, para obter um melhor ajuste do
modelo. Dos dados de presenca, 30% foram utilizados para validagdo interna e o restante,
para construcdo do modelo. Para criar os dados binarios de presenca e auséncia extrapolados

pelo programa, foi estabelecido um limiar onde 90% dos dados seriam necessarios para
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definir um habitat que pode ser utilizado pela espécie. N&o existe uma regra de como optar
por um valor de limiar, dependendo da confiabilidade dos dados de presenca utilizados (Liu et
al., 2005). No caso do presente trabalho, o alto valor de limiar foi para garantir uma
distribuicdo potencial mais confiavel.

A forma de avaliacdo dos modelos foi a analise da curva ROC (Receiver Operating
Characteristic) através da area abaixo da curva (Area Under De Curve - AUC), realizada pelo
proprio MAXENT. O AUC varia de zero a um, sendo que os valores proximos a um indicam
alto desempenho do modelo (Hanley & McNeil, 1982).

Os dados ecoldgicos obtidos a partir do pacote BIOCLIM foram utilizados como mais
uma ferramenta para auxiliar na compreensao dos padrdes espaciais e das diferencas entre L.
elegans e L. dasycarpum. Foram extraidos os valores de altitude e 19 variaveis climaticas das
mesmas coordenadas geogréaficas utilizadas na modelagem de distribuicdo atual de L. elegans
e L. dasycarpum através do programa Diva GIS 7.5.0 (http://www.diva-gis.org/).

Uma Anélise de Componentes Principais (PCA; Pearson, 1991) foi realizada com essa
matriz de dados, baseada numa matriz de correlagdo com o método de Spearman (Spearman,
1904), pois as medidas s&o em unidades distintas, no software R (R Development Core Team,
2010). Os dois primeiros componentes principais gerados foram plotados em um gréafico e a
variacdo entre eles comparada. O intuito dessa analise é determinar se as espécies diferem

quanto ao nicho ecoldgico que ocupam.

Morfometria
A complexa taxonomia de Leptolobium elegans e L. dasycarpum ja indica que ha
grande variagdo intraespecifica ao longo das suas areas de ocorréncia e que, para alguns

autores, elas sdo dificeis de diferenciar morfologicamente (Rodrigues & Tozzi, 2012). Para
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auxiliar na compreensdo destes padrdes foram realizadas analises de dados morfométricos
com exsicatas de ambas as espécies. As exsicatas utilizadas foram obtidas pelo presente
projeto e através de empréstimos dos seguintes herbarios: CGMS, CPAP (MS), MBML (ES),
FLOR, FURB (SC), HCF (PA), SPFS (SP), EAC (CE). Para tanto, as exsicatas foram
digitalizadas atraves do scanner HP Scanjet G4050 com resolucéo de 300 dpi.

Foram medidas a area, 0 perimetro, a altura e a largura da lamina dos foliolos, a forma
do foliolo, além do comprimento do peciolulo de todos os foliolos que se encontravam
completamente visiveis nas exsicatas, sem distincdo de posicdo, no programa ImageJ
(Abramoff et al., 2004). A forma dos foliolos foi calculada como o perimetro sobre a raiz
quadrada da area, chamada de indice de Dessecacdo (Kincaid & Schneider, 1983). Esses
caracteres foram selecionados baseados na descricdo das espécies de Rodrigues & Tozzi
(2012), como caracteres vegetativos que ajudam as distinguir as duas espécies. Os caracteres
reprodutivos ndo foram utilizados nas analises devido ao nimero reduzido de flores e frutos
presentes nas exsicatas utilizadas.

Para cada individuo foi calculada a média das medidas para cada uma das
caracteristicas, utilizando-se todos os foliolos em boas condi¢bes de cada exsicata. Com 0s
valores médios das medidas por individuo, das seis caracteristicas selecionadas, foi realizada
uma PCA (Pearson, 1991) com correlacdo de Spearman (Spearman, 1904), no software R (R

Development Core Team, 2010).

RESULTADOS
As coletas ocorreram entre julho de 2011 e junho de 2012. Durante este periodo,
observou-se que as plantas perdem as folhas no final da estacdo seca, entre agosto e outubro.

Foram amostradas 353 plantas em 33 populagdes nos Estados de MS, GO e SP, das quais
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foram analisados 48 individuos de 15 populagdes (Fig. 1, Tab. 1). Entre duas e 26 plantas

foram amostradas por localidade.

Analises filogeograficas

Foram obtidas 13 sequéncias do espacador psbC-trnS;, 11 do intron trnL e seis do
trnL-trnF. Para o marcador trnH-psbA foram obtidas 48 sequéncias de L. elegans e uma de L.
dasycarpum. As informacdes gerais sobre as sequéncias geradas estdo na Tabela 2.

Até o momento foi detectada variacdo intraespecifica apenas na regido trnH-psbA, que
apresentou o comprimento total de 316 pb. Foram encontrados trés sitios polimorficos: uma
regido Poli A/T, entre os sitios 134 e 145, com oito, nove, 10 ou 12 repeticdes; uma
transversdo no sitio 244; e uma duplicacdo de sete nucleotideos que se inicia no sitio 247.
Uma transicao no sitio 237 foi encontrada na comparacao entre as sequencias de L. elegans e
L. dasycarpum.

Estes polimorfismos detectaram cinco haplotipos. Os haplétipos 1 e 2 foram os mais
comuns, ambos ocorrendo em quatro populacdes do Cerrado. O haplétipo 3 ocorreu apenas na
populacdo 6, que € de Aquidauana. O haplétipo 4 ocorreu no Pantanal da Nhecolandia e na
regido de transicdo e o hapl6tipo 5 pertence a L. dasycarpum (Fig. 2). O haplotipo 5 apresenta
apenas uma transicdo que o diferencia das sequéncias de L. elegans, enquanto o haplétipo 4
pois possui diferencas na regido poli A/T, na regido de duplicacdo além de uma transversao
em relacdo aos haplotipos 1. 2 e 3.

Os testes de neutralidade D de Tajima e Fs de Fu ndo foram significativos e portanto,
com os dados obtidos até 0 momento, ndo ha indicios de expansdo populacional recente em L.

elegans. A AMOVA revelou que 67,01% da variacdo encontrada entre as sequéncias
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correspondem & variagdo entre as populacdes (®sr= 0,67 P, enquanto que 32,99% s&o

relativos a variagdo intrapopulacional.

Modelagem de distribuicéo potencial e analise de nicho ecoldgico

Foram gerados modelos de distribuicdo geografica potencial atual e no UMG para L.
elegans (Fig. 3). Os modelos apresentaram altos valores de AUC (0,994), e a variavel mais
importante foi a precipitacdo do trimestre mais quente (média de 21,6%).

A distribuicdo atual estimada para L. elegans incluiu os Estados de MS, MT, MG, SP,
GO, PR, ES (Espirito Santo) e RJ (Rio de Janeiro), além de partes do Paraguai, onde ocorre
principalmente na por¢do sul do Cerrado. Algumas regides do Pantanal, proximas a borda de
transicdo com o Cerrado também foram incluidas. A distribuicdo potencial avancou para a
Mata Atlantica, pois alguns pontos de ocorréncia foram coletados no que é considerado area
atual desse dominio.

A distribuicdo encontrada para o cenario MIROC foi mais ampla e continua no UMG.
O cenério ndo incluiu o Pantanal como regido de possivel ocorréncia. Partes da area da atual
Mata Atlantica também sdo incluidas no cenario. JA para o CCSM, a distribuicdo se
concentrou no MS, incluindo o Pantanal. A distribuicdo foi descontinua, com pequenas
manchas nas regides sul e sudeste do Cerrado, e na regidao do que é a atual Floresta Atlantica.

Como visto acima, os mapas dos cenarios CCSM e MIROC ndo foram completamente
congruentes. Em comum, podemos destacar que ambos modelos apresentam uma parte da
regido leste e central do estado de MS como local onde L. elegans poderia ter ocorrido no
UMG, em especial a regido de transicdo entre o Pantanal e o Cerrado. A regido sudoeste do
estado de GO e manchas no estado de Minas Gerais tambeém foram congruentes em ambos

cenarios.
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A PCA realizada com os dados climéaticos do BIOCLIM revelou uma sobreposicao no
nicho fundamental de ambas espécies (Fig. 4), porém ndo totalmente. Os dois primeiros
componentes da analise de PCA totalizaram 72,10% da variacdo, sendo o primeiro
responsavel por 43,71% desta.

As espécies apresentaram valores semelhantes para os 19 dados climaticos do pacote
BIOCLIM. Porém, para BIO18 — precipitacdo no trimestre mais quente — e BIO19 —
precipitacdo no trimestre mais frio — esses valores foram discrepantes. As médias para L.
elegans foram de 531 mm para BIO18 e 153 mm para BIO19; e para L. dasycarpum, 376 mm

para BIO18 e 123 mm para BI1O19.

Analises morfologicas

Para a andlise de morfometria foram utilizadas 91 exsicatas, 39 de L. elegans e 51 L.
dasycarpum, sendo mensurados de 4 e 39 foliolos em cada uma (Apéndice S3). O Estado de
MS foi identificado com a principal regido de contato entre as duas espécies, onde foram
encontradas populacGes proximas e, inclusive, possiveis hibridos com caracteristicas
morfoldgicas intermediarias (populacdo 5, Aquidauana/MS). Sequéncias oriundas de
individuos dessa populacdo serdo integradas nas analises futuramente. Apesar de haver
populacdes proximas, ndo foram observados individuos de ambas espécies juntos, sendo a
distancia minima entre eles de 3 km (populacéo 5).

A anédlise de PCA demonstrou que na maior parte dos individuos analisados ha
diferencas claras nos caracteres vegetativos de L. elegans e L. dasycarpum, mas que alguns
deles apresentam sobreposicao destes caracteres o que pode dificultar a identificagéo (Fig. 5).
Os dois primeiros componentes totalizaram 89,25% da variagdo, sendo que o primeiro

explicou 68,1% da mesma. O peso de cada variagdo no componente 1 da PCA foi dominado,
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em ordem decrescente, pela forma do foliolo (65,55%), seguido pelo comprimento do
peciblulo (27,95%), pelo comprimento (2,57%), perimetro (2,48%), a largura (00,86%) e a
area (00,59%) dos foliolos. J& o PC 2 foi a area (23,68%), o perimetro (23,61%), o
comprimento (23,08%), a largura (23,02%), sendo todos esses referentes aos foliolos, o
comprimento do peciolulo (6,58%) e a forma do foliolo (0,03%). Isso significa que, entre os
caracteres vegetativos, o formato do foliolo e o comprimento do peciélulo constituem as
caracteristicas que melhor distinguiu as espécies. Os dados também indicam que L.
dasycarpum tem uma maior variacdo de formato nos foliolos.

Os individuos sobrepostos no centro do grafico (Fig. 5) sdo todos do MS. Dois
individuos de L. elegans, também do MS, ficaram entre os individuos de L. dasycarpum, e um

individuo de L. dasycarpum, do Espitito Santo, ficou entre os de L. elegans.

DISCUSSAO
Integrando dados genéticos e geograficos

Poucas sequéncias foram obtidas até 0 momento, e sera necessario um maior namero
de individuos e de populacdes analisadas para que se possa estabelecer a estrutura
filogeogréafica de Leptolobium elegans. Entretanto, foi possivel detectar que a regido trnH-
psbA mostrou ter variabilidade genética adequada para o estudo de L. elegans ao longo da sua
distribuicdo. Este marcador esta entre os mais utilizados em estudos filogeograficos de
plantas, pois apresenta variacdo intraespecifica em espécies de familias distintas, como
Lynchnophora ericoides (Asteraceae; Collevatti et al.,, 2009), Tibouchina papyrus
(Melastomataceae; Collevatti el al. 2012a), Tabebuia impetiginosa (Bignoniaceae; Collevatti
et al., 2012b), e a leguminosa Schizolobium parahyba (Caesalpinioideae; Turchetto-Zolet et

al., 2012).
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Apesar de ndo ter sido encontrada variacdo para L. elegans, os outros marcadores
testados ja foram utilizados em trabalhos de filogeografia, incluindo membros da familia
Leguminosae: trnL-trnF com Plathymenia reticulata (Leguminosae - Mimosoideae; Novaes
et al., 2010) e Schizolobium parahyba (Leguminosae - Caesalpinioideae; Turchetto-Zolet et
al., 2012); intron do trnL com Dalbergia nigra (Leguminosae - Papilionoideae; Ribeiro et al.,
2010); e psbC-trnS com Hymenaea stigonocarpa (Leguminosae; Ramos et al., 2007) e H.
courbaril (Ramos et al., 2009). Como poucos individuos/populacdes de L. elegans foram
sequenciados para estes marcadores, somente seis para trnL-trnF, por exemplo, ndo podemos
afirmar se a auséncia de variacao intraespecifica é devida as baixas taxas evolutivas destas
regibes genbmicas nesta espécie ou a pequena amostragem analisada.

A modelagem para o presente concordou com a distribucdo descrita por Rodrigues &
Tozzi (2012) e com a maioria dos dados de coleta de Leptolobium elegans. A auséncia da
espécie em SP, na area proxima ao MS, era esperada, pois ali ndo foram encontrados
individuos durante as coletas, nem nos dados de ocorréncia utilizados, além de ndo pertencer
ao dominio do Cerrado. As regifes ao sul do MS e ao norte e noroeste do Pantanal também
ndo foram incluidas, corroborando com as coletas realizadas, pois ndo foram encontrados
individuos entre a cidade de Dourados (populacdo 18) e a divisa com 0 PR, e entre as cidades
Miranda (populacdo 22) e Corumba/MS.

Os modelos, presente e do UMG, fizeram algumas previsdes superestimadas de
distribuicdo, incluindo areas onde Leptolobium elegans ndo foi coletada, como ES e RJ.
Segundo Carnaval & Moritz (2008), isso ndo deve ser considerado um desempenho ruim,
visto que foi levado em consideracdo apenas variaveis climaticas, ndo incluindo outros fatores

que influenciam a distribuicdo de espécies como o solo e a capacidade de disperséo.
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As discrepancias entre as distribuicdes estimadas pelos modelos MIROC e CCSM ja
foram encontradas tanto em trabalhos que se propdem a comparar 0os modelos, como o de
Otto-Bliesner e colaboradores (2007), quanto em trabalhos que utilizam mais de um modelo
em suas andlises (Beatty & Provan, 2011). Estes modelos apresentam diferentes valores para
as condicdes atmosféricas e oceanicas no UMG. Um exemplo disso esta na temperatura anual,
que para MIROC varia entre 5°C e 2°C graus a menos que a atual, e a de CCSM ¢ entre 2,5°C
e 2°C a menos, para a regido tropical (Otto-Bliesner et al., 2006; Sueyoshi et al., 2012). O
modelo MIROC costuma extrapolar mais os dados quando comparado ao CCSM, resultando
em distribuices mais amplas (Otto-Bliesner et al., 2007; Beatty & Provan, 2011; Quironga et
al., 2012). Modelos de distribuicdo costumam variar muito quando extrapolados para cenarios
do passado ou futuro, por isso é necessario utilizar mais de um método integrado para
predicdes (Thuiller, 2004; Araujo & New, 2007; Carnaval & Moritz, 2008)

Alguns dos pontos de coleta utilizados estdo na regido da Floresta Atlantica, o que
condiz com o descrito por Rodrigues & Tozzi (2012), onde L. elegans ocorre também em
Floresta Semidecidua. Oliveira-Filho & Fontes (2000) encontraram que a flora arbdrea do
Cerrado apresenta 55% de semelhanga com a Floresta Atlantica, sendo mais relacionada com
as florestas semideciduas que com as florestas Umidas. Nos periodos glaciais, a Floresta
Atlantica reduzia, tendo partes do que é a sua area atual invadida por vegetacGes
xeromorficas, como savanas (Behling, 1995; Behling, 2002; Ledru, 2002), o que explicaria a
ocorréncia da espécie nesse dominio durante 0 UMG. Dados filogeogréficos para a espécie de
Floresta Atlantica Dalbergia nigra sugerem que a sua area de ocorréncia diminuia nesses
mesmos periodos, podendo ter sido substituida por Cerrado em alguns pontos (Ribeiro et al.,

2011).
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Apesar de diferentes, ambos modelos apontam o MS como principal local de
ocorréncia da espécie. Werneck e colaboradores (2012) obtiveram mapas da area de ocupacao
do Cerrado em diversos periodos, incluindo o UMG. Apesar de, nesse periodo, as areas de
Cerrado se expandirem ao norte, € possivel distinguir uma regido estavel de Cerrado (refagio)
no MS que corrobora as estimativas, em ambos cenérios, de distribuicdo de Leptolobium
elegans.

Entre os haplétipos encontrados nas sequéncias de trnH-psbA observa-se que, o
hapldtipo 2 é compartilhado pelas populagdes 2, 4, 13, 32 e 33 do MS e as populagdes 23 e 33
do SP. A juncdo desses dados com os dois cenarios de modelagem de distribuicdo sugerem
que o centro do MS tenha sido um reflgio para a espécie, onde foi encontrado uma maior
diversidade de haplétipos. Como nos estados de SP, MG e PR, Leptolobium elegans parece
ter ocorrido apenas em pequenas manchas, em ambos modelos, pode-se, com 0 aumento da
amostragem, encontrar evidéncias de que as populacdes destas regides sejam derivadas das
populagdes centrais, como as do MS. Essa padrdo de populagdes do sudeste terem sido
recolonizadas por populagbes do centro-oeste apdés o0 UMG ja foi encontrado para outras
espécies arbdreas do arboreas do Cerrado como Caryocar brasiliensis (Collevatti et al,.
2003), Hymenaea stigonocarpa (Ramos et al., 2007) e Plathymenia reticulata (Novaes et al.,
2010).

Estudos palinoldgicos na regido sudeste do pais indicam que as temperaturas no local
eram 5-7°C mais baixas que no presente, além de possuirem periodos de secas mais longos, €
geadas no frio (Behling & Lichte, 1997). Como a precipitacdo se demonstrou um fator
importante para Leptolobium elegans, periodos longos de seca seriam limitantes para sua
ocorréncia. Vale salientar que os dados obtidos até agora sdo incipientes, e que, com 0

aumento de dados de sequéncias, outros padrfes poderao surgir.
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Os locais de ocorréncia atual de Leptolobium elegans no Pantanal sdo regides de
Cerrado, pouco ou ndo alagaveis, segundo Silva e colaboradores (2000). No UMG, a
distribuicdo de L. elegans no Pantanal era relativamente menor que a atual segundo CCSM, e
ausente em MIROC. Como no UMG a regido do Pantanal era mais seca, atingida por geadas e
dominada por gramineas (Whitney et al., 2011), é possivel que a area ndo fosse favoravel a
sobrevivéncia da espécie.

O hapldtipo 4 de trnH-psbA foi encontrado em plantas do Pantanal da Nhecolandia e
em areas transicionais. Este haplétipo diferenciado (é mais divergente em relacdo as demais
sequéncias de Leptolobium elegans do que o haplétipo de L. dasycarpum) pode indicar um
periodo de isolamento. Segundo 0 modelo CCSM, L. elegans ocorria no Pantanal no UMG.
Se com a adi¢do de novas sequencias este padrdo se confirmar, serd um dado inédito para
regido, pois para outros estudos filogeograficos, as espécies apresentaram expansao
populacional recente no Pantanal e ndo apresentam genotipos diferenciados em relacdo as
demais regibes analisadas (Marquéz et al., 2006; Lopes et al., 2007).

A AMOVA revelou variagdo interpopulacional alta e significativa. Como o genoma
plastidial é hapldide, o tamanho efetivo populacional ¢ menor que quando considerado o
genoma nuclear, o que acelera os processos de deriva genética. Entdo, o cpDNA pode
apresentar diferenciacdo entre populacbes ou linhagens divergentes mais rapidamente
(Hamilton et al., 2003). Petit e colaboradores (2005) demonstraram que marcadores de DNA
de heranca materna, cujo fluxo génico é mediado exclusivamente via a dispersdo por
sementes, apresentam maior estruturacdo populacional que os biparentais. A variagdo entre
populacdes para espécies com dispersao pelo vento, como Leptolobium elegans, depende do
tamanho da semente, velocidade do vento, caracteristicas da asa e altura do langamento, logo

espécies com sementes relativamente maiores estariam mais suscetiveis a deriva genética. No



450

451

452

453

454

455

456

457

458

459

460

461

462

463

464

465

466

467

468

469

470

471

472

473

54

caso de L. elegans, a semente possui em torno de 5 mm (Rodrigues & Tozzi, 2012), e ndo ha

estudos sobre o alcance da sua disperséo.

Possivel hibridacdo interespecifica

Nas analises das variaveis ambientais foi possivel observar uma sobreposi¢do de nicho
entre Leptolobium elegans e L. dasycarpum. Segundo Webb et al. (2002), espécies
relacionadas possuem uma grande chance de apresentarem caracteristicas ecologicas
similares. Apesar de ocorrerem em locais similares, durante as coletas, foram encontrados
individuos de L. dasycarpum e L. elegans em locais préximos (minimo 3 km de distancia),
mas nunca coexistindo lado a lado. Em estudo com comunidades de plantas em florestas da
Flérida, foi observado que, quando sdo utilizadas escalas maiores, aparecem agregactes de
taxons. Porém, quando observadas em escalas menores, linhagens proximas tendem a se
excluir mutualmente (Cavender-Bares et al., 2009), o que pode ser o caso dessas duas
espécies de Leptolobium.

Leptolobium elegans ocorre em uma gama mais variavel de climas, segundo a PCA
para os dados ambientais (Fig. 4), apesar de L. dasycarpum ter a maior distribuicdo entre as
espécies do género (Rodrigues & Tozzi, 2012). Isso pode ter relacdo com a ocorréncia de L.
elegans no Pantanal e até mesmo em alguns pontos transicionais entre o Cerrado e a Mata
Atlantica, enquanto L. dasycarpum é uma espécie tipica de Cerrado.

A analise morfomeétrica confirmou que os foliolos podem ser utilizados para distinguir
Leptolobium elegans de L. dasycarpum, como descrito por Rodrigues & Tozzi (2012). A
morfologia da folha é um dos caracteres mais usados para definir grupos taxondmicos, e a
morfometria geométrica tem contribuido nesse ramo (Viscosi & Cardini, 2011). Para as

espécies de carvalhos Quercus affinis € Q. laurina (Fagaceae), por exemplo, dados foliares
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podem ser usados para avaliar plasticidade fenotipica, alem de definir as espécies e seus
hibridos (Gonzélez-rodriguez & Oyama, 2005). No caso de L. elegans de L. dasycarpum,
alguns individuos ficaram sobrepostos nas analises morfométricas, sendo todos eles do MS,
regido de contato entre as espécies. Também foram encontrados individuos com
caracteristicas de ambas espécies durante as coletas, 0 que podem ser indicios de hibridacgéo.
HibridacGes interespecificas sdo comuns entre plantas, e geralmente, os hibridos de primeiras
geracOes apresentam caracteristicas de ambas espécies ou intermediarias (Rieseberg &
Ellstrand, 1993; Riesenberg & Carney, 1998).

Possiveis eventos de hibridacdo interespecifica ja foram detectados em outras espécies
de leguminosas arboreas. Para Hymenaea stigonocarpa e H. courbaril foi encontrado
compartilhamento entre haplétipos, mas os autores nao puderam determinar com precisdo se
isto se deve recente divergéncia entre as espécies ou a hibridacdo (Ramos et al., 2009). No
género Leucaena (Leguminosae, Mimosoideae) foram encontradas diversas evidéncias de
hibridacdo através de pseudogenes (Hughes et al., 2002). Além de mais sequéncias de ambas
espécies, a inclusdo de marcadores nucleares (de heranca biparental) serd fundamental para
confirmar a hibridacéo entre L. elegans e L. dasycarpum e o quanto isto pode ter influenciado
a historia evolutiva de ambas.

Dois individuos de Leptolobium elegans ficaram incluidos no agrupamento de L.
dasycarpum nas andlises morfométricas. Ambos individuos possuiam peciolos curtos quando
comparados aos demais individuos da espécie. Porém, ambos possuiam formato dos foliolos
semelhante ao descrito por Rodrigues & Tozzi (2012) para L. elegans. O individuo de L.
dasycarpum que foi incluido com L. elegans apresentou uma problematica parecida, peciélulo

ligeiramente mais comprido, porém formato dos foliolos coerente com L. dasycarpum.
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Além das similaridades nos caracteres vegetativos, as flores de Leptolobium elegans e
L. dasycarpum também sdo semelhantes, com pequenas diferencas no tipo de tricomas do
ovario e tamanho das bractéolas (Rodrigues & Tozzi, 2012), sendo ambas séo polinizadas por
abelhas (Ishara & Maimoni-Rodella, 2011). A floracdo ocorre em periodos similares, com L.
elegans florescendo de setembro a fevereiro, e em abril, junho e julho, e L. dasycarpum em
julho e de outubro a abril (Rodrigues & Tozzi, 2012). Em estudos sobre hibridacéo, foram
encontradas ligacdes entre a morfologia floral, animais polinizadores e a ocorréncia de
hibridos (Kimball, 2008).

A baixa diferenciacdo entre os haplétipos de L. elegans e L. dasycarpum pode indicar
divergéncia recente entre as duas espécies. A proximidade filogenética entre Leptolobium
elegans e L. dasycarpum, indicada também pela similaridade morfologica, foi confirmada no
estudo do clado Bowdichia, onde o género se encontra. Este grupo foi analisado através das
sequéncias dos espacadores internos transcritos ribossomais (ITS), de dois marcadores do
cpDNA (matK, intron trnL) e de dados morfoldgicos (Cardoso et al., 2012). Os autores
demonstraram que as espécies do género que ocorrem em savanas ficaram proximas, com L.
parvifolium como grupo-irmdo de L. dasycarpum, e L. elegans como grupo irmdo de ambas.
L. parviflorum é semelhante morfologicamente a L. dasycarpum, e ocorre apenas no Piaui e
Ceard, na Caatinga e na regido de transicdo com o Cerrado (Rodrigues & Tozzi, 2012). Com o
aumento da amostragem no numero de sequencias de L. elegans e L. dasycarpum, sera
possivel avaliar se ha o compartilhamento de haplétipos entre as espécies, e correlacionar este
padréo com hibridacdo ou a retengédo de polimorfismo ancestral (Funk & Omland, 2003).

A regido de transicdo entre o Cerrado e o Pantanal parece ter um importante papel na
histdria evolutiva de Leptolobium elegans. A grande maioria dos modelos propostos para

conservacdo da biodiversidade prioriza hotspots, regides com alto niumero de endemismos,
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normalmente ndo incluindo as regides de transicdo (Brooks et al., 2006). Entretanto, espécies
que possuem populacdes ocorrendo em varios habitats, podem ter adaptacdes as diferentes
condi¢des ambientais, e ndo seriam adequadamente protegidas quando conservadas apenas em
um tipo de habitat puro (Moritz, 2001). Além disso, areas transicionais sao de grande
importancia em processos de especiacdo, pois grande parte da variacdo adaptativa esta
concentrada nestas regifes (Smith et al., 2001).

A historia evolutiva de Leptolobium elegans se associa a biogeografia do Cerrado e do
Pantanal, onde, no cenario filogeografico sul-americano, ainda existem muitas lacunas a
serem preenchidas. Apesar de incipientes, os dados obtidos comecam a tracar a historia
evolutiva das espécies arbdreas da regido de transicdo Cerrado-Pantanal. A inclusdo de
sequencias de mais individuos e populacdes de diferentes localidades, aléem de novos
marcadores, serd fundamental para desvendar os padrdes genético-espaciais desta regido

transicional marcante onde ocorrem grandes transformacdes sazonais da paisagem.
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Figura 1. Mapa com os pontos de coleta de Leptolobium elegans. A &rea rosa corresponde ao Cerrado, e a verde ao Pantanal. Os Estados

sdo: GO — Goias; MT — Mato Grosso; MS — Mato Grosso do Sul; MG — Minas Gerais; PR — Parana; SP — Sdo Paulo. Os niimeros sdo

correspondentes as populacdes da Tabela 2.
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Figura 2. Distribuicdo dos haplotipos de trnH-psbA nas populacdes coletadas de Leptolobium elegans.
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Figura 3. Modelo de distribuicio de Leptolobium elegans gerado a partir do MAXENT, para o Ultimo Méaximo Glacial (UMG).
AUC=0,994. Demonstra as distribui¢des previstas com os dados do presente através de 19 varidveis climéticas do pacote BIOCLIM, e nos
modelos CCSM e MIROC, para o Ultimo Maximo Glacial. O ultimo mapa faz a comparagao da distribuicio prevista em ambos modelos

do passado.
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Figura 4. Andlise de Componentes Principais com base na altitude e nos dados climaticos do
pacote BIOCLIM. E possivel observar uma sobreposicdo de nicho fundamental entre
Leptolobium elegans e L. dasycarpum. Os componentes gerados ndo foram capazes de
diferenciar as duas espécies através das 19 variaveis climaticas utilizadas, porém a BIO 18 —

precipitacdo no trimestre mais quente — foi a que mais influénciou.
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Figura 5. Andlise dos Componentes Principais realizada com as medidas das caracteristicas
morfoldgicas vegetativas (&rea, perimetro, comprimento, largura e forma das folhas,
comprimento do peciolo) de Leptolobium elegans e L. dasycarpum. As duas variaveis que
mais influenciaram foram a forma das folhas e o comprimento do peciolo, no Componente

Principal 1 (PC1).
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TABELAS

Tabela 1. Detalhes das populacbes de Leptolobium elegans amostradas. NIC = Numero de individuos coletados; NIS = Numero de
individuos sequenciados para a regido do pDNA trnH-psbA. A populacdo 34 refere-se a um individuo de L. dasycarpum utilizado para
comparagao.

Pop. Local de coleta Coordenadas geograficas/altitude NIC NIS Voucher
1 Anastacio/MS 20°30'07" S/55°45' 17" W/ 209m 6 2
2 Anastacio/MS 20°31'43" S/55°43'16" W /171m 15 1 CGMS 36858
3 Anhandui/MS 54°30° 52°°S /20°49 38” W/ 514m 12 -- CGMS 36854
4 Agquidauana/MS 20° 26' 25" S/55° 37' 25" W /192m 19 3 CGMS 36859
5 Agquidauana/MS 20°19'33" S/56° 06'32" W /179m 10 -- CGMS 36841
6 Agquidauana/MS 20°27'05” S/ 55°28'21" W /493m 8 1 CGMS 36857
7 Bela Vista/MS 21° 46'53" S/56° 15' 00" W / 244m 13 --
8 Bodoquena/MS 22°04'19" S/56° 30'58" W /499m 10 --
9 Bonito/MS 21°04' 28" S/56° 22" 49" W/ 319m 8 -- CGMS 36839
10 Camapud/MS 19°00' 31" S/53°54' 22" W / 418m 12 -- CGMS 36836
11  Camapud/MS 19°17'08" S/53°53'19" W/ 319m 16 -- CGMS 36849
12 Campo Grande/MS 20°27'19" S/54° 33' 03" W/ 654m 15 -- CGMS 36852
13  Campo Grande/MS 20° 30" 29" S/54° 36' 50" W / 548m 23 1 CGMS 36840
14 Caracol/MS 21° 45'04" S/57°08' 20" W/ 275m 12 -- CGMS 36846
15  Caracol/MS 22°00'58" S/57°13'16" W/ 211m 10 --

16  Cassilandia/MS 19°02'59" S/51°52'16" W /521m 10 -- CGMS 36853
17  Chapaddo do Sul/MS 18°35'12" S/53° 15' 35" W/ 582m 2 -- CGMS 36835
18  Dourados/MS 21°56° 557 S/54°31°45” W /291m 8 -- CGMS 36851
19  Figueirdo/MS 18°42° 177 S/53°41° 157 W / 424m 2 -- CGMS 36834
20 Jardim/MS 21°25'29" S/56° 04' 09" W/ 282m 10 --

21  Jatai/GO 17°54'56" S /51° 46' 22" W / 685m 1 -- CGMS 36850
22  Miranda/MS 20°17'50" S/56° 14'39" W/ 197m 15 3

23 Mogi Mirim/SP 22° 25'57" S/ 46° 56' 36" W / 644m 11 1 CGMS 36843
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Tab. 1. Cont.

Pop. Local de coleta Coordenadas geograficas/altitude NIC NIS Voucher
24 Nova Alvorada/MS 21°21°29” S/ 54° 25 55” W/ 486m 7 - CGMS 36848
25  Pantanal da Nhecolandia/MS 19°08' 41" S/56° 35' 30" W/ 104m 15 4 CGMS 36844
26  Paranaiba/MS 19°39' 27" S/51°03' 12" W/ 373m 1 -

27  Porto Murtinho/MS 21°40'33" S/57° 43 10" W/ 95m 26 -- CGMS 36845
28  Ribas do Rio Pardo/MS 20°21'06" S/51° 25'44" W / 388m 19 -

29  Rio Negro/MS 19°34° 317 S/55°02°42” W/ 316m 2 --

30 Rio Verde de Mato Grosso/MS 19°10' 33" S/ 55° 08' 23"W / 445m 2 - CGMS 36842
31  Sao Carlos/SP 22°04'25" S/ 47°50' 26" W / 820m 10 - CGMS 36838
32 Selviria/MS 20° 26' 33" S/ 55° 04' 43" W / 369m 18 - CGMS 36856
33  Terenos/MS 21°21°29” S/ 54° 25 55” W / 486m 14 -- CGMS 36833
34  Rio Verde do Mato Grosso/MS 18°43° 517 S/55° 04’ 43“ W/ 522m 1 1 CGMS 33495
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795 Tabela 2. Informacdes sobre as sequéncias obtidas de Leptolobium elegans.

Regibes ndo-codificantes de cpDNA

trnH-psbA trnL-trnF intron trnL psbC-trnS;

N° plantas analisadas 48 6 14 13
N° haplotipos 4 1 1 1
Pops analisadas 15 3 6 7
Indels 2 -- -- --
Substituicbes 1 - - -
Diversidade nucleotidica 0.6933%0%% - - -
Diversidade haplotipica 0.005283%-00305 - - -

% CG 21,78% 27,81% 34,79% 47,52%
Tamanho do alinhamento (pb) 316 348 497 398
D de Tajima 0.51734%8130 -- -- --

Fs de Fu 2.46770°87%° - - -
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APENDICE S1

J

o Lepialiohium elegans

o L. dasycarnaum

Pontos de presenca de Leptolobium elegans utilizados na modelagem de distribuicéo e para a
Anélise de Componentes Principais com dados ecolégicos. Os pontos de L. dasycarpum
foram utilizados apenas na PCA com dados ambientais. A éarea rosa do mapa corresponde ao

Cerrado, e a verde, ao Pantanal.
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APENDICE S2

78

Variaveis climaticas do BIOCLIM usadas para a modelagem de distribuicdo atual utilizando

0s pontos de ocorréncia descritos para Leptolobium elegans e Leptolobium dasycarpum.

Variaveis

Medida correspondente

B10 01

BI1O 02

BI10 03

BI10 04

BIO 05

B10 06

BIO 07

BI10 08

BIO 09

BIO 10

BIO 11

BIO 12

BI1O 13

BIO 14

BI1O 15

BIO 16

BIO 17

B1018

BIO 19

Temperatura média anual

Temperatura média mensal

Média diurna/ temperatura anual
Sazonalidade de temperatura

Temperatura maxima no més mais quente
Temperatura minima no més mais frio

Faixa de temperatura anual

Temperatura média no trimestre mais chuvoso
Temperatura média do trimestre mais seco
Temperatura média do trimestre mais quente
Temperatura média do trimestre mais frio

A precipitagdo anual

Precipitagdo do més mais chuvoso
Precipitagdo do més mais seco

Sazonalidade Precipitacéo

Precipitagdo do trimestre mais chuvoso
Precipitagdo do trimestre mais seco
Precipitagdo do trimestre mais quente

Precipitacdo do trimestre mais frio
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APENDICE S3

Lista de exsicatas utilizadas para a Analise da Morfometria dos foliolos e peciélulos de

Leptolobium elegans e Leptolobium dasycarpum.
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Espécie Herbério Hglrlg(reio Espécie Herbario Hl(;lrobg?io
L. dasycarpum CGMS 13939 L. dasycarpum EAC 8247
L. dasycarpum  CGMS 14251 L. dasycarpum EAC 9064
L. dasycarpum  CGMS 14481 L. dasycarpum EAC 9113
L. dasycarpum CGMS 14946 L. dasycarpum EAC 13993
L. dasycarpum CGMS 17437 L. dasycarpum EAC 2514
L. dasycarpum  CGMS 2073 L. dasycarpum FLOR 28039
L. dasycarpum CGMS 23163 L. dasycarpum FLOR 28771
L. dasycarpum  CGMS 24924 L. dasycarpum FURB 3014
L. dasycarpum CGMS 2513 L. dasycarpum HCF 6135
L. dasycarpum CGMS 33495 L. dasycarpum MBML 28872
L. dasycarpum  CGMS 33643 L. dasycarpum SPFS 15090
L. dasycarpum CGMS 33644 L. dasycarpum SPFS 22049
L. dasycarpum  CGMS 33645 L. dasycarpum SPFS 2732
L. dasycarpum  CGMS 33646 L. dasycarpum SPFS 36747
L. dasycarpum CGMS 33647 L. dasycarpum SPFS 3759
L. dasycarpum  CGMS 33648 L. dasycarpum SPSF 3391
L. dasycarpum CGMS 34703 L. elegans CGMS 10000
L. dasycarpum CGMS 34704 L. elegans CGMS 15418
L. dasycarpum  CGMS 34705 L. elegans CGMS 17344
L. dasycarpum CGMS 34706 L. elegans CGMS 17991
L. dasycarpum  CGMS 4118 L. elegans CGMS 18043
L. dasycarpum CPAP 330 L. elegans CGMS 18185
Cont.
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Espécie Herbario H?rzg?io
L. elegans CGMS 19062
L. elegans CGMS 2347
L. elegans CGMS 24116
L. elegans CGMS 24723
L. elegans CGMS 9994
L. elegans FLOR 24013
L. elegans FLOR 26072
L. elegans FLOR 27649
L. elegans FURB 4872
L. elegans FURB 8609

80



815

816

817

818

819

820

821

822

823

81

CONSIDERACOES FINAIS

Ao relacionar os padrdes filogeogréficos e a historia evolutiva de Leptolobium elegans
sera possivel elucidar como eventos climéaticos e paleogeogréficos influenciaram a
biodiversidade do Cerrado e o Pantanal, principalmente na regido transicional. Porém, para
que isso realmente ocorra, € preciso um maior nimero de sequéncias e marcadores, que estao
sendo obtidas.

Outros estudos nessas linhas de pesquisa, com diversas espécies, poderdo ajudar a
desvendar os padrdes filogeograficos das formacdes vegetacionais do Estado de Mato Grosso

do Sul, pois poucos sdo os dados disponiveis atualmente.
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Supporting Information
Additional Supporting Information may be found in the online version of this article:
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Appendix S2 Short title here.
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Policy on the use of RAPD markers

The appropriateness of RAPD markers for population genetic inference is increasingly questioned by our reviewers and
editors because of concerns about reproducibility, dominance, and homology. Given these worries, and the ready availability
of other kinds of markers that do not suffer from all of these problems, studies based primarily on RAPDs only rarely pass
the scrutiny of peer review in the Journal of Biogeography. Of course, there may be situations in which RAPDs are
appropriate, such as in genetic mapping studies or in searches for diagnostic markers for a given species or trait. These latter
kinds of studies will continue to be reviewed by the journal.

Policy on molecular sequences and vouchers

It is a condition of publication that papers using new molecular sequences must place the sequences in an appropriate
database (e.g. GenBank). Relevant accession numbers should be provided in the final manuscript. Accession numbers are
required for all sequences used in analyses, including existing sequences in databases. Museum voucher numbers should also
be provided where this information could be of real value to future researchers.



