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RESUMO

PILOSOCEREUS AURISETUS é um grupo taxondmico composto por oito espécies de
cactos colunares que ocorrem associadas a afloramentos rochosos em ambientes xéricos.
Assim como outras espécies xerdfitas encontradas fora do dominio da Caatinga, as
popula¢cbes das espécies do grupo P. AURISETUS exibem um padrao de distribuicdo
descontinua dentro do dominio Cerrado no centro e leste do Brasil. Esse padrdo de
distribuicdo pode ser resultado de eventos de dispersdao a longa distancia ou de
fragmentacdo de uma distribuicdo mais extensa no passado. O objetivo principal desse
trabalho foi identificar eventos demograficos que possivelmente moldaram a histéria
evolutiva do grupo e resultaram no padrdo biogeografico atual. No presente trabalho foram
realizadas analises filogenéticas e inferéncias filogeograficas a partir da variacdo nucleotidica
de sequéncias do genoma plastidial. As analises filogenéticas demonstraram que a maior
parte das espécies do grupo ndo apresenta monofilia reciproca de seus haplétipos e que o
grupo abrange trés espécies bastante divergentes das demais: P. jauruensis, P. aureispinus e
P. bohlei. Adicionalmente, as populacdes da espécie P. machrisii formaram dois clados
distintos e bem suportados na filogenia, os quais concordam parcialmente com a
distribuicdo geografica da espécie (norte e centro-sul). As andlises populacionais e as
inferéncias filogeograficas permitiram inferir a origem da diversificacdo do grupo e os
possiveis eventos de expansao e fragmentacdao que determinaram o caminho evolutivo das
populagdes. Os niveis de variabilidade genética e estruturacdo observados, juntamente com
o padrao atual de distribuicao das populagdes e informacgdes sobre a biologia das espécies,
sugerem que eventos de fragmentacdo foram os principais responsaveis pelo padrdo
biogeografico do grupo, os quais devem estar relacionados as oscilagdes palioclimaticas do

Quaternario.

Palavras-chave: Filogeografia. Filogenia. Genoma plastidial. Pilosocereus. Cactaceae.



ABSTRACT

PILOSOCEREUS AURISETUS is a taxonomic group composed by eight columnar cacti
species occurring on rock outcrops in xeric environments. As other xerophitic species found
outside the Caatinga domain, the species populations of P. AURISETUS group exhibit a
disjunct distribution pattern within the Cerrado domain in central and eastern Brazil. Such a
distribution pattern may have resulted from long-distance dispersal events or fragmentation
of a more extensive distribution in the past. The main goal of this work was identify
demographic events that possibly shaped the evolutionary history of the group and resulted
in the current biogeographic pattern. In the present work, phylogenetic analyses and
phylogeographical inferences were implemented using the nucleotide variation of plastid
genomic sequences. The phylogenetic analyses showed the absence of reciprocal monophyly
for great part of the species and the occurring of quite divergent species from the others of
the group: P. jauruensis, P. aureispinus e P. bohlei. In addition, P. machrisii populations
formed two distinct clades highly supported by the phylogeny which partly agree with the
geographic distribution of the species (north and central-south). Population analyses and
phylogeographical inferences allowed the identification of the diversification origin of the
group and the possible expansion and fragmentation events which determined the
evolutionary pathway of the populations. The genetic variability level and the genetic
structure observed alongside the current distribution pattern of the populations and
biological information about the species suggest that fragmentation events were the main
responsible for the biogeographical pattern of the group, which should be related to the

palioclimatic oscillations of the Quaternary.

Keywords: Phylogeography. Phylogeny. Plastid genome. Pilosocereus, Cactaceae.
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1. INTRODUGAO

1.1. Estudos filogeograficos em plantas

A Filogeografia ¢ uma disciplina associada a Biogeografia que investiga eventos
historicos e contemporaneos nas populagdes a partir de inferéncias genealdgicas analisadas
em uma escala de tempo e espaco (AVISE, 2009). O entendimento de eventos geoldgicos e
ambientais bem como de fatores geograficos que influenciaram a histéria natural das
espécies e que moldaram sua evolucdo estdo entre os principais objetivos dos estudos
filogeograficos (KNOWLES, 2009). Em plantas, esses estudos filogeograficos tém sido
utilizados para relacionar a distribuicdo de linhagens genealdgicas com eventos historicos
como expansdo e contracdo de populacdes, fragmentagdo e migracdao que ocorreram
durante as oscilagdes climaticas do Quaterndrio (RAMOS et al., 2007; CAETANO et al., 2008).

Neste contexto, a origem da distribuicdo disjunta em espécies vegetais é um tema
recorrente (GAUDEUL, 2006; COLLEVATTI et al., 2009). Esse padrao de distribuicdo pode ser
resultado de fragmentacdo de uma populacdo ancestral mais amplamente distribuida ou de
dispersao a longa distancia. A distribuicdo disjunta de algumas espécies arbdreas da floresta
tropical sazonalmente seca da América Central e América do Sul pode ser explicada pela
primeira hipdtese, estando relacionada com a existéncia de populagdes relictuais das eras
interglaciais (PRADO; GIBBS, 1993; PENNINGTON et al., 2004). Por outro lado, eventos de
dispersao a longa distancia sdao a possivel causa da ocorréncia de popula¢des fragmentadas
de Symphonia globulifera (DICK et al., 2003) e Ceiba pentandra (DICK et al., 2007), espécies
arbdreas das florestas tropicais Umidas. No entanto, ainda sdo poucos os estudos
envolvendo espécies neotropicais com distribuicdo descontinua, principalmente aquelas
restritas a dreas secas.

Um desses estudos foi realizado para a espécie Lychnophora ericoides (Asteraceae),
um arbusto endémico do cerrado rupestre (COLLEVATTI et al., 2009). O cerrado rupestre é
uma formacdo do dominio cerrado presente em elevadas altitudes caracterizado por
manchas de vegetacdo xérica associadas a afloramentos rochosos (GIULLIETI et al., 1997).
Esses ambientes ocorrem de forma restrita em planaltos e topos de montanha e abrigam um

grande numero de espécies endémicas adaptadas ao ambiente seco. A distribuicdo
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descontinua de L. ericoides foi associada a eventos de vicaridncia, uma vez que foi observada
grande diferenciacdo e pouco fluxo génico entre popula¢des do leste e do centro do Brasil.
Adicionalmente, a datacdo do ancestral comum mais recente (Twrca) foi inferida para o
Pleistoceno médio, concordando com os ciclos sucessivos de expansdo e contragao das

populacdes devido as oscilagdes climaticas do periodo.

Espécies animais podem apresentar uma distribuicdo disjunta devido a associa¢do
com espécies vegetais que apresentam o mesmo padrdo de distribuicdo. A espécie
Drosophila gouveai, por exemplo, possui uma distribuicdo estreitamente relacionada a
cactos do género Pilosocereus, uma vez que as fémeas depositam seus ovos em tecido
necrosado desses cactos e as larvas se alimentam exclusivamente desse tecido. Dessa forma,
a distribuicdo desse drosofilideo reflete a distribuicdo descontinua de Pilosocereus (MORAES
et al., 2009). A ocorréncia de ciclos de expansdo e contracdao das populagdes durante o
Pleistoceno médio explicam que a distribuicdo de D. gouveai é consistente com as alteracoes
palioclimaticas que influenciaram a distribuicdo da vegetacdo seca do leste do Brasil

(MORAES et al., 2009).

Em alguns casos o padrao de distribuicdo disjunta é observado nao apenas para a
espécie, mas para todo o seu habitat, como é o caso da Floresta Tropical Sazonalmente Seca
(Seasonally Dry Tropical Forest — SDTF) no leste da América do Sul. Atualmente essa
formacao vegetal ocorre bem definida no dominio da Caatinga e em enclaves no Cerrado e
Chaco. A espécie arbdrea Astronium urundeuva (Anacardiaceae), restrita a SDTF foi utilizada
como modelo para o entendimento da distribuicdao dessa vegetagao. O estudo revelou que a
espécie apresenta uma estruturacdo em trés grupos regionais (Norte, Centro e Sudoeste),
sugerindo eventos de vicariancia na formagdo SDTF e contato secundario das popula¢des no

centro da distribuicdo, area de transicdo entre Caatinga e Cerrado (CAETANO et al., 2008).

As espécies de bromélias Alcantarea imperialis e A. geniculata também apresentam
uma distribuicdo naturalmente descontinua devido a ocorréncia de seu habitat. Essas
espécies se desenvolvem em afloramentos rochosos isolados (inselbergs) na mata atlantica,
0s quais apresentam um padrdo de distribuicdo comumente descrito como “ilhas
terrestres”. Estudos com essas espécies indicaram uma baixa variabilidade intraespecifica

para o genoma plastidial, evidenciado pelo fluxo de sementes restrito entre populacdes



INTRODUCAO 3

(BARBARA et al., 2008). A manutencdo de um baixo fluxo génico entre popula¢des é
atribuida a dificuldade do polinizador (morcegos) em percorrer diferentes inselbergs. Dessa
forma, a distribuicdo descontinua de algumas espécies pode acarretar uma perda de
variabilidade genética acompanhada de um aumento na diferenciagdo entre populagdes.
Uma particularidade dos estudos filogeograficos de plantas é a possibilidade da
ocorréncia de isolamento genético abaixo do nivel de espécie e de compartilhamento de
haplétipos entre espécies diferentes, um padrao originado por eventos de hibridizacdo ou
retencdo de polimorfismo ancestral. Dessa forma, a inclusdo de espécies relacionadas a
espécie de interesse pode ser necessdria, uma vez que os limites taxon6micos das espécies
podem ndo concordar com os limites genéticos. Neste sentido todo o potencial de fluxo

génico deve ser considerado (SCHAAL et al., 1998).

1.2. Genoma Plastidial

As plantas apresentam dois genomas citoplasmaticos: mitocondrial e plastidial. Ao
contrdrio do mtDNA dos animais, o mtDNA das plantas possui um tamanho relativamente
grande e muito varidvel entre grupos (200 a 2.400 kb), extensiva recombinacdo
intramolecular e uma baixa taxa de substituicdo nucleotidica (100 vezes menor que dos
animais), sendo pouco adequado para estudos filogeograficos (AVISE, 2009). O cpDNA, por
sua vez, é similar ao mtDNA de animais em sua estrutura circular, modo de replicacdo e
padrdao de heranga ndao — Mendeliano, mas diferente no que se refere a propriedades
evolutivas e moleculares. O genoma plastidial apresenta um tamanho relativamente
pequeno, variando entre 120 a 217 kb em plantas fotossintetizantes, é composto por uma
regido de cdpia Unica longa (LSC) e uma regido de cépia Unica pequena (SSC), as quais sao
separadas por duas regides de repeticdes invertidas (IRx e IRg). Apesar do cpDNA também
evoluir em um ritmo lento quando comparado ao mtDNA animal, sua taxa de evolugdo é
aproximadamente trés a quatro vezes maior que a do mtDNA de plantas. Além disso, o
cpDNA apresenta uma estrutura estavel com pouca recombinagdo intramolecular
permitindo a retencdo de sinais histéricos ao longo da evolucdo das populagdes (AVISE,
2009; RAVI, 2008). Dessa forma sequéncias do genoma plastidial sdo os marcadores

moleculares mais comumente utilizados em estudos filogeograficos de plantas.
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O cpDNA é herdado maternalmente na maioria das angiospermas (CORRIVEAU,;
COLEMAN, 1988). Dessa forma, o fluxo de genes maternos ocorre por meio do movimento
de sementes, sendo geralmente mais restrito do que o fluxo de genes nucleares, os quais
sao transportados pelo movimento de pdlen e sementes. Como o cpDNA possui um menor
tamanho efetivo quando comparado ao DNA nuclear, devido a sua haploidia e heranga
uniparental, é esperado que esse marcador apresente maior estruturagao espacial quando
comparado a marcadores nucleares (PETIT et al., 2005). Para estudos abaixo do nivel de
espécie, as regides ndo codificadoras do cpDNA s3ao as mais utilizadas. A frequéncia de uso
dessas regides é decorrente de sua menor exposicao a selecdo natural, o que permite um
maior acumulo de variacdo nucleotidica. Além disso, a baixa influéncia da selecdo nessas
regides indica que a variabilidade observada retém sinais de eventos histéricos como

expansao e subdivisdo de populacdes e eventos recorrentes como fluxo génico e mutacao.

1.3. Cactaceae no Brasil

A familia Cactaceae abriga mais de 1300 espécies e esta distribuida ao longo do
continente americano ocorrendo do sul da Patag6nia ao Canadd (HUNT et al., 2006). O Brasil
€ um dos principais centros de diversidade e endemismo da familia juntamente com México,
Estados Unidos, Peru e Bolivia. Entre as 227 espécies reconhecidas até o momento no Brasil,
176 sdo endémicas (78%). O leste do pais concentra grande parte dessa diversidade
abrangendo 130 espécies, sendo 117 endémicas do Brasil, das quais 88 s3ao endémicas da
regido leste (ZAPPI et al., 2010). As espécies ocorrem principalmente ao longo do dominio da
Caatinga, onde apresentam uma distribuicdo ampla e relativamente homogenia, e em
enclaves de vegetacdo seca e afloramentos rochosos no Cerrado (campos rupestres),

apresentando distribuicdo disjunta e restrita nesse bioma (TAYLOR; ZAPPI, 2004).

Como outras familias de plantas, a classificacdo de Cactaceae é principalmente
baseada em caracteristicas morfoldgicas e, muitas vezes, as diferencas entre espécies para
essas caracteristicas sdo pouco perceptiveis. Uma desvantagem desse tipo de classificacdo é

a plasticidade fenotipica que as espécies podem apresentar. Dessa forma, vdarios
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pesquisadores preferem se utilizar da localizacdo geografica como principal parametro para

a identificagao taxonémica (HELSEN et al., 2009)

A ocorréncia de popula¢des de Cactaceae fora do dominio da Caatinga, juntamente
com evidéncias de climas mais secos no passado para o Cerrado do centro e sudeste do
Brasil (BEHLING, 2003) indicam que a distribuicdo atual dessas populacdes representa
fragmentos remanescentes de uma distribuicdo mais ampla no passado (PENNINGTON et al.,
2004). Dados palinoldgicos que sugerem a expansao da vegetacdo seca em dreas atualmente
ocupadas por vegetacdo Umida corroboram a hipdtese de expansdo e contragdo da
distribuicdo dessas espécies (BEHLING; HOOGHIEMSTRA, 2000). Dessa forma, espécies
restritas a habitats xéricos provavelmente experimentaram altera¢cdes em sua distribuicdo
envolvendo ciclos de aumento do fluxo génico e posterior isolamento, os quais
influenciaram a estrutura genética e a histéria evolutiva das populacées (MORAES et al.,

2009).

Atualmente, muitas populagdes remanescentes apresentam limitado potencial de
dispersdao por estarem separadas por ambientes inadequados ao fluxo génico, o que
favorece a retencao de sinais genéticos que podem revelar altera¢des na sua distribuicdo ao
longo do tempo (MORAES et al., 2009). No entanto, os estudos genéticos envolvendo
espécies de Cactaceae no Brasil priorizam o entendimento de rela¢des filogenéticas, nao
investigando eventos histéricos e distribuicdo da variabilidade genética. Apenas para
algumas espécies dos géneros Facheiroa, Praecereus, Pilosocereus e Melocactus foram
realizadas analises sobre a diversidade genética e estrutura populacional a partir de

marcadores isoenzimaticos (MORAES et al., 2005; LAMBERT et al., 2006a, 2006b).

1.4. Grupo PILOSOCEREUS AURISETUS

Pilosocereus é um género neotropical de cactos colunares subdividido em grupos
taxonOGmicos de espécies morfologicamente semelhantes (ZAPPI, 1994). Dentre eles, o grupo
de espécies relacionadas a P. AURISETUS é composto por oito espécies: P. aurisetus, P.
machrisii, P. vilaboensis, P. aureispinus, P. jauruensis, P. bohlei, P. parvus e P. pusillibaccatus

(Figura 1). Essas espécies apresentam grande variacdo morfoldgica ao longo da distribuicdo
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geografica resultando em uma histéria taxondmica instdvel, com vdrias espécies sendo
inseridas ou removidas de sinonimia e novas espécies sendo descritas (ZAPPI, 1994; TAYLOR,;
ZAPPI, 2004; HUNT et al., 2006). As espécies P. jauruensis, P. parvus e P. pusillibaccatus, por
exemplo, foram consideradas sinonimias de P. machrisii na revisao taxonémica realizada por
Zappi (1994) e posteriormente elevadas ao status de espécie novamente por Hunt et al.
(2006). Populagdes de P. machrisii da regidao de Cristalina-GO, Alto Paraiso de Goias-GO e de
Posse/Formosa-GO, foram originalmente descritas como P. cristalinensis (BRAUN; ESTEVES
PEREIRA, 1987a), P. lindaianus (BRAUN; ESTEVES PEREIRA, 1987b, 1988) e P. goianus
(BRAUN; ESTEVES PEREIRA 2002), respectivamente. Atualmente esses taxons sao
considerados sinonimias de P. machrisii (ZAPPl, 1994; TAYLOR; ZAPPI, 2004). Populaces
com ocorréncia na Cadeia do Espinhaco, nas localidades de Engenheiro Dolabela-MG e
Itamarandiba-MG foram inicialmente descritas como P. supthutianus (BRAUN; ESTEVES
PEREIRA, 1985) e P. werdermannianus subespécie densilanatus (RITTER, 1979),

respectivamente, e posteriormente sinonimizadas com P. qurisetus por Zappi (1994).

Dentre as caracteristicas compartilhadas pelo grupo destacam-se a ramificacdo de
claddédios na altura do solo, tamanho relativamente pequeno (raramente ultrapassando
3,5m), epiderme variando de verde escuro a verde-azulado e espinhos numerosos
diferenciados em centrais e radiais. As flores apresentam antese noturna e coloracdo bem
variada entre vermelho escuro, rosa e branco e sao polinizadas por morcegos e beija-flores.
Os frutos possuem coloracdo de vermelho-escuro a azulado e contém uma polpa funicular
esbranquicada ou avermelhada com sementes marrom-escuras ou pretas, as quais sdo
dispersas por passaros, morcegos e formigas (ZAPPI, 1994). Pilosocereus aureispinus
apresenta algumas caracteristicas peculiares em suas sementes como a forma alongada e
células da testa conicas que podem estar relacionadas a dispersdo por formigas, as quais sao
abundantes no Cerrado. O grupo P. AURISETUS também apresenta reproducdo clonal por
meio de fragmentos de cladddio que se destacam e originam um novo individuo por
brotamento. N3o existem relatos sobre ocorréncia de hibridizacdo nessas espécies e a
existéncia de flores auto-incompativeis foi observada em outras espécies do género

Pilosocereus (LOCATELLI et al., 1997; NASSAR et al., 1997).
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O grupo P. AURISETUS apresenta uma distribuicdo bastante disjunta e muitas vezes
restrita. As popula¢des ocorrem em elevadas altitudes, em enclaves de campos rupestres no
centro e leste do Brasil, principalmente associadas a afloramentos rochosos areniticos,

quartziticos ou de rocha calcdria.

Figura 1. Espécies que compdem o grupo PILOSOCEREUS AURISETUS. (A) P.
machrisii, (B) P. aurisetus, (C) P. vilaboensis, (D) P. parvus, (E) P. jauruensis, (F) P.
aureispinus, (G) P. bohlei e (H) P.pusillibaccatus.

A Unica ocorréncia de sobreposicdo de espécies acontece na localidade de Posse-GO,
onde estdo localizadas a espécie P. parvus e uma populacdo de P. machrisii. No entanto,
essas populacdes ocupam diferentes afloramentos rochosos, sendo possivel afirmar que as
espécies do grupo ndo ocorrem em simpatria, como foi observado em estudos de campo
anteriores (TAYLOR; ZAPPI 2004). Com base nesse cenario de distribuicdo, o padrdo de

especiacdo do grupo é considerado como predominantemente alopatrico (ZAPPI, 1994).

Em 2006, as espécies P. vilaboensis e P. parvus foram consideradas pela
INTERNATIONAL UNION FOR CONSERVATION OF NATURE - IUCN como vulnerdveis a
extincdo. P. aurisetus aurilanatus foi considerada em perigo de extin¢do pela IUCN (HUNT et
al.,, 2006) e também estd na lista oficial de espécies brasileiras ameacadas de extincdo
(BRASIL, 2008). Atualmente, a uUnica espécie encontrada na lista vermelha da IUCN é P.

aureispinus, categorizada como em deficiéncia de dados (INTERNATIONAL UNION FOR
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CONSERVATION OF NATURE, 2012). De fato, essa espécie bem como P. bohlei apresenta
uma distribuicdo muito restrita. A comprovagao da ocorréncia limitada dessas espécies
certamente acarretaria um status nas categorias de risco. O endemismo natural e a
vulnerabilidade ambiental a qual essas espécies estdo sujeitas, bem como algumas
atividades humanas como queimadas e producdo de carvao vegetal que ocorrem no norte

de Minas Gerais, devem influenciar o atual estado de conservag¢ao das mesmas.

A espécie P. machrisii é a mais amplamente distribuida do grupo, ocorrendo no norte
do estado de Sdo Paulo, sul de Minas Gerais, centro (Planalto Central), leste e norte de Goias
(Chapada dos Veadeiros) e oeste da Bahia. Pilosocereus aurisetus apresenta distribuicdo
restrita a regido da Cadeia do Espinhaco em Minas Gerais, sendo dividida em duas
subespécies: P. aqurisetus aurilanatus localizada no oeste da distribuicdo, no municipio de
Joaquim Felicio, e P. aurisetus aurisetus distribuida em grande parte da Cadeia do Espinhaco
no estado de Minas Gerais. A forma de P. aurisetus localizada no extremo leste da
distribuicdo (ltamarandiba) é reconhecida por alguns pesquisadores pelo epiteto P.
densilanatus, pois foi reconhecida como a espécie P. werdermannianus var. densilanatus no

passado (RITTER, 1979).

Pilosocereus jauruensis ocorre no centro e norte do estado de Mato Grosso do Sul ao
longo da Serra de Maracaju. Pilosocereus vilaboensis ocorre no centro de Goias, com poucas
populacdes conhecidas na Serra dos Pirineus e Serra Dourada. Pilosocereus aureispinus, P.
bohlei, P parvus e P. pusillibaccatos sao espécies microendémicas, possuindo uma ou poucas
populagdes muito préoximas. Pilosocereus aureispinus e P. bohlei ocorrem na regidao central
do estado da Bahia, P. parvus na divisa entre Goids e Bahia e P. pusillibaccatus no sul do
estado do Piaui (ZAPPI, 1994; HUNT et al., 2006). Localmente, essas espécies sdo distribuidas
em manchas de vegetacao xérica associadas a formacdes rochosas devido a descontinuidade

do seu habitat.

A distribuicdo disjunta das espécies do grupo P. AURISETUS pode ser resultado de
eventos de vicariancia relacionados a contracdo da distribuicdo das espécies no passado ou
de dispersdo a longa distancia e colonizacdao de novas areas adequadas. A primeira hipotese

resultaria em grande diferenciacdo populacional e auséncia ou grande restricdo de fluxo
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génico, enquanto que para a segunda hipdtese seria esperado pouca diferenciacdo

populacional e sinais de ocorréncia de fluxo génico.

No presente estudo, andlises filogenéticas e filogeograficas foram usadas para
entender as relagdes evolutivas entre as espécies, bem como os eventos biogeograficos e
demograficos que influenciaram o padrao atual de distribuicdo do grupo P. AURISETUS e,
possivelmente outros tdxons relacionados aos mesmos ambientes. A hipdtese de trabalho é
que a distribuicdo disjunta do grupo é um remanescente de uma distribuicdo mais ampla no

passado.



OBJETIVOS 10

2. OBJETIVOS

O objetivo inicial do presente projeto foi estudar a variabilidade genética e a
estrutura filogeografica da espécie P. machrisiil a partir de sequéncias nucleotidicas do
cpDNA. No entanto, o reconhecimento por estudos conduzidos pelo nosso grupo de
pesquisa sobre a estreita relacdo genética entre as espécies do grupo P. AURISETUS revelou
a necessidade de o presente trabalho envolver todas as espécies desse grupo taxonémico e
ndo apenas a espécie P. machrisii. As analises genéticas iniciais mostraram que todas as
espécies provavelmente compartilham uma histéria evolutiva comum e recente, refletindo
no compartilhamento de linhagens génicas. Dessa forma, os objetivos especificos do projeto
inicial foram ampliados para todas as espécies do grupo P. AURISETUS, com excecdo da
espécie P. pusillibaccatus, para a qual ndo houve amostra disponivel. Os objetivos
especificos desse estudo foram: (1) estudar a distribuicdo geografica das linhagens génicas
por meio da construcdo de uma rede de haplétipos; (2) verificar o nivel e o padrado de
distribuicdo da variacdo genética dentro e entre populacdes; (3) verificar sinais na variacdo
genética que indiqguem alteragdes histdricas na distribuicdo e conexdao das populacgdes, (4)

contribuir com dados a respeito do estado de conservacdo das espécies.
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3.MATERIAL E METODOS

3.1. Material bioldgico e extragao de DNA

As coletas necessdrias para esse trabalho foram realizadas no periodo de outubro de
2007 a julho de 2011, durante o desenvolvimento de um projeto mais amplo ao qual este
esta associado (“Estudo filogeografico do grupo de espécies relacionadas a P. AURISETUS
(Cactaceae) utilizando DNA microssatélite nuclear e sequéncias nucleotidicas do genoma do
cloroplasto”) realizado no laboratdrio de Diversidade Genética e Evolucdo da UFSCar-
Sorocaba. Foi estabelecida uma distancia minima de 10 metros entre os individuos coletados
a fim de se evitar a coleta de clones. A amostra proveniente de Campos Belos e algumas
amostras de Aurora do Tocantins e Alto Paraiso de Goias foram gentilmente cedidas pelo Sr.

Gerardus Hubertus Olsthoorn. As localidades de coleta sdo mostradas na figura 2.

2,500 m

2.000 m

1500 m

Oceano
Atlantico

1.000 m

500 m
@® P. machrisii
P. aurisetus aurisetus
P. aurisetus aurilanatus
P. vilaboensis

0m ® P. parvus
P. jauruensis
I } } } P. aureispinus
0tm P. bohlei

Figura 2. Mapa de elevac¢do do leste do Brasil indicando a localizagdo das populagdes
amostradas no presente estudo. Os cddigos das populagdes sdo mostrados na tabela 1.
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A identificacdo taxondmica das espécies foi realizada segundo as descricbes da
localizagdo geografica e das caracteristicas morfoldgicas, contidas nos trabalhos de Zappi
(1994) e Hunt et al. (2006), e confirmada por andlise de material fotografico pela Dra.
Daniela Zappi (National Parks Board, Gardens by the Bay and Singapore Botanic Gardens,

Singapore).

No total foram analisados 180 individuos provenientes de 13 popula¢des de P.
machrisii, 11 de P. aurisetus (incluindo as subespécies P. a. aurisetus e P. a. aurilanatus)
quatro de P. jauruensis, duas de P. vilaboensis e uma popula¢do das seguintes espécies:

P.aureispinus, P. bohlei e P. parvus (Tabela 1).

O DNA utilizado neste projeto foi extraido no Laboratério de Diversidade Genética e
Evolucdo a partir de maceracdao em nitrogénio liquido para rompimento da parede celular, e
o kit comercial Qiagen - Dneasy Plant Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany) com todas as

centrifugacdes em velocidade maxima (13.500 rpm).
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Tabela 1. PopulagGes das espécies do grupo P. aurisetus e numero de individuos analisados no trabalho

Espécie Localidade Codigo Data coleta Coordenadas Geograficas Altitude N

P. machrisii Brotas-SP BRO 13/10/2007 22°17'25.5"'S/47°57'57.9”" W 802m 5

Furnas-MG FUR  27/10/2007  70°38'53.45/46°19'16.4"W  789m 5

Delfinpolis-MG DEL  28/10/2007  50°21'44.5"S/46°44’59.4”W  1082m 8

Cristalina-GO CRI  16/12/2007  16°47°43.675/47°34'10.7°W  1126m 5

Altin6polis-SP FOR  30/08/2008  31°05'43.875/47°2003.2”W  780m 6

Formosa-GO FMs  07/01/2009  15°14'00.375/47°09'10.8"W  797m 6

Posse-GO pos  07/01/2009  14°15'16.775/46°21'49.2"W  794m 5

Alto Paraiso de Goias-GO 1 APA1  08/01/2009  14°13'34.375/47°29'15.2"W  1204m 10

Alto Paraiso de Goias-GO 2 APA2  01/06/2010  13°55'33.6”S/47°25'47.5"W  1461m 11

Uruacu-GO URU ~ 10/01/2009  14°3337.475/49°09'23.3"W  588m 6

Barreiras-BA BAR  01/02/2009  13°05'45.2"5/45°02’57.5"W  687m 5

Aurora do Tocantins-TO ART 30/05/2010 12°36’34.6”5/46°24°10.1”W 501m 10

Campos Belos-GO CAM Nov/2006 12°59’22.0”S/46°43’44.0"W 753m 1

P. aurisetus Joaquim Felicio-MG JFE 18/01/2008 17°41’25.5”’S/44°11’54.8"W 968m 5

Olhos D’Agua MG ODA  19/01/2008  17°26'19.8”5/43°37°20.5"W 724m 5

Mendanha-MG MEN  20/01/2008  18°07°08.1”S/42°32'11.7"W 859m 5

Presidente Kubitschek-MG PJIK  21/01/2008  18°37'52.4”S/43°33'04.3"W  1208m 5

Cardeal Mota-MG CMO  23/01/2008  19°16'01.4”S/43°30°57.4"W  1251m 5

Grdo Mogol-MG GMII  26/01/2010  16°19’59.2'S/43°07°48.0”W 917m 5

Itamarandiba-MG ITA  28/01/2010  18°00'07.0"'S/42°56'09.5”W  1034m 5

Cocais-MG CcOC  29/01/2010  19°52°43.8"5/43°27'52.3"W 867m 5

Engenheiro Dolabela-MG EDB2  12/07/2011  17°27°05.1”S/43°47°37.2"W 688m 5

Tromba D’Anta (Itamarandiba-MG) ~ TAT1 ~ 13/07/2011  18°01’00.6”’S/42°57°'49.5”W  1118m 5

Inhai-MG INA2  17/07/2011  17°58'47.2"'S/43°36'21.0”W 798m 2

P. jauruensis Aquidauana-MS AQU  17/09/2009  20°21'41.2’S/55°41'36.2"'W 292m 5
Rio Verde do Mato Grosso-MS RVE ~ 20/09/2009  18°50'27.6"5/54°59'29.9”'W 474m 5

Alcinépolis-MS ALC  21/09/2009  18°08'53.9’S/53°40°49.0"’W 605m 5

Coxim-MS$ cox 17/02/2011  18°30'36.0”S/ 54°45'00.0"W - 5

P.vilaboensis Pirendpolis—GO PIR  12/01/2009  15°48'24.4"S/48°50°46.0"W  1284m 6
Goias Velho -GO GOV 11/01/2009  16°00°04.1”5/50°03'03.3"W 765m 5

P.aureispinus Ibotirama—BA IBO 30/01/2009 12°05’21.0”S/43°09’28.5”W 502m 5
P. parvus Posse — GO POS3  07/01/2011  13°57'56.1"S/46°11'31.2"W 925m 4
P. bohlei Umburanas-BA UMB  11/01/2011 10°21'54.3"S5/41°11'46.6"W 960m 5
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3.2. Amplificagdo e sequenciamento de regides do genoma do cloroplasto

Foram realizadas reacbes de amplificacdo de trés regides do genoma do cloroplasto,
o espacador intergénico trnT-trnL e as porgdes 3’trnS-trnG e 5’trnS-trnG do espacgador trnS-
trnG (Figura 3). As PCRs para algumas populacdes de P. aurisetus, P. vilaboensis e P.
jauruensis foram realizadas por colaboradores do Laboratdrio de “Diversidade Genética e

Evolucdo”.

A regido trnT-trnL foi amplificada a partir de iniciadores desenvolvidos por Taberlet
et al. (1991) em um volume de 20 pl contendo 1X tampao de reacdo [100 mM Tris-HCI (pH
8,8), 500 mM KCl, 0,8% Nonidet P40], 3 mM de MgCl,, 200uM de cada dNTP, 0,1uM de cada
iniciador, 1,25U de Taq DNA polymerase (Fermentas, Burlington, Ontario, Canadd) e 1ul de
DNA (5-40ng). As regides 3’trnS-trnG e 5’trnS-trnG estdao contidas no espacador trnS-trnG e
apresentaram sobreposicao de 138 pb. Para a amplificagdao de 3’trnS-trnG foram utilizados
os iniciadores 5'trnG2S (SHAW et al., 2005) e SGFwd2 (BONATELLI et al., 2012) e, para 5°trnS-
trnG, os iniciadores trnS°Y (SHAW et al., 2005) e SGRev2 (BONATELLI et al., 2012). As
concentracdes dos reagentes foram as mesmas das utilizadas para trnT-trnL, com excec¢do do
MgCl, que foi usado a 1,5 mM e a Taq polymerase que foi usada com 1U. As condig¢Oes
fisicas das reacbes foram: Desnaturacdo inicial de 80°C por 5 min, 30-40 ciclos de
Desnaturagdo de 95°C por 1 min., Hibridizacdo de 50°C (trnT-trnL) e 62°C (3’trnS-trnG e
5’trnS-trnG) por 1 min e Extensdo de 65°C por 5 min, seguidos de Extensdo Final de 65°C por
5 min. Todas as amplificacdes foram realizadas em um termociclador Eppendorf

Mastercycler ® gradient (Eppendorf AG, Hamburg, Germany).
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Figura 3. Mapa de escala dos segmentos do genoma do cloroplasto e os primers utilizados no estudo com o
grupo P. AURISETUS (redesenhado a partir de WAKASUGI et al., 1998 e SHAW et al., 2005 com base no
genoma de Nicotiana). SSC e LSC sdo, respectivamente, as regiGes de cdpia Unica pequena e grande. IRa e
IRb sdo as regiGes invertidas do cpDNA. Todos os segmentos estudados estdo localizados na grande regido de
cOpia unica. Os numeros ao lado das regiGes indicam a posi¢do no genoma de Nicotiana.

Os produtos de PCR foram conferidos em gel de agarose 1,5% corado com brometo
de etidio e purificados com ExoSAP - IT ou illustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification kit
(GE Healthcare, Piscataway, New Jersey, USA). Foram sequenciadas as duas fitas de DNA
usando os mesmos iniciadores da amplificacdo. Os sequenciamentos foram realizados no
Centro de Estudos do Genoma Humano (CEGH — USP) e no Departamento de Tecnologia da
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias da Universidade Estadual Paulista (UNESP) -
Campus Jaboticabal com o sequenciador ABI PRISM 3730 DNA Analyzer (Applied Biosystems,
Foster City, California, USA) e o kit de sequenciamento Big Dye terminator 3.1 (Applied

Biosystems, Foster City, California, USA).

3.3. Analise da variagao nucleotidica

Os cromatogramas das duas fitas de DNA foram combinados no software

ChromasPro 1.5 (Technelysium Pty Ltd., Tewantin, Australia), permitindo a resolucdo de

inconsisténcias entre os cromatogramas. As sequéncias obtidas foram alinhadas a partir do
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software CLUSTALW (THOMPSON et al., 1994). VariacGes do tipo insercdo-delecdo (indels)
de mesmo tamanho e limites foram analisadas como um Unico evento mutacional e
convertidos em um sitio varidvel para os individuos que possuiam os indels, conforme Amico
e Nickrent (2009). As sequéncias das trés regides do cpDNA de cada individuo foram entdo
concatenadas para serem utilizadas nas analises. As analises da variagao nucleotidica foram
realizadas com o software DNAsp (ROZAS et al., 2003) a partir do qual foram calculados o
numero de sitios polimérficos, o nimero de hapldtipos (Nh), a variabilidade nucleotidica (),

o valor de theta por sequéncia (0) e a diversidade haplotipica (h) das espécies.

3.4. Filogenia do grupo P. AURISETUS

As relacdes filogenéticas entre os haplétipos foram estimadas a partir de uma arvore
de Maxima Verossimilhanca implementada no programa MEGA v4 (TAMURA et al., 2007),
usando a espécie Arrajadoa rhodantha (Cactaceae) como grupo externo. O modelo de
evolucdo mais adequado foi identificado pelo critério de AIC (Akaike Information Criterion) a
partir do software jModelTest 1.1 (POSADA, 2008). A arvore MV foi inferida usando o
algoritmo de busca heuristica CNI (Close-Neighbor-Interchange) e o modelo de evolucdo
General time-reversible com taxa de distribui¢do gama (GTR+G). O suporte de bootstrap dos
ramos foi estimado a partir de 5000 replicacGes. Inferéncias filogenéticas também foram
realizadas a partir de uma abordagem Bayesiana usando a Cadeia Markoviana de Monte
Carlo (MCMC), com o software BEAST v1.6.1 (DRUMMOND et al., 2010). Foram realizadas
duas corridas independentes com 10° geracgOes, as quais foram amostradas a cada 1000
geracOes. Os parametros utilizados foram o modelo de evolugdo GTR+G, selecionado pelo
jModelTest, com quatro categorias de gama e um relégio molecular relaxado. Apds a andlise,
25% das geragdes iniciais foram excluidas das andlises e as topologias remanescentes foram
usadas para estimar a credibilidade dos clados usando o programa TreeAnnotator,
encontrado no software BEAST. O suporte estatistico dos ramos foi determinado pela

probabilidade Bayesiana posterior.
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3.5. Rede de haplétipos e Nested Clade Phylogeographic Analysis (NCPA)

A relacdo entre os hapldtipos obtidos foi estimada a partir de uma rede de
parcimOnia estatistica construida com o software TCS 1.21 (CLEMENT et al., 2000) e as
conexdes estabelecidas com limite de 95%. As reticulacdes presentes foram resolvidas
segundo os critérios geografico e topoldgico descritos em Crandall e Templeton (1993). No
primeiro critério predominam as relacbes entre os hapldtipos originados pela mesma
populagdo, enquanto no segundo predominam as relagdes com os hapldtipos de interior, ou
seja, ha maior probabilidade dos hapldtipos estarem conectados a haplétipos centrais

(antigos) do que a haplétipos das extremidades (recentes).

As inferéncias filogeograficas foram estimadas a partir da Analise Filogeografica de
Clados Aninhados (Nested Clade Phylogeographic Analysis; TEMPLETON et al., 1995, 2004).
Para essa andlise foram excluidas as populacdes de P. jauruensis, P. bohlei e P. parvus,
devido a grande divergéncia entre essas espécies e as demais do grupo. A andlise NCPA é
baseada no aninhamento de clados definidos na rede de hapldtipos e na realizacdo de testes
estatisticos de associacdo entre os clados e sua distribuicdo geografica. O aninhamento dos
clados foi obtido a partir do agrupamento hierarquico dos haplétipos amostrados ou nao
amostrados (representados por pequenos circulos na rede de hapldtipos) segundo os
critérios de Templeton et al. (1987, 1995). Os agrupamentos formados foram definidos
como clados, os quais foram separados em niveis. Clados de primeiro nivel foram formados
por haplétipos, clados de segundo nivel foram formados por clados de primeiro nivel e assim
sucessivamente foram formados clados abrangentes, até toda a rede estar contida em um

Unico clado.

Os testes estatisticos de associacdo entre clados e distribuicdao geografica foram
realizados por meio dos indices de distancia do clado (Dc) e de distancia de agrupamento
(Dn). O primeiro mede a amplitude da distribuicdo geografica de cada haplétipo e o
segundo, a distancia média de um hapldétipo em relagdo ao centro geografico de outros
haplétipos que sdo relacionados evolutivamente, ou seja, compartilham um mesmo clado
em um nivel de agrupamento superior. Os indices Dc e Dn bem como sua significancia foram

calculados com o programa GeoDis 2.6 com 5000 permutacdes (POSADA et al.,, 2000),
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partindo da hipdtese nula de que os hapldtipos estao distribuidos aleatoriamente ao longo
das localidades (POSADA et al., 2000). Para a interpretacao dos resultados e identificacao
dos eventos histdricos envolvidos nos padrées observados foi utilizada uma chave de
inferéncias descrita em Templeton et al. (1995, 2004) segundo a versao 2011 encontrada no
programa GeoDis 2.6 (disponivel em: http://darwin.uvigo.es/software/geodis.html). Essa
versao da chave de inferéncias é mais conservadora do que as anteriores por implementar a
correcdao de multiplos testes de Dunn-Sidak. Dessa forma, os resultados foram considerados
significativos ao nivel de 5% quando a probabilidade de ocorréncia foi menor que o valor

critico de 0,0170.

3.6. Mismatch distribution e testes de neutralidade

A histdria demografica do grupo P. AURISETUS foi inferida a partir de uma andlise de
Mismatch distribution (ROGERS; HARPENDING, 1992) utilizando o modelo de expansao
espacial das populacdes com 1000 replicacbes. As espécies P. jauruensis, P. aureispinus e P.
bohlei foram excluidas por apresentarem muitas diferencas em relacdo as demais. Essa
analise permite a identificacdo de alteracbes demogréficas nas populacdes a partir do
nimero médio de diferencas par a par entre as sequéncias de DNA dos individuos.
Populagdes em equilibrio demografico apresentam um padrao grafico multimodal, enquanto
gue populacdes que sofreram expansdo recente devem apresentar uma distribuicdo
unimodal (ROGERS; HARPENDING, 1992). A significancia da analise foi obtida pelo teste SSD

(Sum of Squared Differences).

Testes de neutralidade de Fs (FU, 1997) e D (TAJIMA, 1989) também foram utilizados
para testar o equilibrio populacional. O teste D (TAJIMA, 1989) compara duas estimativas
independentes a partir do parametro de mutacdo 6 (6=2Neu). A primeira estimativa
corresponde ao numero de sitios polimérficos, enquanto a segunda estimativa corresponde
a média da distribuicdo dos pares de diferencas entre as sequéncias. Segundo Tajima (1989),
a diferenca (D) entre essas estimativas pode detectar desvios da neutralidade, sendo que
valores negativos sugerem selecdo positiva (efeito carona), negativa ou expansao

populacional. O teste Fs (FU, 1997) compara o niumero de alelos observados com o nimero
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de alelos esperados em uma amostra aleatdria, permitindo a identificacdo de alelos raros,
ou seja, mutagdes recentes. Valores de Fs tendem a ser negativos mediante um excesso de
mutacdes recentes, indicando expansao populacional. Essas andlises foram realizadas com o

software Arlequin ver. 3.11 (EXCOFFIER et al., 2005).

3.7. Estruturagao populacional

A existéncia de estruturacdo genética dentro do grupo P. AURISETUS foi estimada a
partir de uma analise espacial da varidncia molecular implementada no programa SAMOVA
1.0 (DUPANLOUP et al., 2002). Esta analise agrupa populacdes geograficamente
homogéneas e altamente diferentes dos demais grupos, a partir de uma definicdo a priori do
numero de grupos (K) e de uma analise de variancia molecular (AMOVA), resultando em
valores de Fst, Fsc € Fcr (EXCOFFIER et al., 1992). A partir da comparagdo dos valores de Fcr
(o nivel de diferenciacdo entre grupos) e Fsc (o nivel de diferenciacdo dentro dos grupos) é
possivel identificar um numero 6timo de agrupamentos. Foram realizados testes de
SAMOVA com valores de k variando entre dois e 32 utilizando 100 simulacdes com a
finalidade de observar os diferentes agrupamentos possiveis e identificar grupos nos quais
os valores de Fcr fossem maiores que os de Fsc. Para a espécie P. machrisii foi realizada uma
AMOVA a partir dos clados regionais de haplétipos identificados na anadlise filogenética e na
rede de haplétipos. Esta analise foi realizada no programa Arlequin ver. 3.11 (EXCOFFIER et
al., 2005) utilizando 1000 replicacdes e o método de distancia pareada dos hapldtipos

(“pairwise differences”).
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4. RESULTADOS

4.1. Analise da variagao nucleotidica

Os alinhamentos dos espagadores intergénicos trnT-trnL, 3’trnS-trnG e 5°trnS-trnG
geraram 311 pb, 690 pb, 612 pb, respectivamente, totalizando um segmento concatenado
de 1475 pb. Quando todos os 180 individuos de todas as espécies foram comparados 46
sitios variaveis foram encontrados, 43 com duas variantes e trés com trés variantes.
Também foram observados 15 indels, dos quais trés repeticdes mononucleotidicas foram
excluidas das analises devido a ambigliidade dos dados e 10 indels foram considerados

parcimoniosamente informativos (Tabela 2).

Tabela 2. Caracteriza¢do da variagdo nucleotidica dos espagadores plastidiais trnT-trnL, 3’trnS-trnG e 5’trnS-trnG para as
espécies do grupo P. AURISETUS. Numero de sequéncias analisadas (N), nimero de populagdes analisadas (p), nimero de
haplétipos (Nh), haplétipos observados (Hap), nimero de substitui¢des (S), nimero de indels (1), variabilidade nucleotidica
(m), diversidade haplotipica (h), theta por sequéncia (0) e nivel taxonGmico da variagdo sdo indicados (Nt).

N/p Nh Hap S | T h 0 Nt

P. machrisii 83/13 9 H4-H12 9 2 0,00242 0,860 2,204 Pw, Pa
P. aurisetus 52/11 3 H1-H3 5 1 0,00091 0,336 1,328 Pa

P. vilaboensis 11/2 4 H16-H19 4 2 0,00173 0,709 2,049 Pw, Pa
P. jauruensis 20/4 2 H20, H21 1 0 0,00027 0,395 0,282 Pa
P. aureispinus 5/1 2 H14, H15 2 0 0,00054 0,400 0,960 Pw
P. parvus 4/1 1 H13 0 0 0 0 0 _
P. bohlei 5/1 2 H22, H23 2 0 0,00054 0,400 0,960 Pw

Pw: variagdo dentro da populagdo; Pa: variagdo entre populagGes

A maior parte da varia¢do nucleotidica foi encontrada no nivel interespecifico. Dentre
a variacdo nucleotidica intraespecifica observada estdo nove substituicdes e dois indels (10
pb e 30 pb) em P. machrisii, cinco substituicdes e um indel (10 pb) em P. aurisetus, quatro
substituicOes e dois indels (1 pb) em P. vilaboensis, uma substituicdo em P. jauruensis, duas

substituicdes em P. aureispinus e duas substituicdes em P. bohlei.
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No total foram observados 23 haplétipos (Tabela 3), nove em P. machrisii, trés em P.
aurisetus, quatro em P. vilaboensis, dois em P. jauruensis, P. aureispinus e P. bohlei e apenas
um em P. parvus. Variacao dentro de populacdes foi identificada apenas nas populacdes ART
de P. machrisii, GOV e PIR de P. vilaboensis, IBO de P. aureispinus e UMB de P. bohlei (Tabela
2).

No geral as espécies apresentaram baixa variabilidade nucleotidica e diversidade
haplotipica (m=0,00027 a 0,00242, h=0,336 a 0,860). Pilosocereus machrisii, a espécie mais
amplamente distribuida do grupo e, consequentemente, a mais amostrada em nimero de
populacdes, apresentou maior variabilidade genética (n=0,00242 e h=0,860). No entanto,
um aumento no numero de populagdes amostradas nao conferiu necessariamente um
aumento na variabilidade observada. Pilosocereus vilaboensis, por exemplo, com apenas
duas popula¢des analisadas apresentou valores de variabilidade superiores aos de P.
aurisetus (h=0,336), espécie amostrada para 11 populacdes. A diversidade haplotipica
observada para P. aurisetus também foi menor do que o observado para espécies com
distribuicdo bastante restrita, limitadas a uma populacdo (P. aureispinus, P. parvus e P.

bohlei, h=0,400).
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Tabela 3. Descrigdo dos hapldétipos encontrados nas populagdes analisadas. Indels sdo indicados por nimeros que representam o tamanho do indel em pares de base
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4.2. Analises Filogenéticas

As arvores ML e Bayesiana apresentaram topologias semelhantes, sendo que foram
observados padrdes monofiléticos apenas para os haplétipos das espécies mais divergentes
(Figura 4). Nas duas andlises os haplotipos das espécies P. bohlei e P. aureispinus se

mostraram os mais divergentes do grupo.

A existéncia de dois clados envolvendo os haplétipos de P. machrisii foi bem
suportada, concordando parcialmente com a distribuicdo geografica da espécie (norte e
centro-sul), com excecdo de hapldtipos encontrados em ART (H8), URU (H9) e APA2 (H9), os
quais ndo apresentaram relacao filogenética bem resolvida com os demais hapldtipos do
grupo. A relacdo estreita entre os haplétipos de APA1 (H5) e CRI/FMS (H4) também foi bem
suportada. Os haplétipos encontrados para P. vilaboensis foram agrupados em dois clados

distintos de acordo com a populag¢do de ocorréncia.

A principal discordancia observada entre as topologias geradas foi a posicdo dos
haplétipos de P. jauruensis. A arvore ML agrupou esses hapldtipos em um ramo bem
divergente, mas com baixo suporte, dentro de um clado envolvendo haplétipos de P.
machrisii. A arvore Bayesiana, por sua vez, agrupou os hapldtipos de P. jauruensis em um
clado com alto suporte juntamente com haplétipos de P. aurisetus (Figura 4). Além disso, na
topologia Bayesiana os haplotipos H2 e H3 de P. aurisetus definiram um clado, enquanto na

arvore de ML essa relagdo apresentou um baixo suporte.
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Figura 4. Relagdes filogenéticas entre as espécies do grupo P. AURISETUS inferidas a partir de uma anadlise Bayesiana e Maxima Verossimilhanga (insert box) utilizando sequéncias do
cpDNA. A espécie de Cactaceae Arrajadoa rhodantha foi utilizada como grupo externo. Os indices dos nds representam os valores de probabilidade posterior na arvore Bayesiana e os
valores de bootstrap (>50%) na arvore de Maxima Verossimilhanga.
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4.3. Relagao entre os haplétipos e Inferéncias Filogeograficas

A relacdo entre os hapldtipos revelou que o haplétipo H3 foi o mais frequente no
grupo, sendo o unico haplétipo encontrado em nove populagdes de P. aurisetus da regidao da
Cadeia do Espinhaco em Minas Gerais (ODA, MEN, PJK, CMO, ITA, COC, EDB2, TAT1 e INA2).
O hapldétipo mais interno (H1), o qual foi considerado o mais antigo do grupo, foi encontrado
na populacdao GMII de P. aurisetus. Este haplétipo esta relacionado a outros onze haplétipos
do grupo com um numero maximo de quatro passos mutacionais, com excecdo de P.
aureispinus e P. bohlei que estdo separados por dez e 26 mutagdes distintivas,

respectivamente (Figura 5).

A maior parte das populacdes analisadas apresentou hapldtipos Unicos e exclusivos.
Apenas as populagdes de ART (P. machrisii), PIR e GOV (P. vilaboensis), IBO (P. aureispinus) e
UMB (P. bohlei) apresentaram dois haplétipos. Compartilhamento de haplétipos foi
observado entre algumas populacbes de P. machrisii: BRO, DEL e FOR (H6), CRI e FMS (H4),
URU e APA2 (H9) POS e CAM (H10) e entre as populagdes AQU, RVE e COX (H20) de P.
jauruensis. Nao foi observado compartilhamento de haplétipos entre espécies. A distancia

geografica das populagdes que compartilharam haplétipos variou de 101 km a 32 km.



RESULTADOS 26

Nivel 1
Nivel 2
Nivel 3
Nivel 4

O P. machrisii
@ P. a. aurisetus
@ P. a. aurilanatus
O P. parvus
@ P. vilaboensis
@ P jauruensis
) @ P. aureispinus
His @ P. bohlei

[1-10:

O

H22

S

O
A4

mmmmmmmm— e ——————

H23

© o

Figura 5. Rede de haplétipos elaborada a partir do segmento concatenado das regides tnT-trnL, 3’trnS-trnG e

5’trnS-trnG (1475pb). O tamanho dos circulos é proporcional a frequéncia dos haplétipos na amostra. Os

numeros entre parénteses indicam o numero de individuos portadores do haplétipo. Os pequenos circulos

vazios indicam haplétipos ndo observados e o nimero dentro deles a quantidade desses haplétipos. A linha

entre os hapldtipos representa um Unico passo mutacional. As cores representam as diferentes espécies,

conforme legenda ao lado. Os ramos em cinza representam relagées fora do limite de 95% de parcimOnia. A

figura também mostra os quatro niveis hierarquicos dos clados definidos na analise NCPA. Linhas pontilhadas

indicam clados com resultados ndo significativos segundo a NCPA. Os cddigos de localidades sdo os mesmos

apresentados na Tabela 1.
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Os haplétipos de P. machrisii foram separados em dois clados que concordaram
parcialmente com a distribuicdo geografica da espécie. Em um clado foram agrupadas a
populacdo da Bahia (BAR) e as popula¢des do norte de Goias e sul do Tocantins. O outro
clado foi formado por populagdes do leste de Goids, sul de Minas Gerais e Sdo Paulo. Dessa
forma definiu-se um haplogrupo norte (POS, CAM, BAR, URU, APA2 e ART) e um haplogrupo
centro-sul (CRI, FMS, APA1, FUR, BRO, DEL, FOR e ART) com sobreposicdo na regido de
Aurora do Tocantins e Alto Paraiso de Goias. O haplétipo mais frequente na populagdao ART
(H8) foi também o mais divergente dentro da espécie P. machrisii e se mostrou mais

relacionado aos haplétipos de distribuicdo sul (Figura 5).

Os haplétipos com maior divergéncia em relagcdo ao conjunto de hapldtipos foram
encontrados em P. jauruensis (H20 e H21), P. aureispinus (H14 e H15) e P. bohlei (H22 e
H23). Apesar da grande distancia genética, os haplétipos de P. jauruensis se mostraram mais
relacionados aos haplétipos H18 e H19 de P. vilaboensis (seis passos mutacionais de
diferenca) do que aos demais haplétipos do grupo, sugerindo que popula¢des de P.

jauruensis se originaram a partir de populag¢des de P. vilaboensis.

Os trés hapldtipos encontrados para P. aurisetus, estdo ligados por quatro passos
mutacionais. Dentre eles foi encontrado um haplétipo exclusivo (H2) da subespécie P.
aurisetus aurilanatus (JFE). O grande compartilhamento de hapldtipos entre as populagdes
da Cadeia do Espinhago envolveu populacdes definidas como pertencentes a subespécie P.
aurisetus aurisetus. Dentre elas estdo as populacdes ITA e EDB2, as quais ja foram
classificadas como espécies diferentes: P. werdermannianus densilanatus (RITTER, 1979) e P.
supthutianus (BRAUN; ESTEVES PEREIRA, 1985), respectivamente. Atualmente a populacdo
ITA continua sendo reconhecida como uma forma diferenciada de P. aurisetus (subespécie

informal P. a. densilanatus).

Foram encontrados dois haplétipos para cada populacdo de P. vilaboensis (GOV=H16
e H17, PIR=H18 e H19), os quais ndo se relacionaram diretamente. Esses hapldtipos se

mostraram mais proximos a haplétipos de P. machrisii (H9) e P parvus (H13) do que entre si.

A rede de hapldtipos obtida, excluindo-se os haplétipos mais divergentes (H14, H15,

H20, H21, H22 e H23) foi utilizada para a realizacdo da andlise NCPA (Figura 5). Nove clados
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definidos a partir da rede de hapldtipos mostraram associacdo geografica significativa
conforme apontado pelos valores de qui-quadrado, Dc e Dn (APENDICE 1). No entanto dois

desses clados apresentaram resultados inconclusivos (Tabela 4).

Para os clados 1-2 e 1-8, os quais sdo formados por haplétipos de populacdes de P.
machrisii que ocorrem ao longo da maior parte da distribuicdo da espécie, foram detectados
trés possiveis eventos para explicar o padrao filogeografico observado: expansao contigua,
colonizacdo a longa distdncia ou fragmentacdo passada. A inferéncia sobre o evento de
expansdo esta relacionada aos valores de Dc significativamente pequenos nos haplétipos de
interior que compdem esses clados. De acordo com as relagdes genealdgicas dos haplotipos
e sua distribuicdao geografica é possivel inferir a direcdo dos eventos de expansdo, os quais
provavelmente se originaram a partir de populacdes do norte e leste do estado de Goias
(Planalto Central) em dire¢cdo ao oeste da Bahia e ao sul, na divisa entre Minas Gerais e Sdo

Paulo (Figura 6).

Os eventos de coloniza¢do a longa distancia e fragmentacao passada foram inferidos
devido ao fato dos haplétipos 5 (clado 1-8) e 11 (clado 1-2) apresentarem valores
significativamente altos de Dn e estarem separados dos demais haplétipos por areas que

nao foram amostradas.

Tabela 4. Inferéncias filogeograficas dos clados com associacdo geografica significativa na analise NCPA

Clado Percurso na Chave de inferéncias (TEMPLETON et al. 1995, 2004) para identificacdo de
eventos demograficos

1-2 1-19-20-2-11 (Sim): Expansdo — 12-13-14 (Sim): Amostragem inadequada para distinguir
entre Expansdo Contigua, Colonizagdo a longa distancia ou Fragmentag¢do passada

1-8 1-19-20-2-11 (Sim): Expansdo — 12-13-14 (Sim): Amostragem inadequada para distinguir
entre Expansdo Contigua, Colonizagdo a longa distancia ou Fragmentag¢do passada

1-11 1-19-20-2-9-11(Sim): Expansdo — 12-13-21 (N&o): Amostragem inadequada para

distinguir entre coloniza¢do a longa distancia e expansdo gradual passada seguida de
fragmentacdo ou ampla distribuicdo seguida de extingdo em areas intermediarias.

2-1 1-19-20 (N&o): Inconclusivo devido a amostragem inadequada

2-3 1-2-3-5-6-7 (Sim): Fluxo génico restrito com alguma dispersdo a longa distancia

24 1-19 (N&o): Fragmentagdo alopatrica

3-1 1-19-20 (N&o): Inconclusivo. Amostragem inadequada

3-2 1-19-20-2-11 (Sim): Expansdo — 12-13 (Sim): Colonizagdo a longa distancia, Expansdo

passada, ampla distribuicdo seguida de extingdo em areas intermediarias ou
fragmentagdo seguida de expansdo - 21 (N3o): Expansdo gradual passada seguida de
fragmentacdo ou ampla distribuicdo seguida de extingdo em areas intermediarias.

4-1 1-2: Inconclusivo. I-T ndo pode ser determinado.
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Figura 6. Mapa do leste do Brasil mostrando a distribuicdo das populagdes
contidas nos clados 1-2 (azul) e 1-8 (preto) e os possiveis eventos de expansdo
detectados pela NCPA. As setas indicam a diregdo das expansdes.

Eventos de colonizacdo a longa distancia e expansado gradual passada seguida de
fragmentacdo ou ampla distribuicdo seguida de extincdo em dreas intermedidrias foram
propostos para o clado 1-11 (Figura 7), composto por hapldtipos de P. machrisii e P. parvus
do norte de Goias e P. aurisetus de Grao Mogol — MG. Esse resultado foi inferido devido aos
baixos valores de Dc para os haplétipos de extremidade e aos valores de Dn ndo
significativos para o haplétipo de interior, juntamente com a ocorréncia de pouca
sobreposicdo geografica dentro do clado. Os eventos de fragmentacdo e de isolamento por
distancia ndo puderam ser distinguidos, pois foi considerada a possibilidade da ocorréncia

das espécies em dareas intermediarias ndo amostradas.

Os eventos de expansao foram propostos devido a existéncia de haplétipos internos
com valores de Dc significativamente pequenos nesse clado. A expansao inferida para o
clado 1.11 concorda com o possivel evento de expansao que deu origem a todas as
linhagens do grupo P. AURISETUS, uma vez que esse clado abriga o haplétipo mais interno
de toda genealogia (H1). Dessa forma, os eventos de expansdo provavelmente ocorreram a

partir de populagcdes do norte do estado de Minas Gerais. Além disso, o haplétipo |
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apresentou altos valores de Dn e estd separado dos demais haplétipos relacionados por
areas que foram amostradas, mas que apresentaram haplétipos aninhados em outros
clados. Esse resultado sugere a ocorréncia de eventos de colonizacdo a longa distancia,
extincdo em dreas intermedidrias de uma distribuicdo mais ampla no passado ou

fragmentacdo seguida de expansao.

O resultado para o clado 2-1 foi inconclusivo devido a amostragem inadequada, uma

vez que a espécie P. machrisii pode estar presente em areas intermediarias ndo amostradas.
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Figura 7. Mapa do leste do Brasil mostrando a distribuicdo das populagdes
contidas no clado 1-11 e os possiveis eventos de expansao e fragmentacdo
detectados pela NCPA. As setas indicam a dire¢do das expansdes. Linhas
vermelhas representam possiveis eventos de fragmentacdo detectados pela
NCPA.

O clado 2-3 (composto por haplétipos de populacdes de P. machrisii, P. aurisetus, P.
vilaboensis e P. parvus), apresentou padrdes possivelmente originados por fluxo génico
restrito, acompanhado de alguma dispersao a longa distancia (Figura 8). Esse resultado é
decorrente dos valores significantemente altos de Dn para o clado 1-5 que estd separado
dos demais clados relacionados por areas amostradas, mas que ndo apresentaram

hapldtipos no clado 2-3.
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Figura 8. Mapa do leste do Brasil mostrando a distribuicdo das populagdes
contidas no clado 2-3.

Para o clado 2-4, composto por haplétipos de P. aurisetus (Figura 9), foi proposto um
padrdo de fragmentacdo alopatrica evidenciado pela distancia de quatro mutacdes entre os
clados 1-3 (P. aurisetus aurilanatus) e 1-6 (P. aurisetus aurisetus). Apesar do resultado para o
clado 3-1 ser inconclusivo devido a amostragem inadequada, a distancia genética entre os
hapldtipos do clado 2-3 e 2-4 (quatro mutagdes distintivas) também sugere a ocorréncia de

fragmentacdo alopatrica.
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Figura 9. Mapa do leste do Brasil mostrando a distribuicdo das populagdes
contidas no clado 2-4. Linhas vermelhas representam possiveis eventos de
fragmentagdo detectados pela NCPA.

Para o clado 3-2, composto exclusivamente por popula¢des de P. machrisii (Figura
10), foram propostos eventos de expansdo gradual passada, extincio em areas
intermediarias de uma distribuicdo mais ampla no passado ou fragmentacdo seguida de
expansdo. Esse resultado foi observado devido a existéncia de haplétipos internos no clado
3-2 com valores de Dc significativamente pequenos. Além disso, o clado 2-2 apresentou altos
valores de Dn e esta separado dos demais haplotipos relacionados por areas que foram
amostradas, mas que ndo apresentaram haplétipos no clado 3-2. A expansao detectada para
o clado 3-2, estd relacionada a expansdo a partir de populacdes do Planalto Central
observada para o clado 1-8, uma vez que o clado 3-2 aloca o clado 1-8 e outros dois

haplétipos de P. machrisii.
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Figura 10. Mapa do leste do Brasil mostrando a distribuicdao das populagdes
contidas no clado 3-2 e os possiveis eventos de expansao detectados pela
NCPA. As setas indicam a dire¢do das expansdes.

4.4. Mismatch distribution e testes de neutralidade

O padrdo de distribuicdo observado na andlise de Mismatch distribution para as
espécies do grupo P. AURISETUS com excecdo das mais divergentes (P. aureispinus, P. bohlei
e P. jauruensis) foi representado por uma curva unimodal (Figura 11A). Embora esse
resultado seja esperado quando as populagbes experimentaram um evento de expansao, foi
verificado um desvio significativo entre a curva observada e a curva simulada para uma
populacdo que sofreu expansao espacial (SSD = 0,039; Pssp = 0,043). Quando essa mesma
analise foi realizada com um numero igual de individuos (cinco) para as populagbes, com
excecdo das populacdes de CAM, INA e POS3 as quais possuiam menos amostras disponiveis,
a curva observada ndo desviou significativamente da curva esperada sob um cendrio de
expansdo (SSD = 0,033; Pssp = 0,114). Este segundo resultado sugere que a falha na deteccao
de expansdo populacional sobre o conjunto de hapldtipos mais relacionados do grupo P.
AURISETUS pode ter sido simplesmente causada pela inclusdao de tamanhos amostrais muito

diferentes na analise.
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Sinais de expansado também foram identificados para os clados 1-8 (SSD = 0,048; Pssp=
0,162, Figura 11C) e 1-2 (SSD = 0,041; Pssp = 0,034; Figura 11B). No entanto, para o clado 1-2
os dados observados desviaram significativamente do modelo de expansdo. Esse resultado
provavelmente esta relacionado ao baixo poder estatistico da analise, decorrente da baixa

variacdo observada entre os haplétipos envolvidos.

Apesar dos resultados para o clado 3-2 ndo terem desviado significativamente do
modelo de expansdo (SSD = 0,020; Pssp = 0,275), a curva obtida apresentou um padrao
multimodal, contrariando a hipdtese de expansdo. No entanto, esse resultado pode ser
encontrado em popula¢gdes que expandiram ha um espaco de tempo suficientemente
grande que permitiu a diversificacdo de linhagens apds a expansdo. Um resultado que apoia

esta possibilidade foi a inferéncia de expansdo passada para esse clado na andlise NCPA.

Os resultados para os testes de neutralidade D (TAJIMA, 1989) e Fs (FU, 1997), por

sua vez, ndo foram significativos para nenhum dos agrupamentos testados.
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Figura 11. Curvas geradas pela analise Mismatch distribution da distribuicdo do numero de
diferencas entre pares de sequéncias para (A) Grupo P. AURISETUS excluindo as espécies mais
divergentes e os clados (B) 1-2, (C) 1-8 e (D) 3-2 definidos na NCPA. Linhas continuas
representam a distribuicio das diferencas observadas enquanto linhas pontilhadas
representam a distribuicdo esperada segundo o modelo de expansdo espacial.
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4.5, Estruturagao populacional

A analise de SAMOVA foi realizada para identificar os niveis de estruturacdo genética
associada a distribuicdo geografica das populagdes. Essa andlise identificou claramente que
um aumento no valor de k resultou em um aumento no valor de F¢t, 0 qual se estabilizou a

partir de um valor de k= 20 (Figura 12).
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Figura 12. Representacdo grafica dos valores de F.; e Fsc para os diferentes nimeros de agrupamentos (k)
definidos na analise SAMOVA

O numero de grupos que melhor explicou a estruturacdao das populagdes foi 11,
valor no qual a diferenciacdo entre grupos superou a diferenciacdo dentro dos grupos.
Segundo a configuracdo proposta por esses agrupamentos a espécie P. machrisii foi
separada em um grupo para a distribuicdo sul: (BRO DEL FOR e FUR), um grupo central: (CRI
FMS APA1) e dois grupos para a distribuicdo norte: (ART) (POS CAM URU BAR APA2 GMII
POS3) sendo que este ultimo agrupamento incluiu a populacdo GMII de P. aqurisetus e a
populacdo POS3 de P. parvus (Figura 13). As demais populacbes de P. aurisetus formaram
dois grupos: (ODA MEN PJK CMO ITA COC EDB2 TAT1 INA2) e (JFE) localizados a leste e a
oeste da Cadeia do Espinhaco, respectivamente. A espécie P. jauruensis formou um Unico
grupo (AQU RVE COX e ALC). As duas populacdes de P. vilaboensis foram definidas em
grupos isolados: (PIR) e (GOV), bem como as espécies P. aureispinus (IBO) e P. bohlei (UMB).

Este resultado mostra uma grande estruturacao das espécies a nivel populacional,
uma vez que a condicdo de estabilidade dos valores de Fcr somente foi atingida com a

formac3o de um nimero elevado de grupos (APENDICE 2), ou seja, os valores de Fcr somente
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se estabilizaram quando os grupos foram formados por um menor nimero de popula¢des ou
por populagdes isoladas. Além disso, apesar da diferenciagdo observada entre os 11 grupos
identificados ser grande, a estruturacdo dentro dos grupos permaneceu elevada (Fsc=0.859).
Todos os valores Fcre Fsc observados foram significativos (P<0,01).

Para a espécie P. machrisii a AMOVA envolvendo os dois clados identificados na
andlise filogenética resultou em uma divergéncia entre grupos de 73,37% e dentro de grupos
de 23,63%. Para os haplogrupos norte e centro-sul identificados na rede de hapldtipos, a
divergéncia entre grupos foi menor, 61,40% e, consequentemente, maior dentro dos grupos
38,60% do que a observada segundo os agrupamentos da arvore filogenética. Esse resultado
é decorrente da existéncia de haplétipos divergentes nas populacdes ART (haplogrupo norte
e centro-sul), APA2 e URU (haplogrupo norte) que ndo foram agrupados nos clados
filogenéticos por ndo apresentarem relacdo filogenética bem suportada com os demais
hapldtipos do grupo. Apesar disso, esses agrupamentos demonstraram uma clara

estruturacdo regional de P. machrisii em dois grupos.
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Figura 13. Mapa do leste do Brasil mostrando os agrupamentos gerados na analise
SAMOVA.
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5. DISCUSSAO

5.1. Variabilidade do cpDNA e Analises Filogenéticas

A maior parte da variagao intraespecifica observada no presente estudo se refere a
diferencas entre popula¢des, pois um pequeno nuimero de populagdes apresentou
variabilidade intrapopulacional (ART, GOV, PIR, IBO e UMB). Algumas espécies como P.
aurisetus, P. jauruensis e P. parvus nao apresentaram variacdao dentro de populagdes. Esse
nivel de variagdo em marcadores plastidiais € comumente observado em espécies
neotropicais com distribuicdo descontinua como bromélias, cactos e Petunia (Solanaceae)
(BARBARA et al., 2008; HELSEN et al., 2009; LORENZ-LEMKE et al., 2010). Espécies com
distribuicdo bastante fragmentada comumente apresentam baixos niveis de variacdo
genética dentro de populacdes e grande diferenciacdo populacional (YOUNG et al., 1996;
JUMP; PENUELAS, 2006; ARTYUOKOVA et al., 2009), provavelmente um efeito do tamanho
populacional reduzido e do limitado movimento de sementes entre populacdes. Nesse
sentido, as espécies de Pilosocereus aqui estudadas se mostraram muito estruturadas no
nivel populacional, apresentando, na maior parte dos casos, um Unico hapldtipo por

populacao.

Os valores de diversidade nucleotidica e haplotipica encontrados foram equivalentes
aos observados para regidoes do cpDNA (ARTYUOKOVA et al.,, 2009; NOVAES et al., 2010)
para espécies com distribuicdo bastante fragmentada como Microbiota decussata
(Cupressaceae), endémica das montanhas Sikhote-Alin da Russia e espécies com distribuicao
mais ampla associadas a areas secas como Plathymenia reticulata, de ocorréncia no Cerrado
e na Mata Atlantica (NOVAES et al., 2010). Por outro lado, os valores sdo inferiores aos
encontrados para espécies com distribuicdo descontinua no Cerrado como Hymenaea

stigonocarpa (RAMOS et al., 2007) e Lychnophora ericoides (COLLEVATTI et al., 2009).

Apesar da grande estruturacdao populacional do cpDNA ser uma observacdo comum
em estudos filogeograficos (BARBARA et al., 2008; RAMOS et al., 2009; LORENZ-LEMKE et al.,
2010), a estruturacdo encontrada nas espécies do grupo P. AURISETUS parece estar bastante

relacionada ao padrdo de distribuicdo e a histdria de diversificacdo recente do grupo.
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Algumas observacdes como a ocorréncia de varias populacdes com baixa variabilidade,
elevada divergéncia entre hapldtipos da mesma espécie e a similaridade de haplétipos de
diferentes espécies corroboram essa afirmacdo. Além disso, as regides do cpDNA utilizadas
nesse estudo estdao entre as mais utilizadas em estudos filogeograficos de angiospermas e
foram as regiGes mais varidveis entre oito regidoes analisadas até o momento para o grupo de

espécies estudado (BONATELLI et al., 2012).

No grupo P. AURISETUS a auséncia de monofilia para a maior parte das espécies deve
estar relacionada a diversificagdo recente no grupo a qual ainda ndo permitiu que as
espécies atingissem a condicdo de monofilia reciproca. No entanto os clados observados
concordam parcialmente com a distribuicdo geografica das populagées, mostrando que
alguns sinais genéticos dessa histéria de diversificacdo recente ja foram incorporados a
variacdo observada. Dois clados envolvendo apenas populagdes de P. machrisii foram bem
suportados, sugerindo um maior tempo de isolamento entre essas populagdes. O primeiro
clado foi formado por quatro populagées da distribuicdo norte da espécie (POS, CAM, ART e
BAR) e o segundo por sete popula¢des da distribuicdo centro-sul (APA1, CRI, FMS, BRO, DEL,
FOR e FUR). Devido a maior relacdo evolutiva observada entre as populacdes do leste de
Goids e as populagdes do sul de Minas Gerais e norte de S3o Paulo é possivel inferir que
eventos de fragmentacdo isolaram primeiramente as populacdes do leste e norte de Goids e
em seguida, as populac¢des do leste de Goids e do sudeste do pais.

Embora vdrias populagdes de P. machrisii tenham sido descritas como espécies
diferentes e linhagens haplotipicas divergentes tenham sido observadas no Planalto Central,
a distribuicdo e as rela¢Oes genealdgicas entre os haplétipos encontrados ndo suportaram a
existéncia de taxons distintos de P. machrisii nessa regido. Por exemplo, embora as
populagdes de Alto Paraiso de Goids e Cristalina correspondam as localidades de ocorréncia
de duas espécies sinonimizadas com P. machrisii (P. lindaianus e P. cristalinensis), os
hapldétipos dessas populacdes (H4 e H5) foram bastante similares e agrupados em um clado
bem suportado nas analises filogenéticas. Em Alto Paraiso de Goias, onde as populacdes
foram descritas como P. lindaianus (BRAUN; ESTEVES PEREIRA, 1987b, 1988), a estreita
relacdo entre os haplétipos dessa regido com hapldtipos de outras localidades de P.
machrisii (APA1 com CRI e APA2 com URU) ndo suportou a possibilidade da existéncia de um

taxon distinto de P. machrisii na localidade. Outro exemplo é encontrado na populacdo de P.
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machrisii de Cristalina, localidade que corresponde a ocorréncia da espécie anteriormente
descrita como P. cristalinensis (BRAUN; ESTEVES PEREIRA, 1987a). No entanto, a populagao
CRI compartilha seu haplétipo com FMS, localidade na qual a espécie P. machrisii ja foi
descrita como P. goianus (BRAUN; ESTEVES PEREIRA, 2002). A ocorréncia de P. goianus
também foi descrita para a regido de Posse e Campos Belos. As populacées dessas
localidades analisadas no presente estudo apresentaram o mesmo haplétipo alocado no
clado norte de P. machrisii, o qual se mostrou bastante relacionado aos demais hapldtipos
do clado. Dessa forma, apesar das populagdes de P. machrisii definirem dois clados, a
historia da instabilidade taxondmica da espécie ndo pode ser evocada para explicar o padrao
observado. No entanto, deve-se levar em conta que se os eventos de especiacdo nessa
regido forem muito recentes ou se ocorreu hibridizagdo e introgressao entre esses supostos
taxons, a distribuicdo e as relacGes genealdgicas entre os hapldotipos nessas populacdes
podem ndo revelar uma possivel diversidade taxon6mica. Adicionalmente, pouco se sabe
sobre o potencial de plasticidade fenotipica dessas espécies, o que pode ter influenciado a
classificacdo taxondmica das populagoes.

Dois hapldtipos de P. aurisetus foram agrupados em um clado bem suportado pela
arvore Bayesiana, os quais corresponderam as subespécies P. a. aurisetus e P. a. aurilanatus.
Enquanto P. a. aqurisetus ocorre ao longo da por¢ao mineira da Cadeia do Espinhacgo, P. a.
aurilanatus ocupa a Serra do Cabral, um macico relativamente pequeno e isolado no lado
oeste da Cadeia do Espinhaco. Algumas caracteristicas morfoldgicas que corroboram a
diferenciacdo entre essas populacdes sdo o caule mais alto e robusto e a abundancia de
cerdas nas auréolas observadas em P. a. aurilanatus. Essa concordancia entre a varia¢gdao nos
niveis molecular e morfoldgico aponta para uma fragmentacdo relativamente antiga entre as
populagdes dos dois taxons, que desde entdo permaneceram isolados, apesar da pequena

distancia geografica que os separam.

De acordo com a andlise filogenética Bayesiana, os hapldtipos das espécies P.
aurisetus e P. jauruensis apresentaram uma relacdo mais estreita entre si do que com os
demais haplétipos do grupo. Esse resultado representa uma discordancia em relagdo ao
observado na rede de haplétipos. Apesar dos hapldtipos de P. jauruensis se apresentarem
bastante divergentes aos demais do grupo, na rede de haplétipos eles se mostraram mais

relacionados a haplétipos de P. vilaboensis. O resultado discrepante observado na arvore
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filogenética deve ser resultado da divergéncia encontrada para os haplétipos de P. aurisetus
e P. jauruensis em relagdo aos demais haplétipos do grupo, gerando uma tendéncia no
algoritmo Bayesiano de agrupa-los. Dessa forma, esses hapldotipos definiram um clado mais
externo na topologia da analise Bayesiana, depois dos hapldtipos de P. bohlei e P.
aureispinus.

As trés espécies apontadas pela filogenia e pela genealogia como as mais divergentes
do grupo apresentam algumas caracteristicas morfolégicas peculiares. Pilosocereus
aureispinus, por exemplo, apresenta flores com colora¢do castanho escura ou rosada,
pequenas sementes alongadas com células da testa cOnicas e com a regido do hilo e
microépila estreita. Pilosocereus jauruensis pode ser diferenciado das demais espécies pelo
caule pequeno e flores com forma mais alongada. Pilosocereus bohlei, por sua vez, apresenta
diferenca morfoldgica principalmente em relacdo aos frutos, os quais exibem coloracao
verde ou verde-azulada.

Devido a grande divergéncia filogenética e genealdgica observada para P. aureispinus
e P. bohlei, possivelmente essas espécies se isolaram ha mais tempo ou possuem origens
independentes, ndo participando da diversificacdo das demais espécies do grupo. Dessa
forma, a presenca dessas espécies no grupo P. AURISETUS é suportada apenas por
caracteristicas morfolégicas compartilhadas definidas pela sua taxonomia.

Pilosocereus jauruensis, por sua vez, apesar de ser uma espécie distantemente
relacionada as demais, apresenta maior relacdo com P. vilaboensis segundo os dados de
genealogia dos haplétipos. De acordo com a distribuicdo geografica dessas espécies, as
populagdes de P. jauruensis podem ter se originado da diferenciacdo de populacdes de P.
vilaboensis que se expandiram a partir do Planalto Central em direcdo a Serra de Maracaju,
no Mato Grosso do Sul. Dessa forma, a origem da espécie P. jauruensis estaria associada a
diversificacdo do grupo P. AURISETUS. Essa hipotese é suportada pela analise filogeografica
no drosofilideo cactofilico D. gouveai (MORAES et al., 2009). Esse estudo apontou para a
possibilidade das populagGes dessa espécie na Serra de Maracaju terem se originado a partir
da expansdo de populagdes no Planalto Central, incluindo as localidades de ocorréncia de P.

vilaboensis.



DISCUSSAO 41

5.2. Estruturagao genética

Os 11 grupos propostos na andlise SAMOVA concordam com a distribuicdo dos
hapldtipos na genealogia e apontam para uma subestruturagdo nos haplogrupos de P.
machrisii. No geral, os grupos foram formados sem sobreposicdo de espécies, com excecao
do grupo norte de P. machrisii que incluiu a populagdao GMII de P. aurisetus e a populagao
POS3 de P. parvus. Essa similaridade genética observada entre a populacdo de GMII e as
populagdes do clado norte de P. machrisii pode ser explicada por um evento de
fragmentacdo recente dessas populacdes. Outro aspecto que chama a atencdo nessa relacao
é o fato da populacdo GMII (Grao Mogol-MG) ter sido classificada como P. a. supthutianus
pelos taxonomistas do grupo (N.P. Taylor e M.C. Machado, com. pes.). Esse tdxon foi
descrito originalmente para a localidade de Engenheiro Dolabela-MG, na parte oeste da
Cadeia do Espinhaco, o qual foi posteriormente colocado em sinonimia com P. aurisetus.
Porém, na localidade Engenheiro Dolabela foi encontrado apenas o haplétipo H3, comum a
todas as outras populagdes de P. a. aurisetus e divergente em quatro passos mutacionais do
haplétipo encontrado em Grdao Mogol. Dessa forma, esses dados ndo suportam a distincdo
taxondmica da populagdo de Engenheiro Dolabela-MG e langa duvidas se a populacdo de
Grao Mogol-MG pertence a espécie P. aurisetus. Por outro lado, a similaridade genética da
populacdo de P. parvus e das populagdes do norte de P. machrisii concorda com a histdria
taxondmica da espécie, uma vez que P. parvus ja foi considerada sinonimia de P. machrisii
(ZAPPI, 1994). No entanto, a distancia genética entre as populacdes de P. parvus e P.
machrisii que ocorrem na mesma localidade, sugere que essas espécies sdo realmente

taxons isolados.

Para a espécie P. machrisii, a SAMOVA apontou uma subestrutura para os
haplogrupos norte e centro-sul. O haplogrupo norte foi separado em dois agrupamentos
devido a grande divergéncia entre os haplétipos da populacdo ART e os das demais
populacdes. Da mesma forma, o haplogrupo centro-sul foi dividido em dois grupos. Nesse
caso, a proximidade geografica das populacdes CRI, FMS e APA1l permitiu que essas
populacdes formassem um grupo distinto das populagdes do sul de Minas Gerais e norte de

Sdo Paulo (BRO DEL FOR e FUR).
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As populacbes de P. aqurisetus do leste e oeste da Cadeia do Espinhaco formaram
grupos isolados, corroborando a hipétese de diferencia¢do regional da espécie observada na

filogenia e na NCPA.

A grande divergéncia observada entre as espécies P. aureispinus (IBO), P. bohlei
(UMB) e o restante do grupo resultou na formacdo de grupos isolados para essas espécies. O
mesmo foi observado para a espécie P. jauruensis e para as populacdes de P. vilaboensis.
Dessa forma, os agrupamentos gerados concordam parcialmente com os limites
taxonOmicos das espécies, exceto para as situagdes envolvendo as populagdes de P.
aurisetus de Engenheiro Dolabela e Grao Mogol em Minas Gerais e a populagdo de P. parvus

de Posse.

5.3. Histdria Filogeografica

O padrao de especiagdo do grupo P. AURISETUS foi considerado como
predominantemente alopatrico (ZAPPI, 1994), em concordancia com o observado para
varios organismos de ocorréncia em areas secas no Cerrado, como lagartos, roedores e
plantas do género Hymenaea (NOGUEIRA et al., 2011; ALMEIDA et al., 2007; RAMOS et al.,
2009), por exemplo. No entanto, a andlise de NCPA sugeriu outros possiveis eventos
influenciando a histéria filogeografica do grupo como expansdes e colonizacdo a longa
distancia. A ocorréncia de algumas dessas expansdées foi confirmada apenas com a andlise de
Mismatch distribution, uma vez que os testes de neutralidade ndao foram significativos. Esse
resultado possivelmente estd relacionado ao baixo numero de sitios polimdrficos
encontrados nas sequéncias analisadas, o que acarreta um menor poder estatistico na
analise (EXCOFFIER et al., 2009). A maior parte das inferéncias da NCPA apontaram para
eventos de fragmentacdo. Além disso, as caracteristicas dos dispersores, a instabilidade dos
habitats intermedidrios e a elevada diferenciacdo entre populacdes proximas da mesma
espécie (p. ex. P. a. aurilanatus e P. a. aurisetus), juntamente com a acentuada estruturacdo
genética observada, indicam que a colonizacdo a longa distancia pode ser considerada um

evento improvavel no grupo.
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As populacdes da distribuicdo norte e centro-sul de P. machrisii (clados 1-2, 1-8 e 3-2)
apresentaram inferéncias em comum quanto a eventos de fragmentagdo e expansao. Apesar
dos eventos de expansdo de P. machrisii detectados para os clados 1-8 e 1-2 envolverem
poucos haplétipos, resultando em menor poder estatistico para serem revelados pelas
analises empregadas, esses eventos também foram inferidos para o clado de maior nivel no
qual o clado 1-8 esta alocado (clado 3-2). No caso do clado 1.11, a mesma limitagao foi
observada, no entanto os eventos de expansdo nao foram confirmados nos niveis mais
elevados. Apesar disso, o evento de expansdo inferido para esse clado é possivelmente o
evento inicial de diversificacdo do grupo P. AURISETUS, devido a relagao genealdgica que o
haplétipo H1 (clado 1.11) apresenta com todos os demais hapldtipos observados.

O resultado inconclusivo observado para o clado 2-1, composto por popula¢des de P.
machrisii do leste de Goids e sudeste do Brasil, foi atribuido a uma amostragem inadequada.
Esse resultado é decorrente da possibilidade de ocorréncia das espécies em areas
intermediarias que ndo foram amostradas, como alguns afloramentos rochosos isolados que
ocorrem entre o norte de S3ao Paulo e sul de Minas Gerais.

Eventos de fluxo génico restrito foram detectados apenas entre as populagdes da
distribuicdo norte de P. machrisii e para as espécies P. parvus e P. vilaboensis (clado 2-3).
Esse resultado é indicativo de diversificagdo com fluxo génico nas linhagens envolvidas. No
entanto, essa inferéncia foi fortemente influenciada pela presenca de haplétipos de P.
vilaboensis em clados distintos (1-4 e 1-5), uma vez que para os demais clados (1-2 e 1-11)
gue compdem o clado 2-3 foram propostos eventos de fragmentacao.

A divergéncia entre popula¢des do leste e oeste da Cadeia do Espinhago pode ser
explicada pelo evento de fragmentacdo alopatrica detectado para o clado 2-4.
Adicionalmente, a presenc¢a do hapldétipo ancestral do grupo na populag¢ao do extremo norte
da Cadeia do Espinhaco e sua distancia genética em relacdo aos demais haplétipos da
espécie sugere que o isolamento das linhagens de P. aurisetus foi anterior a diversificacdo

das demais espécies do grupo.

A pouca divergéncia observada entre os haplétipos do grupo P. AURISETUS, com
excecdo de trés espécies (P. jauruensis, P. aureispinus e P. bohlei), bem como a auséncia de
monofilia reciproca na maior parte dos clados sugerem uma diversificacdo recente do grupo.

Além disso, a ocorréncia de varios haplétipos conectados a um haplétipo central resultando
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em uma distribuicdo mismatch unimodal (Figura 11A) é indicativa de ocorréncia de expansao
populacional. Esses dois resultados em conjunto, além da indicacdo de expansdo e
fragmentacdo em varios subclados pela NCPA, sugere que a diversificacdo desse grupo de
espécies, excluindo as duas espécies mais divergentes (P. aureispinus e P. bohlei) esta
associada a um ou mais eventos importantes de expansao a partir do norte de Minas Gerais.
Esta expansdo propiciou a ocupacao de areas no Planalto Central, a partir de onde eventos
posteriores de expansdo ocuparam o restante da distribuicdo do grupo no leste de Goias e
também na divisa entre Minas Gerais e S3o Paulo (Serra da Canastra e morros isolados). Em
seguida esta distribuicdo teria sofrido fragmentacdo e permitido a divergéncia de grupos de
populacdes, conforme sugerido pela acentuada estrutura filogeografica observada na rede
de hapldtipos. Neste cendrio, P. jauruensis parece ter permanecido isolado ha mais tempo
qgue outros grupos de populacdes ou ter se originado de uma expansdao mais antiga e,
conforme sugerem as rela¢cdes entre os haplétipos dessa espécie com aqueles de P.
vilaboensis, possivelmente P. jauruensis se originou a partir de popula¢des ocupando o

centro de Goias.

Um estudo filogeografico com a espécie de Asteraceae Wunderlichia mirabilis
também identificou rotas iniciais de expansao a partir da Cadeia do Espinhaco. Esta espécie
apresenta sobreposicdo parcial com as espécies do grupo P. AURISETUS, uma vez que ocorre
associada a ambientes xéricos e rupestres na por¢cdao mineira da Cadeia do Espinhaco e no

estado de Goids (FERES et al., 2009).

As direcbes dos eventos de expansdo a partir do Planalto Central (norte-sul)
observadas para o grupo P. AURISETUS concordam com expansdes observadas para a
espécie cactofilica D. gouveai (de BRITO et al.,, 2002; MORAES et al., 2009). Dentre as
espécies de cactos hospedeiros estdo P. machrisii e P. vilaboensis. Moraes et al. (2009)
encontraram evidéncias de eventos de expansdo para dois subclados de D. gouveai, cuja
distribuicdo atual acompanha os topos de montanhas nordeste, centro-oeste e sudeste do
Brasil. Considerando a sobreposicdo parcial das distribuicdes do grupo P. AURISETUS e da
mosca D. gouveai é possivel que as expansdes possam ter seguido as mesmas rotas
propostas por Moraes et al. (2009). Expansdes no sentido norte-sul também foram
observadas para a espécie de anuro Hypsiboas albopunctatus que ocorre em areas abertas

no Cerrado e em dreas adjacentes de florestas na América do Sul. Neste caso as expansoes
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ocorreram a partir do Planalto Central em direcdo a Mata Atlantica do sudeste e sul do pais
(PRADO et al., 2011). No geral, essas expansdes concordam com a altera¢do da distribuicao
da vegetacdo de dreas abertas durante os periodos secos do Pleistoceno, quando o Cerrado

expandiu para o sudeste do Brasil (BEHLING; HOOGHIEMSTRA, 2000).

O padrao filogeografico atual do grupo P. AURISETUS, também poderia ser explicado
por um contato secundario no norte de Goias de linhagens que divergiram em alopatria na
regido do Planalto Central e no sul de Minas Gerais e norte de Sdo Paulo. A ocorréncia de
contato secunddrio nessa regidao foi proposta para a espécie A. urundeuva como
consequéncia de expansdes apds a fragmentacdo das populagdes em um grupo norte
(Caatinga) e um grupo sul (Chaco) durante periodos iumidos do Pleistoceno. No entanto a
diversidade haplotipica encontrada nas populacdes de P. machrisii no norte de Goids é
consistente com a existéncia de popula¢des grandes e estdveis no passado, permitindo o
surgimento e manutencao de linhagens diferenciadas. Além disso, a regido citada estd no
vale do Rio Parand, uma area relativamente grande e de estabilidade para a vegetacao seca,
além de ser um dos principais centros de endemismo do Cerrado, onde varias espécies se
divergiram por isolamento geografico e expandiram sua distribuicdo (WERNECK, 2011).
Dessa forma, a diversidade encontrada na regido parece estar mais relacionada a retencao

de polimorfismo ancestral do que a um contato secundario de linhagens independentes.

A auséncia de diversidade nas populacdes de P. qurisetus na Cadeia do Espinhaco é
um resultado dificil de ser explicado, em funcdo da provavel estabilidade histérica das
condic¢Oes xéricas dessa area, conforme demonstrado pelos elevados niveis de endemismo e
diversidade genética (WERNECK, 2011). Este resultado pode ser atribuido a ocorréncia de
um gargalo populacional nessas populagdes. No entanto, esse evento ainda seria

incompativel com a histdéria da regido.

O compartilhamento de haplétipos entre as populacdes de P. machrisii pode ser
explicado pela retencdo de polimorfismo ancestral (incomplete lineage sorting) ou fluxo
génico. Para as populacdes de Goias, o compartilhamento de haplétipos observado entre CRI
e FMS e URU e APA2 pode ser resultado de isolamento mais recente ou fluxo génico, uma
vez que essas populacdes estdo bem préximas geograficamente e possuem haplétipos mais

derivados na genealogia. Para as populacdes do sul (BRO DEL e FOR), o compartilhamento de
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haplétipos deve estar relacionado a retencdo de polimorfismo ancestral, uma vez que a
populagdo FUR, geograficamente muito proxima a populagdo de DEL, apresenta um
haplétipo diferente. O compartilhamento de haplétipos entre populacdes de P. jauruensis
também parece ser resultado de retencdo de polimorfismo ancestral, uma vez que
populacdes bem distantes geograficamente apresentaram o mesmo hapldétipo. Eventos de
expansdo recentes também podem ser responsaveis pelo compartilhamento de hapldétipos

observado.

A distribuicdo restrita das espécies do grupo P. AURISETUS em ambientes xéricos
associados a afloramentos rochosos sugere que as oscilacdes demograficas que as espécies
sofreram devem estar relacionadas aos ciclos paleoclimdticos de retracdo e expansdo da
vegetacdo seca. Estudos com espécies restritas a esses ambientes apresentaram dados que
suportam a possibilidade de uma distribuicao mais ampla da vegetac¢do seca no Quaternario,
concordando com a hipdtese da existéncia de um “arco Pleistocénico” (WERNECK; COLLI,
2006; CAETANO et al., 2008; MORAES et al., 2009). Segundo essa hipétese os dominios da
Caatinga, Cerrado e Chaco formaram um continuo de vegetacdo xérica durante o Ultimo
Maximo Glacial (LGM). Dessa forma, os enclaves de vegetacdo seca, como as SDTFs,
observados ao longo do Cerrado seriam remanescentes de uma distribuicao mais ampla no

passado.

Dentre as evidéncias para a hipdtese de um arco Pleistocénico estdo estudos com
organismos endémicos da SDTF como lagartos da espécie Lygodactylus klugei (WERNECK;
COLLI, 2006) e espécies vegetais como a arvore Astronium urundeuva (CAETANO et al. 2008).
A presenca dessas espécies em enclaves de SDTF ao longo do Cerrado e do Chaco e sua
relacdo genética com populagdes mais amplamente distribuidas na Caatinga indicam que

essas espécies possuiam uma distribuicdo mais ampla e contigua no passado.
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5.4. Implicagbes para a conservagao das espécies

O entendimento de eventos histdricos na dindmica populacional é necessario para
prever o comportamento das espécies em diferentes cendrios ambientais. Atualmente, sdo
raros os estudos envolvendo analises da variabilidade genética e limites geograficos da
distribuicao das espécies. Conforme apresentado no presente estudo, algumas espécies do
grupo P. AURISETUS exibem distribuicdo conhecida bastante restrita, o que demanda
maiores esforgos para investigar a extensdo da ocorréncia das espécies e de sua diversidade
genética. As observacdes de campo durante o desenvolvimento desse projeto mostram que
as populacdes possuem geralmente menos de 100 individuos, embora esse dado necessite

de estudos de censo para ser confiavel.

Estudos sobre diversidade genética, limites de distribuicdo e censo populacional sdo
necessarios para a definicdo do estado de conservacdo das espécies e de possiveis
estratégias de conservagao para o taxon e para o ambiente como um todo, dependendo da
extensdo da ameaca. Os dados aqui apresentados sugerem uma grande estruturacdo e
isolamento das populacdes, além da ocorréncia de baixa diversidade genética para algumas
espécies. Esses resultados podem estar relacionados a diversificacdo recente do grupo,

motivo pelo qual muitas espécies ndo apresentam padrdes monofiléticos em sua filogenia

As populacdes que apresentaram maior diversidade e provavelmente mantiveram
um tamanho populacional maior e estavel ao longo do tempo foram encontradas na regiao
do Planalto central, entre o norte de Goias e sul de Tocantins. Esses dados associados a
dados historicos sobre a estabilidade ambiental apontam essa area como prioritdria para
conservacdo. Mediante altera¢gdes ambientais essa regido seria mais estavel e permitiria a
manuteng¢dao de maior biodiversidade. Estudos utilizando outros marcadores moleculares e
dados sobre a biologia e distribuicdo dessas espécies serdo necessdarios para a identificacao

do seu real estado de conservacao.
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6. CONCLUSOES

Os resultados aqui apresentados sugerem uma histéria evolutiva complexa para o
grupo P. AURISETUS. As inferéncias filogenéticas elaboradas a partir de sequéncias do
cpDNA mostraram a auséncia de monofilia reciproca em grande parte das espécies do
grupo sugerindo eventos de diversificacao recentes. As espécies P. bohlei e P. aureispinus
se mostraram bastante distantes filogeneticamente e provavelmente nao participaram da
diversificacdo das demais espécies do grupo. Para a espécie P. machrisii foram
identificados dois clados filogenéticos que mostraram importante associacdo com a
distribuicdo geografica da espécie. A divergéncia observada na genealogia dos hapldtipos
e o padrdo atual de distribuicdo das espécies sugerem que a diversificacdo do grupo se
originou a partir de eventos independentes de expansao e fragmentacdo da distribuicdo
das populagbes os quais teriam se originado no norte de Minas Gerais. De forma geral, as
altera¢des demograficas detectadas para o grupo P. AURISETUS podem estar relacionadas
com as alterac¢des na distribuicdo da vegetacdo seca durante o Pleistoceno na América do
Sul. Dessa forma, eventos de fragmentacdo e isolamento das populacdes seguido de
expansdes para novas areas seriam os principais responsaveis pelo padrao biogeografico
atual das espécies. A combinacdo dos dados aqui apresentados com informacbes de
marcadores moleculares mais varidveis e com padrdao de heranca biparental poderdo

melhor elucidar a histéria filogeografica do grupo.
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APENDICE 1. Resultados da Nested Clade Phylogeografic Analysis para as quatro espécies do grupo P. AURISETUS analisadas a partir de hapldtipos do cpDNA. Os valores de
I-T indicam a diferenca entre os clados de interior e extremidade, L S sobrescritos indicam os valores significativamente altos (L) ou baixos (S). As linhas sombreadas indicam
os clados de interior.

Haplétipos Clado Nivel 1 Clado Nivel 2 Clado Nivel 3 Clado Nivel 4

Clado Dc Dn Clado Dc Dn Clado Dc Dn Clado Dc Dn Clado
4 89,56° 258,38
5 0,00°  458,01"
6 88,58° 328,74
I-T 23,13  102,68" 1-8 326,83 327,19
7 1-1 0,00° 240,07

I-T 326,83" 87,12 2-1 314,75°  324,51°
8 222 0,00 588,13"
10 72,86° 102,79 I-T -314,74°  263,62" 3-2 370,28  444,42"
11 0,00°  156,99"
12 0,00 60,56
I-T 72,86 -38,13 1-2 108,41° 179,88
1 0,00°  401,76"
9 99,36° 210,10
13 0,00° 86,74°
I-T 70,97 226,27 1-11 227,62 216,04
18
19 1-4 0,00° 260,44
16
17 1-5 0,00° 379,75"

I-T 160,90"  -17,78 2-3 228,03°  385,39"
3 1-3 0,00° 103,04
2 1-6 85,78 85,70

I-T - - 2-4 87,44°  277,81°

I-T -140,59°  -107,57° 3-1 313,24°  325,05°

I-T - - 4-1
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APENDICE 2. Valores de Fcr e Fsc obtidos na andlise de
SAMOVA segundo o niumero de agrupamentos sugerido (k).

k Fer Fsc

2 0.820 0.977
3 0.725 0.977
4 0.714 0.975
5 0.714 0.955
6 0.773 0.934
7 0.808 0.921
8 0.832 0.909
9 0.849 0.896
10 0.867 0.880
11 0.886 0.859
12 0.904 0.829
13 0.919 0.796
14 0.917 0.800
15 0.919 0.794
16 0.938 0.728
17 0.967 0.488
18 0.954 0.628
19 0.964 0.518
20 0.986 0,000
21 0.982 0.018
22 0.986 0,000
23 0.986 0,000
24 0.986 0,000
25 0.986 0,000
26 0.986 0,000
27 0.986 0,000
28 0.986 0,000
29 0.986 0,000
30 0.986 0,000
31 0.986 0,000
32 0.988 0,000
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ANEXO. Manuscrito elaborado relacionado ao presente trabalho

Applicability of plastid DNA regions for intra- and interspecific studies in closely related
cacti species
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Abstract

Despite the fact that plastid DNA having been widely explored as the marker of choice for
phylogeny and phylogeography, little is known about its utility in closely related species
studies. The slow evolutionary rates inherent in chloroplast DNA may make it difficult to
perform lower level taxonomic analyses, particularly to the population level.

We characterized the nucleotide variation and investigated the utility of eight noncoding
cpDNA regions in closely related species of the PILOSOCEREUS AURISETUS group
(Cactaceae). The plastid intergenic spacers 5°trnS-trnG, 3’trnS-trnG and trnT-trnl were
pointed as the most variable regions and fared best for lower level taxonomy approaches,
mainly when they were used together. The analysis suggests that using an adequate
combination of regions alongside indels as an additional character improves the
phylogenetic signal of cpDNA.

The study of intra- and interspecific variation presents an inherent challenge: the
choice of the appropriate molecular markers for the relevant taxonomic level. In plants,
noncoding chloroplast DNA (cpDNA) regions have been explored for lower level taxonomic
studies because they are under less selective pressure than coding regions and show an
amount of polymorphic sites useful for phylogenetic studies (Pleines et al., 2009). However,
the phylogenetic signal of different noncoding cpDNA regions can vary extensively among
taxonomic groups (Small et al.,, 1998; Shaw et al., 2005) and the evolutionary rates of

different regions are poorly understood. As pointed by Shaw et al. (2005), the choice of DNA
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markers for phylogenetic studies may involve guesswork, as such information remains scarce
for many taxa.

The cpDNA has a maternal inheritance in most species, biparental in some (Zhang,
2010), and paternal in others (Testolin and Cipriani, 1997). The maternally inherited cpDNA
has an interesting role because this allows comparisons between seed gene flow and pollen
gene flow as well as the identification of hybridization events when comparing to nuclear,
biparentally inherited DNA (Wang et al., 2011).

When it comes to intramolecular rearrangement, cpDNA shows a much more stable
structure than plant mitochondrial DNA (mtDNA). However, the substitution rate of the
plastid genome is three to four times higher than plant mtDNA (Avise, 2009). Much of the
variation observed in plastid noncoding regions is related to insertion-deletion mutations
(indels) and should be treated carefully, since these are prone to homoplasy and can be a
result of PCR artifacts, thus providing an erroneous phylogenetic signal.

In recent years, more efforts to identify plastid regions useful as molecular markers
for plant phylogeny have been made. Shaw et al. (2005) evaluated the variation in 21 plastid
regions of 29 species from 9 families of seed plants using only noncoding DNA in order to
find useful markers for low taxonomic levels. In a subsequent work, Shaw et al. (2007)
analyzed the most variable regions compared from whole genomes (Atropa vs. Nicotiana,
Solanaceae; Lotus vs. Medicago, Fabaceae; Saccharum vs. Oryza, Poaceae), which allowed
the identification of additional high variation regions.

Pilosocereus is a genus of neotropical columnar cacti subdivided in taxonomic groups
of morphologically similar species (Zappi, 1994), among them the PILOSOCEREUS AURISETUS
group. The species belonging to this group exhibit substantial morphological variation across
their range, leading to an unstable taxonomic history, with several species being placed in
and removed from synonymy (Zappi, 1994; Taylor and Zappi, 2004; Hunt et al., 2006).
Currently, this group consists of eight columnar species: P. aureispinus (Buining and
Brederoo) Ritter; P. aurisetus (Werdermann) Byles and Rowley; P. bohlei Hofacker; P.
jauruensis (Buining and Brederoo) Braun; P. machrisii (Dawson) Backeberg; P. parvus (Diers
and Esteves Pereira) Braun; P. pusillibaccatus Braun and Esteves Pereira; and P. vilaboensis
(Diers and Esteves Pereira) Braun, which show a disjunct distribution pattern occurring in
enclaves of dry vegetation, mostly on rock outcrops within the Cerrado domain in eastern

and central Brazil. (Zappi, 1994). Here we characterize the variability of noncoding plastid
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regions and investigate their utility for intra- and interspecific studies in closely related
species of the P. AURISETUS group. We intend to point to promising candidate cpDNA
regions to guide future phylogenetic and population studies in cacti species.

Seven populations, comprising two to 10 individuals per population were analyzed
across the distribution of the P. AURISETUS group, in eastern and central Brazil: P. machrisii
from Altinépolis-SP (FOR), Delfindpolis-SP (DEL), Alto Paraiso de Goids-GO (APA), and
Cristalina-GO (CRI) localities; P. aurisetus from Cardeal Mota-MG (CMO); P. vilaboensis from

Pirendpolis-GO (PIR); and P. aureispinus from Ibotirama-BA (IBO).

The genomic DNA was extracted from root tissue using Qiagen - Dneasy Plant Mini Kit
(Qiagen, Hilden, Germany) with all centrifugations in maximum speed (13,200 rpm). Eight
regions of copDNA were selected based on the availability of PCR primers and previous
reports on phylogenetic utility, including the intron trnL and the intergenic spacers trnS-trngG,
trnH-psbA, trnT-trnL, trnL-trnF, 3’rps16—5’trnK and atpl-atpH. All these regions are located in
the cpDNA Large Single Copy (LSC) region.

The trnS-trnG was amplified in two halves overlapping in 104 bp by using previously
reported primers in combination with primers designed in this study (primers SGRev2 and
SGFwd2). The region 5’ trnS-trnG was amplified by using primers trnS°<Y (Shaw et al. 2005)
and SGRev2 (5’ TCC GCT CAT TAG CTC TCC TC 3’), while 3’trnS-trnG was amplified by using
primers 5’trnG2S (Shaw et al., 2005) and SGFwd2 (5" CAC CCA TGG TTC CCA TTA GA 3’). PCR
was performed in 25 pL containing 1X reaction buffer [100 mM Tris-HCI (pH 8,8), 500 mM
KCl, 0,8% Nonidet P40], 1.5 mM MgCl,, 200uM of each dNTP, 0.1uM of each primer, 1U of
Tag DNA polymerase (Fermentas, Burlington, Ontario, Canada) and 1ul of template DNA (5-
40ng). The trnH-psbA region was amplified using primers developed by Hamilton (1999), 2
mM of MgCl,, 0.4uM of each primer and 0,5 U of Tag DNA polymerase. The intron trnL and
the intergenic spacers trnT-trnL and trnlL-trnF were amplified with Taberlet et al. (1991)
primers. A final concentration of 3 mM MgCl, and 1,25U Taq polymerase were used for trnT-
trnL and 2mM MgCl, for trnL and trnL-trnF. The regions 3’rps16—5’trnK and atpl-atpH were
amplified using primers of Shaw et al. (2007), 3mM MgCl, and 0.8 U of Tag DNA polymerase.
All amplifications were performed using an Eppendorf Mastercycler® gradient (Eppendorf
AG, Hamburg, Germany) according to the PCR conditions described by Shaw et al. (2005,

2007) with the following annealing temperatures: 62°C for 3’trnS-trnG, 5’trnG2S and trnlL,
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53°C for trnH-psbA, 50°C for trnT-trnL, 60°C for trnL-trnF, 48°C for 3’rps16—5’trnK and 56°C
for atpl-atpH.

The PCR products were run in 1.5% agarose gels stained with ethidium bromide and
purified by ExoSAP - IT or illustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification kit (GE Healthcare,
Piscataway, New Jersey USA). Both strands were sequenced using the same primers as for
the amplification. The samples were sequenced with an ABI PRISM 3730 DNA Analyzer
(Applied Biosystems, Foster City, California, USA) and prepared using Big Dye terminator
version 3.1 cycle sequencing kit (Applied Biosystems, Foster City, California, USA).

Forward and reverse DNA sequences were combined in Chromas 1.5 software
(Technelysium Pty Ltd., Tewantin, Australia) and sequences were aligned through CLUSTALW
(Thompson et al., 1994). Indels were manually coded as a single mutation when they shared

identical boundaries and length.

Nucleotide analyses were carried out in DNAsp (Rozas et al., 2003). The total number
of substitutions (S) and indels (Id), the number of parsimoniously informative substitutions
and indels, the number of sequences analyzed (N) and the number of haplotypes (h) were
estimated. The proportion of variable sites (% variability) was calculated as (S+Id/L) X 100,
where S = number of substitution sites, Id = number of indels sites, and L = total sequence
length. Based on our results, the three most variable regions (5’trnS-trnG, 3’trnS-trnG and
trnT-trnL) were used separately as well as in combination to construct parsimony haplotypes
networks implemented in TCS 1.21(Clement et al., 2000). The networks were implemented
by using five sequences of each population, which covered all variation found in our total
sample. We also implemented a saturation test in DAMBE 5.2.32 software for each region

(Xia and Xie, 2001).

We analyzed a total of 3809 bp obtained from 270 sequences (Table 1), including 40
sequences of 5°trnS-trnG region (GenBank accession numbers JN035420-JN035459), 38
sequences of 3’trnS-trnG region (JN035381-JN035418), 48 sequences of trnH-psbA region
(JNO35466-JN035513), 44 sequences of trnT-trnL region (JNO35570- JN035613), 24
sequences of trnL region (JNO35515-JN035538), 31 sequences of trnL-trnF region (JNO35539-
JN035569), 17 of 3’rps16-5’trnK (JN035368-JN035372, JN035374-JN035379, JQ323547-
JQ323552), and 28 of atpl- atpH (JN035462, INO35464, 1Q323521-]Q323546).
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Table 1 - Characterization of nucleotide variation of the plastid regions analyzed for the major sample of PILOSOCEREUS AURISETUS
group. The number of analyzed sequences (N), haplotypes (h), substitution sites (S), parsimoniously informative substitution sites (S

informative), indels (Id), and parsimoniously informative indels (Id informative) are shown.

5’trnS-trnG ~ 3’trnS-trnG  trnH-psbA trnT-trnl  trnL trnL-trnF rps16-trnK  atpl-atpH
Length (bp) 555 649 296 293 618 378 425 595
N/h 40/4 38/5 48/3 44/5 24/3 31/2 17/3 28/5
% variability 1,26 1,85 0,68 1,7 0,32 0,26 0,70 1,0
S/S informative 4/3 12/11 0 3/2 1/1 0 1/1 1/1
Id/1d informative 3/3 0 2/2 2/1 1/1 1/1 2/2 5/3
% GC 30,8 40,2 26,1 32,0 27,6 35,2 23,8 32,9
Taxonomic level variation Sp/Pw S/Pw/Pa Sp/Pa Sp/Pa Sp Sp Sp Sp/Pa

Notes: Sp = interspecies variation; Pw = within-population variation; Pa = among-population variation

The saturation test for all regions provided no significant results. The percentage of
variability found in each region analyzed ranged from 0.26% in the trnL-trnF region to 1.85%
in the 3’trnS-trnG region. The main source of variability was nucleotide substitutions, despite
the fact that the analyzed regions also presented indels, with the exception of 3’trnS-trnG
(Table 1). A total of eight variation sites were found in the 5’trnS-trnG region consisting of
four substitutions, two indels (9 bp and 10 bp) and two mononucleotide repeat variations
(ranging from 1bp to 4bp), one of which was excluded from the analysis because of its
ambiguous alignment. 3’trnS-trnG showed a more variable nucleotide content than its
adjacent region (5’trnS-trnG). Twelve variable sites were found in 3’trnS-trnG, all of them
substitutions. The variation in trnH-psbA region was characterized by two indels (11 bp and 5
bp). The intergenic spacer trnT-trnL showed three substitutions, one indel (10 bp) and a
mononucleotide repeat (1bp). We found a substitution and an indel (10 bp) for trnL intron
and only an indel (12 bp) for trnL-trnF. The 3’rps16—5’trnK region showed one substitution
and two indels (11 bp and 5 bp). Six polymorphic sites were observed in atpl-atpH (595 bp),
one substitution, two small indels (11 bp and 12 bp), and three large indels (144 bp, 149 bp
and 356 bp) which could be noted in agarose gels. In spite of these overlapped indels, they
could be coded following the simple indel coding procedure of Simmons and Ochoterena
(2000) and three of them were parsimoniously informative.

Five regions (5°trnS-trnG, 3’trnS-trnG, trnH-psbA, trnT-trnL and atpl-atpH) showed
variation in both population and species levels, while three regions (trnL, trnL-trnF and

3’rps16-5’trnK) were variable only at interspecies level (Table 1). Although 3’trnS-trnG was
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the most variable region, the largest part of the variation was caused by differences
between P. aureispinus and the remaining species. Variation within-population has been
only observed for 5’trnS-trnG and 3’trnS-trnG in P. aureispinus, while among-population
variation has been found for 3°trnS-trnG, trnH-psbA, trnT-trnL and atpl-atpH in P. machrisii.
We selected the most variable regions (5’trnS-trnG, 3’trnS-trnG and trnT-trnlL) to
construct the haplotype networks (Figure 1). When the regions were used separately they
provided different topologies and no region was able to show the phylogenetic
distinctiveness for all species. The phylogenetic resolution of the networks could be
increased by including indels in the analysis. The most informative topologies were provided
by 3’trnS-trnG and trnT-trnL (Figure 1) regions. The 3’trnS-trnG haplotypes distinguished the
central-western (APA and CRI) from the southernmost (FOR and DEL) populations of P.
machrisii, while trnT-trnL haplotypes distinguished two nearby P. machrisii populations in
the central-western region (APA and CRI). However, the topology of 3’trnS-trnG network
provided a non-monophyletic grouping for P. machrisii haplotypes, as the same haplotype
was shared by P. aurisetus and the southernmost populations of P. machrisii (FOR and DEL).
A higher informative topology was obtained by concatenating the three most variable
regions (5’trnS-trnG/3’trnS-trnG/trnT-trnL). In this analysis we found seven haplotypes that
resolved the species in distinct branches (Figure 1). Pilosocereus machrisii showed three

haplotypes of which only one was shared by two nearby populations (FOR and DEL).
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@ F~ machrisii (FOR)
O P. machrisii (DEL)
Q© P machrisii (CRI)
QO P. machrisii (APA)
@ P aurisetus (CMO)
€ P vilaboensis (PIR)
QD P. aureispinus (1BO)

Figure 4 - Statistical parsimony network of the P. AURISETUS species group based on noncoding cpDNA spacers
57 trnS-trnG (A), 3’ trnS-trnG (B), trnT-trnL (C) and on the combination of these three regions (D). The circles
sizes are proportional to the frequency of the haplotypes in the sample. Each species/populations was assigned
according to the fill patterns and colors shown in the insert box. Black and grey crossed lines represent
differences due to indels or substitutions, respectively.

In this study we showed that some widely used plastid regions, such as the intergenic
spacers trnH-psbA and trnL-trnF, along with the trnL intron can be very conservative in
related species. The trnH-psbA region has shown high occurrence of indels even in closely
related species, as first observed by Aldrich et al. (1988) and corroborated by Shaw et al.
(2005). According to those observations, all variations observed for trnH-psbA in our study
were due to indels. trnL and trnL-trnF regions showed exiguous variation, while their

adjacent region trnT-trnL seems to be more informative as noted by previous studies (see
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Shaw et al., 2005). We observed that the trnS-trnG intergenic spacer had the most variable
sites in the 3’ region portion. For atpl-atpH, we found the occurrence of large indels, an

observation also noted by Shaw et al. (2007) in Magnolia (Magnoliaceae).

There is no consensus regarding the contribution of indels to cpDNA polymorphism,
despite recent studies have showed that such source of variation may occur more frequently
than substitutions (Ingvarsson et al., 2003). As noted by Ravi et al. (2008), plastid genomes
are generally rich in AT-content, as found in the species studied here (Table 1). This feature
facilitates the occurrence of DNA secondary structure formation, which in turn contributes
to the occurrence of indels, mainly the larger ones. Mononucleotide repeats of A or T also
increase the chance of indels in these regions due to polymerase slippages in DNA
replication. In our analysis indels were important in resolving haplotype relationships and as
they are a common feature in cpDNA, we advocate that they should be used in phylogenetic
analyses.

In the Pilosocereus species studied here, most intraspecific variation observed was
due to differences among populations, while within population variation was only observed
in P. aureispinus. Such pattern of variation is commonly observed in phylogeographic studies
of plant species with a patchy distribution in the Neotropics, such as bromeliads, cacti, and
Petunia (Solanaceae) (Barbara et al., 2008; Helsen et al., 2009; Lorenz-Lemke et al., 2010).
Probably, the lack of intrapopulation variation derives more from the distribution pattern
and demographic history of these Neotropical species than from the molecular marker.

Our data reflect the difficulty of finding the appropriate molecular markers for intra-
and interspecific studies in closely related plant species. No single region was able to provide
a complete taxonomic resolution within the analyzed species when used separately, even
the trnH-psbA region (data not shown), which has been elected as a barcode for plant
species (Kress et al., 2005).

Previous studies have shown that combining different coDNA regions is more useful
for differentiating species as well as increases the resolution and support for phylogenetic
topologies (Wortley et al., 2005; Miller et al., 2009). In our study, the network topology
provided by the three concatenated regions (5°trnS-trnG/3’trnS-trnG/trnT-trnl) agreed with
morphological data that suggest P. aureispinus as the more differentiated species within the

P. AURISETUS group (Zappi, 1994). Some divergent morphological characters found in P.
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aureispinus are stems with horizontal rings of bristles in the flowering zones (vs.
longitudinally organized pseudocephalia) narrow (vs. infundibuliform) flower tube, relatively
small fruits, and conic testa cells with coarse cuticular folds (vs. flat testa cells with less
coarse cuticular folds) (Zappi, 1994). Furthermore, by using those three regions in
combination differences among P. machrisii populations were revealed more effectively.
However, even adopting such procedure we were unable to find within-population variation
in most populations, an important source of genetic signals of historic demographic events
for phylogeographic analyses.

Herein we have pointed to the potential of some cpDNA regions to help us resolve
the relationships among closely related species and to perform population genetics studies
in Cactaceae. Thus, based on the molecular data shown in this study, we suggest the use of
the concatenated regions 5°trnS-trnG/3’trnS-trnG/trnT-trnL in future studies with the
PILOSOCEREUS AURISETUS group, which certainly have an interesting evolutionary history to

tell us.
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