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Resumo

O género Caryocar é composto por espécies arbéreas, distribuido na
regido neotropical. A maioria das espécies do género ocupa biomas florestais,
porém trés espécies se distribuem na diagonal seca que corta os dois biomas
de floresta tropical brasileira sendo elas C. brasiliense, C. coriaceum e C.
cuneatum. Entender o padréo filogeografico dessas espécies pode ajudar na
compreensao de eventos histéricos responsaveis pelos padrdes biogeograficos
atuais da regido. Nesse contexto, o objetivo de nosso estudo foi avaliar a
variabilidade genética existente nas espécies que ocupam a diagonal seca
brasileira, observar como ela se encontra distribuida nas populacdes
amostradas e a partir dos dados tentar construir uma hipotese filogeografica
para a origem dessas espécies. Foram sequenciadas duas regides do genoma
cloroplastidial, trnH-psbA e trnC-ycf6, de nove espécies do género Caryocar,
para a melhor compreensao da origem do grupo da diagonal seca em relacao
as espeécies que ocupam biomas de florestas tropicais. Foram inferidos os
indices de diversidade genética; a relacdo de parentesco entre as espécies por
meio de uma rede de haplétipos e de uma arvore filogenética Bayesiana; a
estrutura genética das populacdes; mudancas demograficas historicas; e por
fim, o calculo dos tempos de divergéncia do grupo em interesse foi realizado
por meio da metodologia baseada na teoria de coalescéncia. Foram analisados
785 pares de base e foram encontrados 23 haplétipos, alguns deles
compartilhados entre espécies, demonstrando a possibilidade de retencdo de
polimorfismo ancestral ou hibridizacdo entre as espécies do género. As
espécies apresentaram baixos indices de diversidade genética, e foi
encontrada estruturacdo dessa variabilidade na espécie C. brasiliense (®st =
0,363). No geral, ndo houve evidéncias de grandes mudancas demogréaficas
historicas nas espécies em estudo. As popula¢des do limite norte e oeste da
distribuicdo de C. brasiliense apresentaram evidéncias de que podem ter
funcionado como fonte de migrantes para as demais populacfes. A datacéo
dos periodos de divergéncia revelou que o grupo da diagonal seca se originou
por volta de 2,48 milh6es de anos (Ma) atras, e o ancestral das espécies C.
cuneatum e C. coriaceum surgiu por volta de 1,21 Ma, sugerindo um possivel

efeito das glaciacdes pleistocénicas na distribuicdo atual das espécies.
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Abstract

The genus Caryocar is formed by tree species and is distributed in the
neotropical region. Many species of the genus are found in forested biomes, but
three species are found in the dry diagonal that cuts the two Brazilian biomes of
tropical forests: C. brasiliense, C. coriaceum and C. cuneatum. Understand the
phylogeographic pattern of these species may help to comprehend the historic
events responsible for the actual biogeographic patterns of the region. In this
context, the aim of our study was evaluate the genetic variability of the species
that are found in the Brazilian dry diagonal, observe how it's distributed in the
sampled populations and, from the data, try to construct a phylogeographic
hypothesis for the origin of these species. We sequenced two chloroplastic
regions, trnH-psbA and trnC-ycf6, from nine species of the genus Caryocar, for
a better understanding of the dry diagonal group origin relative to the species
that are found in the tropical forests biomes. We inferred the genetic diversity
indices; the relationship between the species, using a network and a Bayesian
phylogenetic tree; and we inferred the Time to the Most Recent Common
Ancestor of the groups of interest using coalescence based methods. We
analyzed 785 base pairs and found 23 haplotypes, some of them are shared
between species, demonstrating the possibility of incomplete lineage sorting or
hybridization between species of the genus. The species presented low genetic
diversity indices, and we found genetic structure in the Caryocar brasiliense
populations. The populations from the northern and western threshold of the C.
brasiliense distribution presented evidences that they may have functioned as a
source of migrants to the other populations. The date of the divergence time
reveals that the dry diagonal group has originated around 2,48 millions years
before present, and the ancestor of the C. coriaceum e C. cuneatum appeared
around 1,21 million years before present, at the beginning of the glacial periods,
at Pleistocene. It suggests that these glacial periods had influenced the actual

distribution of the species.
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1. Introducéo

1.1 Filogeografia

A filogeografia, como termo consolidado, € um campo de estudo
relativamente novo na ciéncia, tendo como base para a sua consolidacdo 0s
artigos de Avise e colaboradores (1987) e Avise (1989), embora esteja
fundamentada em ideias de biogeografia histérica entre outras linhas pré-
existentes. Nesses artigos os autores definiram a Filogeografia como: “0 campo
de estudo preocupado com 0s principios e 0S processos que governam a
distribuicdo geografica das linhagens genealdgicas, especialmente aquelas a
nivel intraespecifico”. Ao estudar esse padréo de distribuicdo da variabilidade
genética podemos associa-los a eventos biogeograficos que podem ser
responsaveis em causar nas populacdes eventos de vicariancia que impediram
o fluxo génico no passado. Essa quebra pode ser causada por, por exemplo,
mudancas climaticas em grandes escalas (tais como as glaciacoes),
surgimentos de barreiras fisicas como rios, cordilheiras, etc. (e. g. Ramos et al.,
2007; Antonelli et al., 2009; veja também Avise, 2009). Além disso, a extingao
desse tipo de barreiras climaticas ou fisicas podem causar o0 contato
secundario de diferentes linhagens evolutivas, e o efeito desses eventos
podem influenciar a demografia de determinadas populacdes (Emerson et al.,
2001; e. g. Beheregaray et al., 2003). Para atingir tais objetivos, a filogeografia
necessita de conhecimentos advindos da genética molecular, genética de
populacdes, filogenética, geografia histérica, etologia e demografia das
populacdes, sendo, portanto, um campo multidisciplinar (Avise, 1998).

Nesses quase 25 anos de consolidacdo do tema, o numero de pessoas
interessadas aumentou grandemente, com reflexo direto no numero de
trabalhos publicados (Avise, 1998; Beheregaray, 2008). Em sua revisdo sobre
o0 tema, Beheregaray (2008) constatou algumas tendéncias no estudo de
filogeografia, tais como grande parte dos estudos serem classificados
primariamente a categorias de ecologia e evolugdo (embora com diversas
ramificacbes em diversas areas); o auxilio da filogeografia no incremento de

areas como paleoclimatologia, paleontologia e geomorfologia (com muitos
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estudos relacionados aos cenarios de diversificagdo relacionados
temporalmente com periodos do Quaternario); a concentracdo de estudos com
taxa de vertebrados, especialmente mamiferos, e a lacuna de estudos com
invertebrados e uma pequena representatividade de estudos com plantas.

Devido a essa caracteristica, a grande maioria dos estudos em
filogeografia foi realizada com DNA mitocondrial (revisado em Beheregaray,
2008), que possui uma taxa de evolugdo mais rapida que o DNA nuclear em
animais. A revisao de Beheregaray (2008) mostra que em plantas a maioria
dos estudos séo desenvolvidos utilizando-se de marcadores advindos do DNA
cloroplastidial, sendo 88% dos estudos feitos com espécies com distribuicdo no
hemisfério norte do globo. Alguns estudos também séo realizados com outros
tipos de marcadores tais como AFLP (e. g. Kauserud et al., 2006), SSR (e. g.
Walser et al., 2005), ou aloenzimas (e. g. Burton & Lee, 1994).

Com o crescimento do interesse no campo da Filogeografia, novas
abordagens metodolégicas e, portanto, novas filosofias de trabalho foram
desenvolvidas ao longo do tempo. Diversos fatores influenciaram o
desenvolvimento dessas abordagens. Um deles foi o incremento da
capacidade computacional nos ultimos anos, que proporcionou a utilizacao de
novas metodologias de analise que tornaram possivel a utilizacdo de
metodologias de analise anteriormente incapazes de serem realizadas, tais
como aguelas baseadas em maxima verossimilhanca e estatistica Bayesiana
(e. g. Knowles, 2004). Além disso, o incremento no conhecimento de biologia
molecular, tais como o surgimento de novos marcadores, o desenvolvimento
das técnicas de sequenciamento de DNA e o melhor conhecimento do genoma
de inumeros organismos modelo, propiciaram o aumento da quantidade e da
gualidade de informacdo genética utilizadas para a analise filogeografica (e. g.
Hare, 2001; Allendorf et al., 2010).

A teoria da coalescéncia (Kingman, 1982; Watterson, 1984; Donnelly &
Tavaré, 1986; Hudson, 1990) foi uma das metodologias de analise que
influenciou o desenvolvimento da filogeografia (Avise, 1996). A utilizacdo de
genealogias coalescentes torna-se util devido a limitacdo de alguns parametros
descritivos em elucidar a histéria evolutiva de uma populacdo, oferecendo uma
estimativa mais realista do tamanho efetivo, taxa de expansao entre outros

parametros (Kuhner, 2008) isso porque, por exemplo, o tempo de coalescéncia
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nas genealogias tende a ser maior em populagbes com maiores tamanhos
efetivos (Avise, 2009).

Nesse contexto uma nova abordagem de andlise filogeografica foi se
consolidando: a filoeografia estatistica (Knowles & Maddison, 2002; Knowles,
2004, Knowles 2009). Essa abordagem reforca a dualidade existente: entre a
‘filogeografia classica’ (revisado em Avise, 1998) onde predominava a
descricao de resultados baseados quase que diretamente em arvores génicas
de um Unico loco, de maneira qualitativa, combinadas com andlises
espacialmente explicitas e a analise filogeografica de clados aninhados —
NCPA (revisado em Hickerson et al., 2010); com a metodologia de testes de
hipéteses, nas quais as genealogias se tornam ferramentas para a inferéncia
de parametros utilizando-se de abordagens estatisticas (e. g. Rosenberg &
Nordborg, 2002; Kuhner, 2008). Nesse contexto, algumas metodologias
consideradas descritivas sdo duramente rebatidas pelos adeptos da
filogeografia estatistica (e. g. Knowles & Maddison, 2002; Knowles, 2008) onde
a estocasticidade presente em cada arvore génica, nao considerada
adequadamente em metodos que se utilizam de genealogias de loco unico, é
uma das principais fontes de erro desse tipo de abordagem (Knowles, 2004)
embora seja possivel a utilizacdo de mais de um loco na analise de clados
aninhados (Templeton, 2009b). O debate ainda existe na literatura (Beaumont
& Panchal, 2008; Garrick et al., 2008; Knowles, 2008; Templeton, 2004, 2008,
2009a,b, 2010), mas sem duvida o uso de testes de hipétese tem sido
reconhecido e o campo de estudo tem se tornado mais rigoroso
estatisticamente.

O uso de marcadores moleculares tem ajudado a observar padrdes de
estruturacdo geografica da variabilidade genética. A interacdo dessas
informacBes com o arcabouco tedrico e metodoldgico de areas afins, tais como
a biogeografia e a ecologia, torna mais facil a compreensdo dos fatores
historicos e / ou ecolégicos responsaveis pela estruturacdo observada
atualmente (Diniz-Filho et al., 2008). Alguns autores buscam desenvolver
metodologias para que o componente geografico seja mais explorado nas
analises filogeograficas (Knowles & Carstens, 2007; Chan et al., 2011). Além
disso, a utilizacdo de modelos de distribuicdo potencial de espécies utilizando

dados climaticos do passado tem sido uma abordagem que tem se
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desenvolvido nos ultimos anos (e. g. Martinéz-Meyer et al., 2004; Peterson et
al., 2004) e diversas metodologias vém sendo descritas para integrar as duas
abordagens (e. g. Richards et al., 2007; Knowles et al., 2007).

Segundo Waltari e colaboradores (2007) a utilizagdo da abordagem de
inferéncia da distribuicdo potencial no passado pelos modelos baseados em
conservacao de nicho ecoldgico, juntamente com dados filogeograficos, € uma
abordagem bastante interessante para inferir a localizacdo de refagios nos
periodos de glaciacdo, de modo que em muitos casos existe congruéncia entre
ambos os métodos. Embora a utilizacdo da modelagem de nicho tenha como
pressuposto a conservacao de nicho e que pode ter a presenca de varias
fontes de erro (Aradjo & Guisan, 2006), a abordagem tem se mostrado
promissora e hoje podemos encontrar varios trabalhos utilizando-a (e. g. Hugall
et al., 2002; Carstens & Richards, 2007) demonstrando o potencial dessa
metodologia. Alguns autores tém ido além, propondo metodologias para a
utilizacdo da abordagem de distribuicdo potencial em tempos especificos no
passado juntamente com a filogeografia comparativa (Carstens & Richards,
2007), e trabalhos ja podem ser encontrados com esse tipo de abordagem,
onde o mesmo padrdo biogeografico € encontrado em varias especies,
tornando-o mais robusto (e. g. Carnaval et al., 2009).

A abordagem da filogeografia comparativa tem sido bastante importante
para a compreensdo de padrdes biogeograficos, pelo meio da comparacéo dos
padrdes filogeograficos de espécies que possuem distribuicio comum.
Congruéncias em padrdes filogeograficos foram encontradas em alguns
estudos (e. g. Carnaval et al., 2009; Burney & Brunfield, 2009) e fortalecem a
compreensao da evolucdo das comunidades em determinadas regides,
podendo ser (til também na predicdo de como mudancas climaticas futuras
podem influenciar geneticamente, demograficamente e espacialmente a
biodiversidade e auxiliar na escolha de areas com maior histéria evolutiva
Unica como prioridades para conservacéao (revisado em Bermingham & Moritz,
1998; Hickerson et al.,, 2010). Seus métodos de analise ainda estdo em
desenvolvimento, porém novas metodologias estdo se mostrando eficientes na
analise desse tipo de conjunto de dados (Hickerson et al., 2006; Hickerson &
Meyer, 2008) tornando o campo um dos mais promissores em um futuro

préximo (Hickerson et al., 2010).



Logo, com o desenvolvimento das andlises, da coleta de dados e o
aumento no interesse no tema, a Filogeografia trouxe algumas contribuicbes
diretas ou indiretas para o conhecimento cientifico. Avise (2009) listou algumas
dessas contribuicdes, tais como a inferéncia da origem geografica das
espécies, bem como dos possiveis refugios em periodos chave do passado
(ma&ximos glaciais, por exemplo) e outros padrées biogeograficos de
determinadas regides, principalmente através da abordagem de estudos
comparativos; o incentivo ao desenvolvimento de outros campos de estudo
associados, tais como o estudo da evolucdo molecular, o incentivo ao
desenvolvimento de técnicas estatisticas de analise. Podemos citar também
aplicacbes em estudos importantes para a biologia evolutiva, tais como o
estudo da especiacéo (e. g. Moritz et al., 2000; Hewitt, 2001).

Avise (2009) também comenta sobre a possibilidade se serem
encontradas particbes na variabilidade genética, ou seja, linhagens que
possuem evolucdo independente por um determinado periodo, tendo
aplicacdes diretas na sistematica e na conservacao da biodiversidade (e. g.
Fraser & Bernatchez, 2001; Frankhan et al., 2002). Nesse contexto, uma
aplicacdo bastante importante é a elucidacdo das unidades evolutivamente
significativas — ESUs, (do inglés Evolutionary Significant Units) — e a
determinacdo de espécies cripticas. Em um cenéario atual de fragmentacao de
habitats, a determinacdo de ESUs e espécies cripticas podem fornecer
informacfes importantes para a determinacao de locais interessantes para se
criar unidades de conservacao, se existir o objetivo de se conservar toda a
variabilidade genética de uma determinada espécie (ou unidade evolutiva),
apesar de existirem métodos auxiliares ou alternativos a ESUs, como, por
exemplo, a autocorrelacdo espacial da similaridade genética em populacdes
com distribuicdo continua (Diniz-Filho & Telles, 2002).

Portanto, a filogeografia evoluiu bastante desde a sua consolidacédo e
traz perspectivas de crescimento. Com seu potencial de sintese
multidisciplinar, a filogeografia comparativa pode ajudar a solucionar o
complicado quebra-cabeca de como a combinacdo do clima, geografia e as
interacdes ecoldgicas podem ajudar a construir ou interagir com a composi¢ao
e evolugdo das comunidades biologicas (Hickerson et al., 2010). Segundo

Beheregaray (2008) existem regifes que ainda necessitam de mais estudos
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para compreender e identificar padrdes, tais como o hemisfério sul do globo.
Nessas regides ainda € preciso maior investimento para descrever a evolugcéo
do isolamento reprodutivo de unidades populacionais e inferir processos
relacionados a origem, distribuicdo e manutencdo da biodiversidade de suas
espécies. Logo, a filogeografia pode no futuro ter grande desenvolvimento a
partir da interacdo com outros campos de estudo, tais como a modelagem de
nicho ecoldgico; ajudar na melhor compreensao da selecdo natural a partir da
utilizacdo de marcadores moleculares com pressdo de selecdo; e também
continuar elucidando novos padrées biogeograficos em regifes ainda pouco
estudadas.

1.2 Biogeografia dos biomas florestais brasileiros e da diagonal seca

que os corta

A biogeografia é a area da ciéncia preocupada com as causas da
distribuicdo atual das espécies, baseadas na historia evolutiva das espécies e
as mudancas geologicas e / ou climaticas nas areas de distribuicdo das
mesmas. As florestas tropicais do Neotropico se originaram no fim do
Mesozoico. Segundo Burnham & Johnson (2004), na América do Sul, existem
indicios das primeiras formacBes semelhantes as florestas tropicais desde o
Cretaceo tardio, de modo que essas evidéncias se tornaram maiores no
Pleistoceno, porém com a diversidade de espécies bem menor que a atual. Ja
no Eoceno essa formacao florestal ja estava estabelecida. Existem também
evidéncias de certa proximidade entre alguns taxa das duas formacdes de
florestas tropicais brasileiras, Amazbénia e Mata Atlantica, que hoje sé&o
separadas geograficamente por uma diagonal de biomas secos, Cerrado e
Caatinga (Costa, 2003). Segundo a autora essa proximidade advém de
contatos estabelecidos entre as florestas tropicais no passado.

O bioma Amazobnico atual apresenta uma biodiversidade gigantesca.
Estima-se que a regido abrigue cerca de quarenta mil espécies vasculares de
plantas, das quais trinta mil sdo endémicas a regido e grande parte da
biodiversidade da regido ainda é desconhecida (Mittermeier et al., 2003). Na

regido estd a maioria das unidades de conservacdo brasileiras (Jenkins &
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Joppa, 2009), muitas delas sendo criadas apos a década de noventa a partir de
mobiliza¢gBes sociais (Rylands & Brandon, 2005). Devido a presséo popular a
area possui forte apelo para ser conservada, embora ainda existam problemas
de perda de habitat na regido através do desmatamento (Vieira et al., 2005),
mas com efeito de fragmentacdo bem menos evidente como vemos na Mata
Atlantica ou no Cerrado, por exemplo.

Outro bioma florestal brasileiro, a Mata Atlantica apresenta o maior efeito
das atividades antropicas do territdrio nacional, e talvez o bioma de floresta
tropical mais ameacado do mundo, de modo que mesmo sendo um biomas
com alta biodiversidade e endemismo, sua area atual drasticamente reduzida e
altamente fragmentada contando com somente cerca de 12% da é&rea original
gue cobria a costa Atlantica brasileira (Ribeiro et al., 2009). Para piorar a
situacao, muitos desses fragmentos ainda sao afetados através da extracao de
madeira, da caca e da invasdo de espécies exoticas (Tabarelli et al., 2005).

O Cerrado, o bioma savanico nacional, € o segundo maior bioma
brasileiro, ocupando 21% do territério nacional. O bioma apresenta alta
biodiversidade vegetal, apresentando 44% de flora endémica, mas mesmo com
tamanha biodiversidade o Cerrado tem recebido menor atencdo do que a
Amazonia e a Mata Atlantica em relacdo a medidas de conservacao. Por isso
foi considerado um dos ‘hotspots’ mundiais de conservacéao (Klink & Machado,
2005). Mais da metade do Cerrado foi transformado em pastagens, areas
agriculturaveis ou de outros usos humanos (Klink & Machado, 2005) e
atualmente a regido nordeste do estado de Goias é a que apresenta 0 maior
nivel de vegetacédo nativa (Carvalho et al., 2009).

Devido a grande extensdo do bioma Cerrado, a fragmentacdo do mesmo
ocorre de maneiras diferentes nos varios pontos de sua distribuicédo,
apresentando, por exemplo, diferentes tipos de matrizes entre os fragmentos
remanescentes (Brannstrom et al., 2008). Além disso, a agricultura pode
causar um maior nivel de fragmentacdo do que pastagens (Carvalho et al.,
2009), de modo que a topografia do local pode influenciar no tipo de uso do
mesmo, em ambientes mais inclinados ha predominancia de pastos
(Brannstrom et al., 2008; Carvalho et al., 2009). Por esses e outros fatores,

apos uma revisao bibliografica do estado de conservacédo do Cerrado, Silva e



Bates (2002) concluem que a conservacdo do bioma é um grande desafio
devido ao interesse econémico associado a degradacédo do bioma.

A Caatinga, o segundo bioma que compde a diagonal seca que separa
os biomas florestais brasileiros, é semi-arida e dominada por vegetacao seca
arbustiva (Sampaio, 1995) e ocupa 736.000 km? da regido nordeste do Brasil
(IBGE, 1985). Possui grande biodiversidade, porém também sofre com uso
inapropriado da paisagem e, por consequéncia, sofre sérios danos ambientais,
tais como a aceleracdo da desertificacdo que atualmente ameaca por volta de
15% da regido, e mesmo assim menos de 1% desse bioma diverso esta sendo
protegido integralmente em areas de conservacéao (Leal et al., 2005).

A localizacdo geografica atual desses biomas € resultante de diversos
fatores biogeograficos que acompanharam a historia climatica, geologica e,
consequentemente, a historia evolutiva das espécies que os compdem.
Eventos geologicos causados pela tectdnica de placas tiveram influéncia na
biogeografia da regi&io Amazonica. O soerguimento das cadeias montanhosas
dos Andes desempenhou um papel importante para a diversificacdo de
espécies de plantas da regido amazonica, causando eventos vicariantes devido
a mudancas nas bacias hidrogréaficas e nas incursées marinhas no continente.
Essa influéncia pode ser notada no estudo de Antonelli e colaboradores (2009)
com membros da familia Rubiaceae, onde os eventos vicariantes causados
pelo soerguimento dos Andes sdo congruentes com o0s eventos de
diversificacdo dos membros da familia. Além disso, a formacdo da bacia
amazonica também influenciou a histéria evolutiva de alguns grupos, de modo
gue os rios agiram como barreiras vicariantes (e.g. Hayes & Sewlal, 2004),
porém outros grupos conseguem suplantar essa barreira (e. g. Fairley et al.,
2002).

Durante os ciclos glaciais, onde a mudancas climaticas podiam tornar
alguns ambientes secos e frios nos periodos glaciais e umidos e quentes nos
periodos interglaciais, as espécies normalmente respondiam individualmente,
mudando suas distribuices, e quebrando a estrutura das comunidades (Haffer
& Prance, 2002). Nessa dinamica espacial, a teoria dos refagios diz que as
espécies adaptadas a climas quentes e umidos tenderiam a ficar restritas a
regides especificas onde as caracteristicas climaticas interglaciais eram

mantidas, os refugios. A formacdo dos refugios seria importante para a
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diversificacdo biologica. Durante esse periodo de isolamento geogréfico
poderia ocorrer diferenciacdo entre as linhagens em diferentes reflgios. Ao
findar os periodos glaciais essas mesmas populacdes sofreriam expansdo
populacional @ medida que novas areas adquirissem as condi¢des climaticas
para seu estabelecimento. Essa expansao deixaria alguns sinais genéticos tais
como menor diversidade genética nas regides recém colonizadas e maior
diversidade nas regifes de refugio (revisado em Hewitt, 2000). Outra hipétese
alternativa para a diversificacdo da biodiversidade é a selecdo local em
gradientes ecolégicos, que algumas vezes podem gerar diferencas fenotipicas
maiores que aquelas causadas pelo isolamento causado pelos refagios no
passado (e. g. Schneider et al., 1999).

Muitos estudos déo especial importancia ao periodo do Quaternario para
o processo de diversificagdo da biodiversidade. Willis & Niklas (2004) revisaram
estudos palinolégicos para compreender a importancia desse periodo para a
diversificacdo de plantas e concluiram que: as respostas diferenciais do
periodo séo relacionadas a um efeito de migracéo e isolamento (formacéo de
refagios), contrastando com efeitos de mudanca de dominancia na estrutura de
comunidades que era mais comum em periodos glaciais precedentes; existe
um efeito bastante diverso para diferentes grupos de plantas, principalmente
entre angiospermas e gimnospermas, evidenciando a resposta especifica as
mudancas globais; o efeito de extincdo de populacdes foi mais comum do que
a diferenciacéo entre elas, porém as taxas evolutivas sdo condizentes com um
possivel processo de diversificagcdo no periodo. Para a regido Neotropical, Rull
(2008) encontrou que o periodo de diversificacédo foi variavel, ora ocorrendo no
Quaternario e ora no Terciario, sofrendo influéncia do grupo avaliado,
corroborando a ideia de que nédo existe um padrédo geral de diversificacdo, de
modo que, para plantas, por volta de 56% das diversificacdes ocorreram no
Terciario e 44% se deram durante o periodo Quaternario.

Assim, as mudancas climéaticas também tiveram grande influéncia na
evolucdo da biodiversidade amazoénica. No periodo Quaternario foi comum o
avanco de formacdes abertas em areas onde existiam formacdes florestais
(revisado em Willis & Niklas, 2004). Na revisdo de Hafter & Prance (2002) é
salientada a evidéncia de formacdes florestais abertas ou mesmo presenca de

savanas onde hoje € a Amazbnia meridional. Nos periodos secos, as
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formacOes florestais ficaram restritas as proximidades dos leitos dos grandes
rios, enquanto formacgOes abertas foram se formando nas demais regides.
Como exemplo dessas mudancas, existem evidéncias geoldgicas de que a
regido dos Lhanos, do leste da Colémbia-Venezuela ao noroeste da Amazé6nia
tenha se tornado semelhante a um deserto durante certos periodos do
Quaternéario. Com base nisso, os autores salientam a plausibilidade da hip6tese
dos reflgios para explicar a biodiversidade amazénica. Evidéncias
palinologicas de retracbes e expansfes das florestas associadas a regides
savanicas foram encontradas, por exemplo, no trabalho de Mayle e
colaboradores (2007).

Porém, existem autores que defendem a ideia da estabilidade da regido
durante os periodos glaciais, indo contra a ideia da expansdo das areas de
floresta seca e savana e, portanto, ndo acreditando na idéia dos refugios na
Amazonia (e. g. Colinvaux et al., 2000, 2001; Bush & Silman, 2004). Hewitt
(2000) diz que evidéncias da existéncia de refugios sdo bem estabelecidas na
Europa e na América do Norte, porém ha menos evidéncias de restricio na
distribuicdo em refagios seguida de expansdes populacionais nas regides
tropicais. Lessa e colaboradores (2003) encontraram padréo de formacéo de
refagios em espécies da América do Norte, onde foram observados indicios de
expansao populacional apds os periodos de glaciacdo para diversas espécies
de mamiferos, porém esse padrdo ndo foi observado na regido Amazodnica
para espécies do mesmo grupo, lancando a hipdtese de que a regido possa ter
tido mudancas de composicdo de espécies, porém a paisagem permaneceu
mais estavel nos periodos de glaciacdo. Resultado semelhante foi encontrado
por Mayle e colaboradores (2004), onde foram encontradas evidéncias de que
boa parte da bacia Amazdnica sofreu mudanca de composicdo de espécies,
mas permaneceu com formacgdes florestais no dltimo maximo glacial, embora
os limites norte e sul da bacia possam ter sido substituidos por savanas, tendo
0 mesmo se mantido durante o Holoceno inicial e médio, de modo que a
paisagem atual passou a ser estabelecida no Holoceno tardio.

Mais ao sul do Brasil alguns estudos palinolégicos realizados
encontraram evidéncias de que o ambiente na regido sudeste do Brasil durante
0 Ultimo maximo glacial apresentou climas seco e frio. Nesse periodo, o

Cerrado ficou restrito ao norte da regido, devido a presencga de geadas mais ao
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sul (Behling & Licthe, 1997; Behling, 1998; Behling, 2002). Durante o Holoceno
inicial o Cerrado apresentou uma expansao para o leste, nas planicies em
direcdo a Oceano Atlantico, porém, a partir do Holoceno tardio essas regides
foram substituidas por florestas semideciduais com a diminuicdo da estagéo
seca (Behling, 1998; Behling, 2002). Registros de queimadas frequentes
também foram observados na regido Sudeste, enquanto a regido Sul ndo
apresentou essa tendéncia (Behling, 2002). Durante os maximos glaciais,
existem trés refagios preditos para a Mata Atlantica, sendo eles: o refagio de
Pernambuco, no Norte acima do Rio S&o Francisco; o refugio da Bahia, no
centro entre o Rio Doce e o S&o Francisco; e um terceiro mais controverso
Refugio de Sao Paulo, no sul e abaixo do Rio Doce (Carnaval & Moritz, 2008;
Martins, 2011). Na regido do Brasil Central o resfriamento e as condi¢bes
secas causaram mudancas na composicao florestal (17000 anos antes do
presente). No fim do Pleistoceno (13000 anos antes do presente) as condi¢cdes
voltaram a ser favoraveis as formacdes florestais, mas outros resfriamentos
causaram novas mudancas nédo tao drasticas (11000 anos antes do presente),
até que por fim o aumento da umidade e da temperatura (8500 anos antes do
presente) fez com que a regidao se organizasse da mesma maneira que
observamos hoje (Ledru, 1993).

Existe também a evidéncia de que no passado existia uma continuidade
entre as Florestas Estacionais da América do Sul, essa continuidade se
estendia de forma existia uma conexdo entre essa formacédo florestal que se
distribuam entre a Caatinga e o Chaco. Essa continuidade é denominada Arco
Pleistocénico (Prado & Gibbs, 1993). Porém, com o0 aumento da temperatura e
da umidade essa continuidade foi quebrada e reduzida as manchas de
Florestas Estacionais atuais, resquicios da formacdo continua passada. A
hipétese inicial do Arco pleistocénico se deu através da observacdo da
distribuicdo da espécie Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan (Leguminosae)
gue seguia a mesmo padrao esperado para o Arco de ligacdo das regifes do
Neotrépico (Prado, 2000). Oliveira-Filho & Ratter (2000) também dao énfase a
importancia das matas de galeria nesse processo, de modo que, juntamente
com as Florestas Estacionais, serviam de ligagcao da Caatinga para o Chaco e

entre as formagdes de florestas tropicais brasileiras.
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Outra possibilidade é a ideia da conexdo entre as florestas tropicais
brasileiras, sejam elas através das matas de galeria ou das florestas secas,
propiciando a troca e o compartilhamento de espécies entre as regides (Costa,
2003). Alguns estudos corroboram esta hipdtese. Por exemplo, temos: a
composicdo de espécies de pequenos mamiferos semelhantes entre as
florestas tropicais e as matas de galeria do Cerrado (Céceres et al., 2008); a
proximidade filogenética entre espécies amazonicas e do Cerrado no género
de roedores Oligoryzomys (Miranda et al., 2009). Além disso, o Cerrado pode
funcionar como uma possivel fonte de comunicagéo entre a Mata Atlantica e as
Florestas Secas do Chiquitano (Bolivia) na espécie de arbérea Cedrela fissilis
(Garcia et al., 2011), que evidencia a possibilidade de uma conexdo entre a
Amazonia e a Mata Atlantica, via Cerrado, devido a existéncia de ligacao entre
regides mais distantes. Porém, também existem alguns estudos que vao contra
essa ideia e algumas espécies ndo mostram essa continuidade, como: o
morcego Desmodus rotundus, que apresenta forte quebra causada pela
diagonal seca que separa a Mata Atlantica e a Amazonia, quebra essa causada
pelas mudancas climaticas do Pleistoceno (Martins et al., 2009); a divergéncia
entre duas espécies de primatas, Alouatta belzebul e Alouatta guariba,
Amazonica e de Mata Atlantica respectivamente, também causada por
mudancas climaticas no Pleistoceno (Martins et al., 2011); e o arbusto
Psychotria ipecacuanha que apresenta grande divergéncia genética entre as
populacbes da Mata Atlantica e da Amazbnia, sendo essa espécie uma
representante do possivel “Arco Pleistocénico” com sua distribuicdo atual
representando refagios para a espécie, e ndo é encontrada nas matas de
galeria do Cerrado (Rossi et al., 2009).

Nesse contexto, autores como Costa (2003) e Tuomisto (2007)
acreditam que para a compreensdo da biogeografia da regido Neotropical €
necessaria uma integracdo de teorias. Em um ambiente tdo complexo como
esse a influéncia climatica, juntamente com a influéncia das bacias
hidrograficas e incursées marinhas no passado, aliadas também a
adequabilidade ambiental presente, juntas, poderiam dar luz a biogeografia da
regido. Uma possivel abordagem para essa compreensdo € tentar elucidar a
histéria evolutiva das espécies que ocorrem na regido, sendo um grupo com

ocorréncia ampla e com distribuicdo nos principais biomas um bom modelo.
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Um dos campos de estudo que vem se desenvolvendo para tentar
compreender a histéria evolutiva das espécies é a Filogeoografia e diversos
estudos foram realizados para melhor compreenséo desses padrdes. Alguns
deles estéo relacionados abaixo.

Existem evidéncias de padrdes de refagio no Pleistoceno inicial em
regides Neotropicais na America do Norte (Gutiérrez-Rodriguez et al., 2011).
Porém existe o debate da importancia desse periodo para a diversificacdo e
evolucéo de espécies no hemisfério Sul. Diversos estudos demonstraram que 0
Pleistoceno foi um periodo importante para a diversificagdo das populacdes
presentes na diagonal seca brasileira. Alguns lugares foram apontados como
possiveis regibes de reflgio para as populacBes presentes na area. Areas
proximas a bacia do Rio S&o Francisco possuem estudos palinolégicos
demonstrando uma estabilidade nos periodos glaciais (de Oliveira et al., 1999)
e pode ter servido de refugio para populacbes de Hymenaea stigonocarpa
(Ramos et al., 2007).

O fim dos periodos glaciais também pode servir para estruturar
populacdes. Isso ocorreu para a espeécie Cedrela fissilis que possuia um
continuo populacional nos periodos glaciais, compondo o provavel “Arco
Pleistocénico” e hoje ocorre em alguns fragmentos florestais no Cerrado e em
outros biomas com formacéo de florestas (Garcia et al., 2011). Para a espécie
Lychnophora ericoides, que € restrita a cerrados rupestres, existe uma grande
diferenciacao entre as populaces da espécie do estado de Goias em relacao
as populacdes do estado de Minas Gerais, de modo que esse isolamento pode
ser resultado do aumento da temperatura e umidade com o fim dos periodos
glaciais que causou a retracdo das populacdes para sua distribuicdo atual
(Collevatti et al., 2009a). Padrdo semelhante ao encontrado em Lychnophora
ericoides € observado para a espécie Tibouchina papyrus, restrita a ambientes
de Cerrado rupestres em trés Serras no estado de Goias e Tocantins (Collevatti
et al., in press). O norte do Cerrado pode também ter sido importante para a
colonizacdo das regides mais ao sul em C. brasiliense, uma espécie de ampla
distribuicdo no bioma, e que pode ter sofrido efeitos dos periodos glaciais do
guaternario (Collevatti et al., 2003).

Quanto a relacdo entre os biomas da diagonal seca brasileira, alguns

estudos encontraram forte divergéncia genética em uma espécie de marsupial
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da familia Didelphidea, Monodelphis domestica, entre as populacdes de
Cerrado e Caatinga (Caramaschi et al., 2011; Carvalho et al., 2011), sugerindo
a existéncia de uma possivel barreira separando os biomas no passado,
causada por eventos de glaciacdo no Plioceno (Caramaschi et al, 2011). Além
disso, a altitude e grandes rios podem servir como barreiras ao fluxo génico de
espécies que ocorrem na “Diagonal Seca” brasileira. Nascimento e
colaboradores (2011) encontraram esse padrao para uma espécie de pequeno
roedor, Calomys expulsus, onde a elevacédo do planalto central e o Rio Sao
Francisco serviram como barreiras e causaram divergéncia entre as
populacdes.

Por fim, Cabanne e colaboradores (2011) encontraram divergéncia
genética evidente entre subespécies de uma ave que habita a Mata Atlantica e
a diagonal seca. Essa divergéncia foi causada por selecdo diferencial
associada a baixos niveis de fluxo génico e ndo por somente por efeito de
isolamento. Os resultados indicam que ndo ha continuidade atual entre
populacdes dos dois biomas, e que as populacdes da Mata Atlantica Central
sdo as mais antigas.

Portanto, conforme vimos a filogeografia tem se desenvolvido ao longo
dos anos, porém ainda existem poucos estudos na regido neotropical, tdo
complexa e ainda carente de explicacfes acerca de padrdes biogeograficos.
Assim mais contribuicbes sdo bem vindas para aumentar o conhecimento

relacionado ao padréo de distribuicdo da diversidade biolégica na regiao.

1.3 Espécies de estudo

A familia Caryocaraceae é representada por dois géneros, Caryocar e
Anthodiscus. A familia tem origem datada do Eoceno Médio, devido a presenca
de registro fossil deste periodo encontrado na Venezuela (Muller, 1981). O
género Caryocar possui ampla distribuicdo no Neotrdpico, sendo representado
em diversos biomas brasileiros, tais como o Cerrado, a Caatinga, a Mata
Atlantica e a Amazbnia. O género € composto por espécies arboreas,

distribuidas na regido neotropical. Dentre as doze espécies do género que
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ocorrem no Brasil, somente quatro espécies ocorrem fora da Amazonia, sendo
encontradas no Cerrado, na Caatinga e na Mata Atlantica (Prance & Silva,
1973). A morfologia floral apresenta algumas adaptacdes para evitar a auto-
fecundagcdo, com os estames tornando eretos antes que o estilete (Prance &
Silva, 1973). As caracteristicas das flores das espécies do género sugerem a
polinizacdo por morcegos, de modo que estes se alimentam do néctar e ndo
consomem nenhuma parte da flor (Prance & Silva, 1973). As espécies de area
aberta possuem grandes semelhancas morfologicas, apresentando evidéncia
de divergéncia recente. No presente trabalho foi avaliada a histdria evolutiva
das trés espécies que atualmente se distribuem na diagonal seca brasileira
sendo elas C. brasiliense, C. cuneatum e C. coriaceum.

Na revisdo da familia Caryocaraceae, Prance & Silva (1973) caracteriza

as especies em estudo da seguinte maneira:

Caryocar brasiliense Cambess: distribui-se no Cerrado do Planalto
Central do Brasil até o Parana (Figura 1). S&o arvores que atingem até 10
metros de altura, mas usualmente menores com o tronco retorcido.

C. coriaceum Wittmack: distribui-se em matas secas na parte norte e
leste do Planalto Central brasileiro (Figura 1). Sdo arvores que podem atingir
até 15 metros de altura.

C. cuneatum Wittmack: distribui-se em matas na parte norte do Planalto
Central brasileiro (Figura 1). Sdo arvores que podem atingir até 15 metros de

altura.

Para complementar a avaliacdo da origem das espécies acima foram
utilizadas outras seis espécies do género, descritas segundo Prance & Silva

(1973) da seguinte maneira:

C. edule Casarreto: sdo arvores que se distribuem na costa leste do
Brasil, sendo encontrada da Bahia ao Rio de Janeiro em ambientes

pedregosos préximos a cursos d’agua (Figura 2).

15



C. glabrum (Aublet) Persoon: sdo arvores que podem atingir 50 metros
de altura e distribui-se em florestas ndo alagadas desde as Guianas ao norte
da Amazénia da Coldbmbia, Peru, Venezuela até a regido leste do Para (Figura
3).

C. pallidum A. C. Smith: sdo arvores que podem atingir 40 metros de
altura e distribui-se em florestas ndo alagadas da Amazbnia na Venezuela,
Brasil e Bolivia (Figura 2).

C. microcarpum Ducke: sao arvores que podem atingir 25 metros de
altura, frequentemente menores com troncos néo reforgados. Distribui-se em
florestas periodicamente alagadas desde as Guianas e o norte da Amazobnia
desde o Peru até o Brasil (Figura 4).

C. villosum (Aublet) Persoon: sdo arvores que podem atingir 40 metros
de altura e até 2,5 metros de diametro. Distribui-se desde a Guiana Francesa
até a Amazonia brasileira, sendo mais abundante no leste da Amazonia (Figura
1).

C. costaricense Donnell Smith: séo arvores que podem atingir 50 metros
de altura com tronco reforcado chegando a 1,5 metros de diametro. S6 é
conhecido nas florestas de altitude de Punteras, provincia da Costa Rica
(Figura 5).
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Figura 1. Mapa de ocorréncia de quatro espécies do género Caryocar

(modificado de Prance & Silva, 1973).
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Figura 2. Mapa de ocorréncia de seis espécies do género Caryocar

(modificado de Prance & Silva, 1973).
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Figura 3. Mapa de ocorréncia de trés subespécies de Caryocar glabrum

(modificado de Prance & Silva, 1973).

Além disso, foi utilizada uma espécie do género Anthodiscus, também
pertencente a familia Caryocaraceae, como grupo externo as espécies do

género Caryocar, auxiliando na elucidacdo da elucidacdo da histéria evolutiva

das espécies em estudo.
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Figura 4. Mapa de ocorréncia de Caryocar microcarpum (modificado de Prance
& Silva, 1973).
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Figura 5. Mapa de ocorréncia de Caryocar costaricense (modificado de Prance
& Silva, 1973).
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Davis e colaboradores (2005) relacionam a origem das florestas tropicais
modernas com uma diversificacdo explosiva das espécies da ordem
Malpighiales, datada do Cretdceo Médio. Segundo o autor, o surgimento da
nova formacgéo facilitou a expansédo e diversificagdo dos taxa da ordem, e
indica uma origem bastante antiga para a familia Caryocaraceae, datando entre
100 e 112 milhdes de anos atras. Existem também alguns estudos anteriores
qgue elucidaram alguns padrbes da distribuicdo da variabilidade genética de
individuos das espécies do género Caryocar. Collevatti e colaboradores
(2001a) encontraram forte estruturacdo genética entre populacbes de C.
brasiliense através da analise de locos microssatétiltes nucleares. O mesmo
padrdo de estruturacdo genética foi encontrado analisando locos
microssatélites e sequéncias cloroplastidiais para a espécie, elucidando
possiveis efeitos de retracfes da distribuicdo geografica da espécie causada
por eventos de glaciagdo no passado (Collevatti et al., 2003). Outro estudo
genético para a espécie evidenciou que é possivel que o fluxo de pdlen seja
maior que a capacidade de dispersdao das sementes em C. brasiliense
(Collevatti et al., 2001b). Collevatti e colaboradores (2009) também procuraram
entender o papel do rio Negro, no Amazonas, como barreira ao fluxo génico em
duas espécies do género, C. microcarpum e C. villosum, através de locos
microssatélites nucleares e sequéncias do genoma cloroplastidial,
evidenciando que o rio ndo funciona como barreira efetiva para ambas as

espécies.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo geral

Entender os padrdes filogeograficos das espécies do género Caryocar

gue se encontram na diagonal seca Brasileira (C. brasiliense, C. coriaceum e

C. cuneatum) de modo a entender as relacbes de proximidade filogenética

entre as mesmas e ajudar a elucidar os padrdes biogeogréaficos responséaveis

pelas divergéncias entre os taxa e a origem das espécies presentes no Cerrado

e Caatinga.

2.2 Objetivos especificos

1.

Inferir a variabilidade genética das espécies estudadas, bem como a
estruturacdo da mesma, elucidando o grau de divergéncia existente
entre cada uma delas;

Reconstruir as relacdes filogenéticas existentes entre as espécies em
estudo;

Entender como se encontra distribuida a variabilidade genética
dentro e entre as populacdes das espécies C. brasiliense e C.
cuneatum;

Compreender a historia demografica das espécies da diagonal seca
brasileira evidenciando ou ndo a presenca de retracdo ou expansao
populacional.

Determinar os tempos de divergéncia entre as espécies do género
estudadas e compreender quais eventos poderiam ser responsaveis

pelo surgimento das espécies da diagonal seca brasileira;
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6. Hipoteses

1. Devido ao fato que a maioria das espécies se distribui na regido
Amazobnica, e o registro fossil mais antigo se encontrar na mesma
regido, infere-se que o género Caryocar tenha origem na regido.
Predicé@o: As espécies presentes na diagonal seca sé@o derivadas.

2. As espécies do género Caryocar sao polinizadas por morcegos e
dispersadas por grandes mamiferos. A partir dessas caracteristicas
espera-se que as populacbes de C. brasiliense e C.cuneatum
apresentem relativamente altos niveis de fluxo génico. Predicdo: As
populaces das espécies apresentam baixas ou nenhuma estruturacéo
populacional.

3. A teoria dos refugios prevé o isolamento de populagdes influenciado
pelas mudancas climaticas nos periodos glaciais, de modo que esse
isolamento pode ser responsavel pela diversificacdo de espécies.
Existem evidéncias de que os biomas florestais brasileiros sofreram
influéncias dessas glaciacées. Com base nisso, a origem das espécies
da diagonal seca brasileira pode ter sofrido influéncia dos periodos
glaciais. Predicdo: O ancestral comum mais recente das espeécies

ocorreu em periodos de ocorréncia de glaciacoes.
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4. Metodologia

4.1 Coleta de material bioldgico

Foram realizadas coletas de amostras de folhas em nove espécies do
género Caryocar. Como um dos objetivos do trabalho é elucidar a evolucéo das
espécies presentes nos biomas secos, Cerrado e Caatinga, priorizou-se a
amostragem das mesmas, de modo que C. brasiliense foi coletado em 11
localidades, C. cuneatum em cinco e C. coriaceum em uma. As demais
espécies tiveram menor representatividade, pois ndo seriam utilizadas para
abordagens de analise de demografia e as coletas das espécies Amazdénicas
foram realizadas em parceria com pesquisadores do Instituto Nacional de
Pesquisas Amazonicas (INPA). Na reserva Ducke (Manaus-AM) foram
coletadas amostras de C. glabrum, C. pallidum, C. villosum e da espécie
utilizada como grupo externo, do género Anthodiscus, também pertencente a
familia Caryocaraceae. Foram realizadas também coletas as margens do Rio
Negro, onde as espécies C. microcarpum e C. villosum foram encontradas.
Foram coletados individuos de C. edule pertencentes a uma populacao.
Amostras da espécie C. costaricense foram obtidas através de parceria com
um pesquisador local, o professor Jorge A. Lobo, da Universidad Costa Rica.

Os pontos de coleta estdo indicados na Figura 6. Foram utilizadas no
trabalho 270 individuos, sendo 133 de C. brasiliense, 11 de C. coriaceum, oito
de C. costaricense, 73 de C. cuneatum, quatro de C. edule, trés de C. glabrum,
qguatro de C. pallidum, 10 de C. microcarpum, 23 de C. villosum, além de um
individuo do género Anthodiscus. As populacdes utilizadas e a quantidade de

individuos de cada uma delas encontram-se na Tabela 1.

4.2 Obtencado dos dados moleculares

Os resultados foram gerados através do sequenciamento de duas
regides intergénicas cloroplastidiais trnH-psbA (Azuma et al., 2001) e trnC-ycf6
(Dumolin et al., 1995).

A extracdo de DNA ocorreu a partir das folhas dos individuos coletados,

utilizando-se o protocolo de extracdo CTAB 2% (Doyle & Doyle, 1987),
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guantificado através de eletroforese em gel de agarose 1% com o auxilio de

marcador com peso molecular conhecido. Em seguida diluiu-se a solucao de

DNA para uma concentracdo de, aproximadamente, 3 ng/pL, que foi utilizada

para a amplificacdo dos fragmentos especificos nas reagfes em cadeia da

polimerase ( do inglés Polymerase Chain Reaction — PCR). A reacéao foi feita a

partir de uma solucédo contendo todos os reagentes com um volume final de

20uL (Tabela 2), com o programa utilizado nos termocicladores obedecendo

aos seguintes passos: (1°) Desnaturacao inicial do DNA a 94°C por cinco

minutos; (2°) Desnaturacdo do DNA a 94°C por um minuto; (3°) Temperatura

especifica para o anelamento do iniciador por um minuto; (4°) Temperatura de

extensdo da molécula de DNA — 72°C — por um minuto e meio; (5°) Repeticao

do passo dois ao quatro por 30 vezes; (6°) Extenséo final das moléculas de

DNA a 72°C por dez minutos
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Figura 6. Pontos de coleta das populagfes utilizadas no trabalho e sua

localizacao referente aos biomas brasileiros. * Popula¢des coletadas, mas nao

utilizadas no trabalho.
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Tabela 1 — Individuos e populacfes coletadas. * - Populacdes sem sequéncias.

i Populagio “Jebaréiicas _ indviduos
Estacéo Ecoldgica de Aguas Emendadas — DF (AGE) }é‘; C:’;i gzg (S) 16
Campus da UFMS Campo Grande — MS (CGR) é?; ‘gg %ig (S) 14
Parque Estadual de Caldas Novas — GO (CNV) }12(; ﬁ 232 (S) 15
Formoso do Araguaia — TO (Dentro e Fora) (FARd; FARf) }151;) ig ;22,22 (S) 9
Parque Nacional de Grade Sertdo Veredas — MG (GSV) }12(; }é igg (S) 16
Estacéo Ecoldgica de ltirapina — SP (ITI) féz ég égg (S) 16
Caryocar brasiliense Rondonopolis - MT (MTR) éiz ‘:;i ggé(s) 16
Novo S&o Joaquim — MT (NSJ) 513‘:‘;‘; 25:’; gig (S) c
Queréncia — MT (QUE) Elsi‘; }8 ;‘;% (S) 10
Porto Nacional — TO (TOC) }‘g; ‘;’1 gg% (S) 13
Uruagu — GO (URU) i‘é‘(’) %g', ig-'i"" %: 3
Montes Claros (MOC)* :}12(; g?[ ?L%)Z} % )
Serra da Canastra (SCA)* ;ngz ig :(L)%i % )
Barreiras — BA (BAR) ﬁz 236 ig; % 16
Darcindpolis — TO (DAR) 3‘;‘; ji géj % 14
Caryocar cuneatum Estreito — MA (EST) 332 gg éié % 15
Posse — GO (POS) i‘é’:’) 22', ?3’,?,% %: 15
Santa Filomena — PI (SFI) 9122 g?[ 2%?1 % 13
Caryocar coriaceum Crato — CE (CRA) (:)?,Z)Z é?i ggg ?) 11
Caryocar edule Porto Seguro — BA :1)’22 %g (2)‘;2 ?) 4
. Margens do Rio Negro — AM 2132 23 j%é ?) 11
Caryocar villosum e Ducke - A gg«; 258) ggé g .
Caryocar microcarpum Margens do Rio Negro — AM 2%‘; 23" j?g." g: 10
Caryocar glabrum Reserva Ducke — AM gg; EE’)‘Z gg% ?) 3
Caryocar pallidum Reserva Ducke — AM gg; gg ‘gé ?) 4
Caryocar costaricense Costa Rica 8
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Ap6s as reacdes de PCR os fragmentos amplificados foram
guantificados a partir de eletroforese em gel de agarose 2%. Posteriormente as
reacoes de PCR foram purificadas utilizando as enzimas Exonuclease |
(10u/uL) e a Fosfatase Alcalina (1u/uL) (do inglés Shrimp Alkaline Phosphatase)
— método EXO-SAP com a proporcdo de 1 de Exonuclease | para 9 de
Fosfatase Alcalina. As reacdes de sequenciamento ocorreram em ambas as
diregbes, “forward” e “reverse” para montagem da fita consenso. Apds a
precipitagdo, o sequenciamento dos fragmentos ocorreu em um sequenciador
automatico de DNA ABI Prism 3100 (Applied Biosystems, CA) utilizando o kit
de sequenciamento DYEnamicTM ET Terminator (GE HealthCare, Sweden), de
acordo com as instru¢cdes do fabricante. As sequéncias foram analisadas,
editadas e alinhadas utilizando o a rotina do programa ClustalW (Thompson et
al., 1997) e editadas manualmente para correcéo de possiveis erros utilizando
0 programa Bioedit 7.0.9 (Hall, 1999).

Tabela 2 — Reagentes e concentracdes utilizados nas reacdes de PCR.

Reagentes Concentracéo VC(JLULTG Quantidade final
Agua - 5,7 -
DNA ~3ng/uL 5,0 15ng
Iniciador sensu 0,9uM 1,5 1,35pMol
Iniciador anti-sensu 0,9uM 1,5 1,35pMol
Albumina bovina 2,5mg/uL 2,0 5mg
Tampéo para enzima Taq 10x 2.0 i
polimerase
dNTPs 2,5uM 2,0 5pMol
Tag Polimerase 5 unidades/uL 0,3 1,5 unidades
Total 20

4.3 Andlise de dados

Depois de alinhadas e editadas, foram feitas analises da diversidade
genética das populacdes das espécies do género, através da inferéncia dos
indices de diversidade génica (nucleotidica) = e haplotipica (h) (Nei, 1987) para

a caracterizacdo das sequéncias. Para as analises de relacao filogenética entre
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as espécies, bem como as andlises baseadas em coalescéncia, foram retirados
0s sitios com mutacdo relacionados a microssatélites, devido a maior taxa
mutacional nessas regifes em relacdo aos demais sitios amostrados.

Para entender as relagfes filogenéticas e as relacBes de proximidade
entre as espécies e entre cada hapl6tipo amostrado foi utilizada a metodologia
de “median-joining network”, onde é utilizado o método de méaxima parciménia
e sdo inseridos alguns vetores médios, interpretados biologicamente como
hapl6tipos ndo amostrados ou presentes em ancestrais ja extintos (Bandelt et
al., 1999) realizada utilizando o programa Network 4.6 (Forster et al., 2000), de
maneira que cada sitio teve peso igual para a construcdo da rede.

Para a complementacdo da analise filogenética foi construida uma
arvore filogenética pela metodologia Bayesiana. A construcéo da arvore se deu
através do programa MrBayes 3.1.2 (Huelsenbeck & Ronquist, 2001), que
utiliza a metodologia de Cadeias de Markov pelo método de Monte Carlo
(MCMC) para a procura das topologias. Para compor o grupo externo foi
utilizada uma espécie do género Anthodiscus, pertencente também a familia
Caryocaraceae. A escolha do modelo evolutivo das sequéncias dos individuos
de todas as espécies, que foi utilizado como informacdo a priori para a
construcéo da arvore, foi feita no programa jModelTest (Posada, 2008), através
da metodologia de maxima verossimilhanca seguida pelo critério de informacao
de Akaike. O modelo escolhido foi o0 TPM1uf+l". Foram utilizados sete milhdes
de passos em quatro cadeias diferentes, sendo trés quentes e uma fria, com
uma topologia inicial aleatéria, de modo que as topologias seriam amostradas a
cada mil passos da cadeia de Markov. Foram descartados os 1,25 milhdes de
passos iniciais como burnin e as demais topologias foram utilizadas para obter
a arvore consenso com as topologias de maior probabilidade posterior,
segundo a metodologia Bayesiana.

Para medir o nivel de estruturacdo genética e a presenca de populacdes
ou grupos distintos geneticamente foram realizadas analises de variancia
molecular (AMOVA, Excoffier et al.,, 1992) com as espécies, e com as
populacbes das espécies C. brasiliense, C. cuneatum e C. coriaceum. Para
elucidar se a estruturagdo genética presente nas populacdes de C. brasiliense
e C. cuneatum sdo causadas por efeito da distancia geografica entre as

mesmas ou por eventos vicariantes foi realizado um teste de Mantel. As
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populacbes foram georreferenciadas e matrizes geogréficas foram obtidas
através da distancia em linha reta entre cada uma delas. Todas as analises
acima foram realizadas utilizando o programa Arlequin ver 3.5 (Excoffier &
Lischer, 2010).

Para testar possiveis variagbes demograficas no passado foram
realizados testes de neutralidade utilizando os parametros D de Tajima (Tajima,
1989), Fs de Fu (Fu, 1997) e o calculo da distribuicdo Mismatch (Slatkin &
Hudson 1991; Rogers & Harpending, 1992) com a estimativa dos parametros
de expansao demografica (1, 6o € 0;) medidos através da metodologia dos
guadrados minimos generalizados (Schneider & Excoffier, 1999). Todas as
andlises acima foram realizadas utilizando o programa Arlequin ver 3.5.

Além disso, os parametros demograficos, e de migracao utilizando as
genealogias de coalescéncia foram inferidos pela abordagem Bayesiana
utilizando o programa Lamarc 2.1.6 (Kuhner, 2006). O programa utiliza-se do
método MCMC para o calculo dos pardmetros de coalescence force (6), growth
force (g) e migration force (m) (Kuhner, 2006). As analises foram feitas para as
trés espécies encontradas na diagonal seca brasileira, C. brasiliense, C.
coriaceum e C. cuneatum. Para tal foram utilizadas 20 cadeias iniciais com
4000 passos e trés cadeias finais de 50000 passos com um burnin de 2000
para cadeias iniciais e 3000 para cadeias finais. Foi utilizado o programa
jModelTest para a escolha do melhor modelo evolutivo para as sequéncias de
cada espécie e para as trés foi escolhido o modelo F81, e as informacdes
foram inseridas como informacdo a priori para os calculos dos parametros
citados acima.

Por fim, foi utilizada a teoria de coalescéncia para inferir os tempos de
divergéncia entre as espécies analisadas, utilizando-se de metodologia
Bayesiana realizada no pacote BEAST (Drummond & Rambaut, 2007). Para tal
utilizou-se duas taxas de mutacdo descrita para regibes intergénicas
cloroplastidiais, sendo uma para insercdes e delecdes de 0,8 + 0,04 x 10°
mutacBes por sitio por ano e outra de substituicdes de 1,52 + 0,06 x 107
(Yamane et al., 2006) e a informacéo a priori sobre a idade do género Caryocar
- 55 milhdes de anos (Davis et al., 2005). Foram utilizados 30000000 de passos
da cadeia de Markov, com amostragem de topologia a cada 1000 passos, com

o modelo de reldgio molecular relaxado, e assumindo que as espécies do
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género Caryocar formam um grupo monofilético. Apds isso foram combinados
os resultados gerados com as duas taxas mutacionais para a obtencao das
datas do ancestral comum mais recente dos grupos. Escolhemos utilizar a taxa
descrita por Yamane e colaboradores (2006) mesmo existindo outras taxas até
mais rapidas descritas (e.g. Wolfe et al. 1987) devido ao baixo valor dos indices
0, inferido baseado em coalescéncia em anadlise realizada no programa
Lamarc, indicando que a evolucao nas espécies ocorreu de forma mais lenta.

As andlises bayesianas foram analisadas com o programa Tracer 1.5
(Rambaut & Drummond, 2009) para a analise do numero efetivo de amostras, e
evitar possiveis resultados baseados em dados autocorrelacionados,
resultantes de topologias restritas a pequeno espa¢o amostral. Foram aceitas
analises com o numero efetivo de amostras, no minimo, superior a 150. A
visualizacao e edicédo das topologias foram realizadas no programa FigTree 1.3
(Rambaut, 2009).
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5. Resultados

5.1 Varia¢gbes nas sequéncias e diversidade genética

Foram sequenciadas duas regides intergénicas do DNA cloroplastidial. A
regido trnH-psbA contou com 381 pares de base e a regiao trnC-ycf6 com 404,
totalizando 785 pares de base sequenciados de 269 individuos do género
Caryocar e um individuo do género Anthodiscus. Ao analisar as sequéncias
concatenadas de todos os 270 individuos foram encontrados 722 sitios
conservados, 57 substituicbes — 28 delas informativas para parcimonia e 29
singletons — e 17 eventos de insercao/delecao (indels). Observando somente
os individuos do género Caryocar foram encontrados 751 sitios conservados,
28 substituicbes — todos eles informativos para parcimoénia — e 17 indels. A
regido trnH-psbA foi responsavel pelo grande niamero de indels, com delecdes
de grande porte de até 150 pares de base em individuos da populacdo de
Queréncia - MT de C. brasiliense e outros com 98 pares de base em C.
microcarpum. Ao todo foram encontrados 23 haplotipos, sendo um deles
pertencente ao grupo externo, Anthodiscus sp. Ao analisar todos os individuos
de todas as espécies de Caryocar observamos uma diversidade haplotiptica
total (h) de 0,743 e uma diversidade nucleotidica (11) de 0,00375 £ 0,00217.

Caryocar brasiliense

Os 785 pares de base analisados nos 133 individuos de C. brasiliense
sequenciados apresentaram 781 sitios conservados, duas substituicoes
(ambas informativas para parciménia) e dois indels, reunindo no total cinco
haplétipos. A espécie apresentou indices de diversidades baixos em relacdo a
trabalhos anteriores sendo 1 = 0,000419 + 0,000472 e h = 0,283, variando de
0,711 para a populacdo de Queréncia - MT, a zero em diversas populacdes (os

indices de diversidade estdo resumidos na Tabela 3).
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Tabela 3 — indices de diversidade na espécie C. brasiliense DP — desvio

padrao.

Populagéo h T (£ DP)
AGE 0,000 0,00000 + 0,00000
CGR 0,000 0,00000 + 0,00000
CNV 0,248 0,00032 + 0,00043
FAR 0,500 0,00065 + 0,00068
GSvV 0,000 0,00000 + 0,00000

ITI 0,000 0,00000 + 0,00000
MTR 0,000 0,00000 + 0,00000
NSJ 0,600 0,00078 + 0,00085
QUE 0,711 0,00141 + 0.00114
TOC 0,538 0,00069 + 0,00069
URU 0,000 0,00000 + 0,00000
Total 0,283 -

Média 0,236 0,000419
DP 0,292 0,000472

Caryocar cuneatum

Os 785 pares de base analisados nos 73 individuos de C. cuneatum
sequenciados apresentaram 781 sitios conservados, e quatro indels, reunindo
no total cinco haplotipos. A espécie apresentou 0s seguintes valores de
diversidade: 1 = 0,00052 + 0,00054 e h = 0,350, variando de 0,543 para a
populacdo de Posse - GO, a 0,125 na populacédo de Barreiras - BA (os indices

de diversidade estdo resumidos na Tabela 4).

Caryocar coriaceum

Os 785 pares de base analisados nos 11 individuos de C. coriaceum
sequenciados apresentaram 784 sitios conservados, e um indel, reunindo no

total dois haplétipos. A espécie apresentou 0s seguintes valores de
diversidade: = 0,00056 + 0,00061 e h = 0,436.
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Tabela 4 — indices de diversidade na espécie C. cuneatum. DP — desvio

padrao.
Populagéo h 7t (+DP)
BAR 0,125  0,00016 + 0,00029
DAR 0,440  0,00057 + 0,00060
EST 0,257  0,00049 + 0,00055
POS 0,543  0,00088 + 0,00080
SFI 0,410  0,00056 + 0,00060
Total 0,350 -
Média 0,355 0,00052
Eaej:’ég 0,164 0,00054

5.2 Reconstrucgdes filogenéticas

A Figura 7 mostra a reconstituicdo da relacdo filogenética, pela
metodologia Bayesiana, dos individuos. Essa metodologia ndo foi muito eficaz
na separacao dos individuos. Isso fica evidente pela falta de resolucdo das
relacdes filogenéticas entre as espécies C. brasiliense, C. glabrum, C. pallidum
e C. villosum. Porém esse resultado ndo é incomum para relacao filogenética
entre individuos de uma mesma espécie. Por meio da arvore observamos que
a espécie C. microcarpum nao se apresenta monofilética sendo representada
por dois clados bastantes distintos, sendo um deles proximo a espécie C.
costaricense. A espécie C. edule apresenta proximidade ao clado de C.
microcarpum e C. costaricense. Observa-se que existem dois clados
diferenciados dentre os individuos de C. brasiliense, o primeiro formado por
dois individuos da populacdo de Caldas Novas — Goias e o segundo formado
por individuos da populacdo de Queréncia — Mato Grosso. Esses clados néo
possuem grande probabilidade posterior, porém indicam que nessas
localidades existe maior diversidade, com individuos diferenciados dos demais
componentes da populacdo e da espécie. Observa-se também, apesar do
clado apresentar probabilidade posterior relativamente baixa, a separacao
entre as espécies com distribuicdo mais ao norte da diagonal seca brasileira, C.
cuneatum e C. coriaceum, com a espécie C. brasiliense, que se distribui mais

ao sul.
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Ao observamos a figura da rede de haplétipos (Figura 8), podemos ter
uma idéia melhor da relagdo entre o grupo néo resolvido pela é&rvore
filogenética. Foram amostrados 23 haplétipos no género Caryocar. O grupo
externo se encontra huma posicao intermediéria entre as espécies, indicando
gue todas as espécies atuais sdo derivadas. O grupo da diagonal seca
brasileira, juntamente com mais trés espécies da regido Amazonica encontram-
se proximos entre si, separados por poucos passos mutacionais e com a
presenca de compartilhamento de haplétipos entre as espécies C. brasiliense e
C. villosum, entre C. cuneatum e C. coriaceum e entre C.glabrum e C. pallidum.
Os individuos de C. villosum que néo tiveram haplétipos compartilhados com C.
brasiliense foram somente os individuos da populacéo coletada as margens do
rio Negro. Foram observadas também varias relacbes ambiguas. A
proximidade entre as espécies e a falta de polimorfismo na regido analisada
pode ter dificultado a separacdo das mesmas. Na rede de hapldétipos
observamos novamente a separacdo de C. microcarpum em dois grupos
distintos e a proximidade de C. edule a C. costaricense. A distribuicdo dos

haplétipos em cada populagéo encontra-se na Tabela 5.
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Figura 7. Arvore filogenética bayesiana (consenso da maioria) representando a relacdo filogenética dicotdmica entre os

individuos utilizados no trabalho. Probabilidade posterior representada.
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Figura 8. Rede de haplétipos das espécies do género Caryocar. Circulos

em vermelho correspondem aos haplétipos ndo amostrados ou extintos.

Numeros em vermelho representam a quantidade de passos mutacionais que

separam os dois haplétipos.
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Tabela 5 — Lista de haplétipos e frequéncia nas populagdes.

Ndmero total

Haplotipo Espécie Populagbes (Numero de individuos) de Individuos
[ Coocarbresioonse "SE 0 CROB OO SRIOERO NS
Caryocar villosum Reserva Ducke (11)
2 Caryocar brasilisense CNV (2) 2
3 Caryocar brasilisense QUE (1) 1
4 Caryocar brasilisense QUE (1) 1
5 Caryocar brasilisense QUE (5) 5
6 Caryocar glabrum Reserva Ducke (1) 1
Caryocar glabrum Reserva Ducke (2)
! Caryocar pallidum Reserva Ducke (3) >
8 Caryocar pallidum Reserva Ducke (1) 1
9 Caryocar villosum Margens do Rio Negro (9) 9
10 Caryocar villosum Margens do Rio Negro (2) 2
Caryocar cuneatum BAR (15), DAR (10), EST (13), POS (10), SFI (10)
1 Caryocar coriaceum CRA (8) 06
Caryocar cuneatum BAR (1), DAR (4), EST (1), POS (4), SFI (2)
12 Caryocar coriaceum CRA (3) 15
13 Caryocar cuneatum EST (1) 1
14 Caryocar cuneatum POS (1) 1
15 Caryocar cuneatum SFI (1) 1
16 Caryocar edule Porto Seguro - BA (4) 4
17 Caryocar microcarpum Margens do Rio Negro (2) 2
18 Caryocar microcarpum Margens do Rio Negro (3) 3
19 Caryocar microcarpum Margens do Rio Negro (2) 2
20 Caryocar microcarpum Margens do Rio Negro (3) 3
21 Caryocar costaricense Costa Rica (7) 7
22 Caryocar costaricense Costa Rica (1) 1
23 Anthodiscus sp Reserva Ducke (1) 1
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5.3 Estrutura genética, demografia e coalescéncia

A variabilidade genética do género Caryocar ficou fortemente
estruturada entre as espécies estudadas. A analise de variancia molecular
(AMOVA) apresentou o indice ®st= 0,805 (p<0,0001) indicando que 80,5% da
variabilidade existente se encontra estruturada entre espécies e 19,5% dentro
das espécies. A Tabela 6 mostra os valores de ®sr entre 0s pares de espécies.
Uma particularidade foi a auséncia de significancia do valor de ®sr entre as
espécies C. glabrum e C. pallidum, além do baixo valor de ®sr, embora
significativo, entre as espécie C. brasiliense e C. villosum.

Tabela 6 — Valores de ®st par a par entre as espécies do género
Caryocar. Diagonal superior: indices ®st; Diagonal inferior: significancia (* -

significativo; ns — ndo significativo).

L C. C. C. C. C. C. C. C. C.
Espécie - . ; . . ;
brasiliense cuneatum coriaceum edule glabrum pallidum villosum microcarpum costaricense
C 0,000 0,747 0,862 0,972 0,764 0,759 0,381 0,893 0,972
brasiliense
C. cuneatum * 0,000 0,701 0,968 0,825 0,833 0,710 0,855 0,968
. c. * * 0,000 0,975 0,859 0,872 0,747 0,606 0,973
coriaceum
C. edule * * * 0,000 0,976 0,978 0,931 0,596 0,983
C. glabrum * * * * 0,000 0,014 0,569 0,443 0,972
C. pallidum * * * * ns 0,000 0,519 0,480 0,974
C. villosum * * * * * * 0,000 0,680 0,936
G * * * * * * * 0,000 0,614
microcarpum
C{- * * * * * * * * 0,000
costaricense

Dentre as espécies da diagonal seca brasileira, C. brasiliense e C.
cuneatum possuem mais de uma populacao e foi possivel realizar os testes de
estruturacdo populacional. Para C. cuneatum a AMOVA néao foi significativa e
os indices ®sy par a par também néo apresentaram nenhum valor significativo
(Tabela 7). Porém, para C. brasiliense, a AMOVA foi significativa ®st = 0,363.
Os indices st entre os pares de populagbes sédo apresentados na Tabela 7.

As populagdes de Formoso do Araguaia - TO, Porto Nacional - TO (populagdes
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préximas ao limite norte da distribuicdo) e Queréncia — MT (populagdo proxima
ao limite oeste da distribuicdo) apresentaram valores significativos em relacao
a quase todas as demais populagbes. Outra populacdo do estado do Mato
Grosso, de Novo Séo Joaquim, também apresentou valores elevados de ®sr,
porém nao significativos. Ao se retirar as popula¢gdes do norte da distribuicao
(Porto Nacional e Fazenda Araguaia no Tocantins) e do oeste (Queréncia e
Novo S&o Joaquim no Mato Grosso) a estruturacao deixou de ser significativa
(st =0,064; p = 0,096).

Para testar a hipétese de que a distancia entre as populagcbes seja a
responsavel pelo padrdo de isolamento das mesmas foi realizado um Teste de
Mantel com as populacdes de C. brasiliense e C. cuneatum. Para C. cuneatum
nao houve valor significativo. Para C. brasiliense a significancia da relagéo €
guestionavel (r = 0,248; p = 0,068), poréem esse padrdao pode ter sido
influenciado pelo fato de que as populagbes com maiores valores de @ st sejam
justamente aquelas que estdo nos extremos da distribuicdo. Ao serem retiradas
essas populacdes o valor deixou de ser significativo. As comparacdes entre as
populacbes da diagonal seca demonstraram alta estruturacdo entre as
populacdes de diferentes espécies, com menor grau entre C. cuneatum e C.
coriaceum e valores menores para a populacédo de Posse - GO em relacdo as
demais populacfes, nas comparacdes de divergéncia com as populacdes das
espécies de C. brasiliense e C. cuneatum.

As distribuicbes mismatch de Roger-Harpeding em todas as espécies e
em praticamente todas as populacdes analisadas, bem como os testes de
neutralidade de Tajima e de Fu ndo foram significativas. As Unicas excecfes
foram as populacbes de C. brasiliense de Formoso do Araguaia - TO e de
Queréncia - MT apresentaram valores de Fs negativos e significativos (-17,355
e -14,507 respectivamente - p <0,001) e a populacdo de C. coriaceum de Crato
- CE que também apresentou valor de Fs negativo (-24,57 — p <0,001)
indicando uma possivel retracdo populacional no passado.

As analises demogréficas baseadas em coalescéncia obtidas pela
metodologia Bayesiana também deram suporte para a hipotese de que as
populagfes e espécies da diagonal seca brasileira se mantiveram em tamanho
constante ao longo do tempo evolutivo, evidenciado pelos indices g (growth

force) ndo significativos. As populacbes da diagonal seca brasileira também
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apresentaram pequeno tamanho efetivo ao longo da histéria evolutiva, em vista
do pequeno valor do indice 6 (coalescence force - Tabelas 8, 9 e 10). As
populagcbes da espécie C. brasiliense de Novo Sdo Joaquim - MT e Uruacu -
GO foram retiradas das andlises demograficas por apresentarem pequeno

tamanho populacional.
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Tabela 7 - Valores de ®st par a par entre as populacbes de Caryocar da diagonal seca.

Diagonal inferior: significancia (* - significativo; ns — ndo significativo).

Diagonal superior: indices ®sr;

Populacbes | AGE CGR CNV GSV FAR ITI MTR TOC URU QUE NSJ BAR DAR EST POS SFI CRA
AGE 0,000 0,000 0,078 0,000 0,356 0,000 0,000 0,533 0,000 0,480 0,532 0,941 0,840 0,846 0,762 0,840 0,922
CGR ns 0,000 0,065 0,000 0,330 0,000 0,000 0,512 0,000 0,455 0,499 0,937 0,829 0,836 0,748 0,829 0,916
CNV ns ns 0,000 0,078 0,225 0,078 0,078 0,423 -0,134 0,397 0,292 0,846 0,760 0,764 0,696 0,754 0,864
GSvV ns ns ns 0,000 0,356 0,000 0,000 0,533 0,000 0,480 0,532 0,941 0,840 0,846 0,762 0,840 0,922
FAR * ns * * 0,000 0,356 0,356 -0,014 0,053 0,312 -0,173 0,811 0,713 0,721 0,648 0,704 0,822
ITI ns ns ns ns * 0,000 0,000 0,533 0,000 0,480 0,532 0,941 0,840 0,846 0,762 0,840 0,922
MTR ns ns ns ns * ns 0,000 0,533 0,000 0,480 0,532 0,941 0,840 0,846 0,762 0,840 0,922
TOC * * * * ns * * 0,000 0,297 0,403 -0,116 0,805 0,733 0,738 0,682 0,725 0,825
URU ns ns ns ns ns ns ns ns 0,000 0,196 0,118 0,899 0,725 0,741 0,615 0,718 0,846
QUE * * * * * * * * ns 0,000 0,271 0,739 0,670 0,677 0,627 0,658 0,764
NSJ * ns ns * ns ns ns ns ns * 0,000 0,834 0,711 0,724 0,633 0,702 0,818
BAR * * * * * * * * * * * 0,000 0,105 -0,027 0,059 -0,016 0,804
DAR * * * * * * * * * * * ns 0,000 -0,001 -0,056 -0,021 0,688
EST * * * * * * * * * * * ns ns 0,000 -0,008 -0,047 0,711
POS * * * * * * * * * * * ns ns ns 0,000 -0,024 0,588
SFI * * * * * * * * * * * ns ns ns ns 0,000 0,693
CRA * * * * * * * * * * * * * * * * 0,000
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Tabela 8 — Indices demograficos das populagbes da diagonal seca
brasileira. ICi — intervalo de credibilidade inferior; ICs - intervalo de

credibilidade superior.

Espécie 0 ICi95% 6 1Cs95% 6 g ICi95% g ICs95% g

C.brasiliense  5,82E-4 7,23E-5 2,08E-3 880,627™  -456,947 980,358
C. cuneatum  3,47E-5 1,04E-5 2,52E-4 512,650™  -471,535 971,950
C. coriaceum  1,46E-5 1,04E-5 1,02E-3 787,049™  -470,618 973,349

Tabela 9 — indices demogréficos das populacdes de C. brasiliense
baseados na abordagem de coalescéncia por metodologia Bayesiana. ICi —
intervalo de credibilidade inferior; ICs — intervalo de credibilidade superior.

Populacao 0 ICi 95% 6 ICs 95% 6 g ICi95% g ICs95% g
AGE 6,32E-5 1,11E-5 2,59E-4  850,614™ -478,470 979,270
CGR 1,90E-5 9,96E-6 371E-4 -316,139" -479,484 977,840
CNV 3,36E-4 5,52E-5 2,14E-3 864,897 -458,006 989,728
FAR 1,79E-5 1,05E-5 492E-4  860,316™ -477,002 985821
GSV 1,68E-4 1,45E-5 6,20E-4  676,101™  -465,472 979,440

ITI 2,99E-4 9,74E-6 9,87E-4  852,854™  -473,417 984,797
MTR 9,87E-5 1,04E-5 4,44E-4  289,191™ -478,561 982,996
QUE 3,18E-4 3,96E-5 2,02E-3  866,529™ -471,170 990,797
TOC 2,75E-5 1,06E-5 1,19E-3  816,873™ -469,515 975741

Tabela 10 — indices demograficos das populacbes de C. cuneatum
baseados na abordagem de coalescéncia por metodologia Bayesiana. ICi —

intervalo de credibilidade inferior; ICs — intervalo de credibilidade superior.

Populacao 0 ICi95% 6 1Cs95% 6 g ICi95% g ICs95% g
BAR 1,59E-5 1,03E-5 5,52E-4 757,649™  -471,720 985,715
DAR 2,35E-5 1,03E-5 1,38E-3 854,257™  -476,437 986,104

EST 7,30E-5 1,10E-5 9,98E-4 824,737  -477,020 981,772
POS 1,60E-5 1,07E-5 7,39E-4 794,471™  -478,525 985,230
SFI 2,64E-5 1,06E-5 7,94E-4 848,958™  -468,967 983,220

Quanto ao numero de migrantes por geracdo bidirecional (m x 6)c;

inferido através da abordagem coalescente pela metodologia Bayesiana, para
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C. brasiliense, os valores foram muito semelhantes, demonstrando que o nivel

de fluxo génico histérico foi relativamente baixo entre as populacdes (Tabela
11).

Tabela 11 — Numero de migrantes por geracdo entre as populacdes de

C. brasiliense baseados na abordagem de coalescéncia por metodologia

Bayesiana. As populacdes fontes estdo nas colunas e as receptoras nas linhas.

Populagdo  AGE CGR CNV FAR GSV ITI MTR QUE TOC
AGE - 1.79E-2 6.94E-3 1.96E-2 6.64E-4 8.54E-3 3.31E-3 2.09E-2 2.17E-2
CGR 2.55E-3 - 5.80E-3 7.28E-4 6.93E-3 3.14E-3 2.67E-3 6.03E-3 2.33E-3
CNV 2.62E-2 1.57E-2 - 1.35E-2 5.55E-2 1.46E-3 1.84E-3 7.68E-2 4.54E-4
FAR 4.89E-3 1.39E-3 3.40E-3 - 541E-3 4.59E-3 5.98E-3 6.31E-3 1.29E-3
GSV 299E-2 151E-2 5.67E-2 2.28E-2 - 7.72E-3 5.10E-2 3.93E-2 5.30E-2

ITl 1.22E-2 3.20E-3 3.46E-2 2.20E-2 1.15E-2 - 1.72E-2 1.00E-1 6.52E-2
MTR 1.52E-2 154E-2 2.03E-2 4.15E-3 2.39E-2 3.07E-2 - 3.09E-2 5.57E-3
QUE 1.15E-2 3.61E-2 8.01E-2 2.85E-2 1.54E-2 4.00E-3 3.78E-3 - 2.56E-2
TOC 8.92E-3 2.33E-3 7.35E-3 4.18E-3 8.64E-3 8.55E-3 4.52E-3 8.72E-3 -

Analisando o numero de migrantes por geracdo bidirecional para C.

cuneatum, observamos também auséncia de padrdes e um baixo nivel de troca

genética entre todas as populacfes, mesmo com a auséncia de estruturacao

genética na espécie (Tabela 12).

Tabela 12 — Numero de migrantes por geracdo entre as populacdes de

C. cuneatum baseados na abordagem de coalescéncia por metodologia

Bayesiana. As populagfes fontes estdo nas colunas e as receptoras nas linhas.

Populagdo BAR DAR EST POS SFI
BAR - 5,79E-3 5,44E-3 5,85E-3 6,06E-3
DAR 9,15E-3 8,65E-3 6,92E-3 8,91E-3
EST 2,62E-2 2,37E-2 - 2,70E-2 2,16E-2
POS 5,69E-3 5,65E-3 5,19E-3 5,22E-3
SFI 1,01E-2 1,07E-2 9,67E-3 9,50E-3 -
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Por fim, a andlise coalescente para descobrir os tempos onde as
espécies e populagdes possuiam um ancestral comum (TMRCA - do inglés
Time to the Most Recent Common Ancestor) indicou que o ancestral mais
recente para as espécies do género Caryocar ocorreu por volta de 10,387
milhBes de anos atras (Intervalo de credibilidade de 95%: de 6.100.000 a
13.703.000 anos) o que é bem anterior aos periodos glaciais do Quaternario,
se localizando no Mioceno médio. Porém o surgimento do grupo de espécies
de areas abertas ocorreu por volta de 2,480 milhdes de anos atras (Intervalo de
credibilidade de 95%: de 560.000 a 2.693.000 anos), e o surgimento das
espécies com distribuicdo mais ao norte da diagonal ocorreu por volta de 1,216
milhdes de anos atrds (Intervalo de credibilidade de 95%: de 370.000 a

1.300.000 anos) periodo que coincide com as glaciacdes do Pré-llindico.
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Figura 9. Arvore de coalescéncia e tempos de divergéncia das espécies estudadas. Bolas em azul e amarelo indicam individuos de C.

coriaceum e C. villosum respectivamente. Chave em cinza indicando individuos de C. glabrum e C. pallidum.
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6. Discusséao

A variabilidade genética das espécies do género nos locos analisados foi
baixa. Ao analisar os dados para as espécies da diagonal seca brasileira, C.
brasiliense, C. cuneatum e C. coriaceum, o padrdo de baixa diversidade se
mantém. Ao se comparar a diversidade observada em nosso estudo com
estudos realizados com outras espécies de arvores do Cerrado brasileiro que
apresentaram regides analisadas em comum (Collevatti et al., 2003, in press.;
Ramos et al., 2007, 2009) confirma-se que a diversidade genética nas espécies
do género Caryocar € mais baixa que a encontrada nas demais espécies,
embora os resultados encontrados para a espécie Lychnophora ericoides
(Collevatti et al., 2009a) sejam semelhantes aos observados para as espécies
da diagonal seca. Essa baixa diversidade pode ser devido a pequenos
tamanhos efetivos ao longo do tempo evolutivo, evidenciado pelos baixos
valores do indice 6 observado para todas as espécies e populacdes
analisadas.

A arvore filogenética Bayesiana evidenciou a possibilidade de uma
possivel espécie criptica presente em Caryocar microcarpum, que foi
representada em dois clados distintos com altos valores de probabilidade
posterior suportando-os. Esse resultado indica que dentro da mesma
populacdo possam existir dois grupos distintos geneticamente. Collevatti e
colaboradores (2009b) também utilizaram os individuos do presente trabalho
para observar o papel do Rio Negro como barreira para a dispersdo da
espécie, e concluiu que existe fluxo génico entre as populacdes das duas
margens. Em ambas as margens forma encontrados individuos dos dois
grupos genéticos, evidenciando que o rio nao foi responsavel pela
diferenciacdo genética. Nesse estudo forma utilizados somente trés espécies
do género e ainda assim foi notada essa grande diferenca, principalmente em
relacdo a regido trnH-psbA, que também foi utilizada em nosso trabalho. Porém
agora notamos uma proximidade maior entre alguns individuos de C.
microcarpum e individuos de C. costaricense do que entre todos os individuos
de C. microcarpum.

Observa-se também que a arvore Bayesiana separou um clado derivado

onde estdo presentes as espécies da diagonal seca, C. brasiliense, C.
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cuneatum e C. coriaceum, juntamente com trés espécies amazbnicas C.
glabrum, C. pallidum e C. villosum. As informac¢des obtidas do registro fossil
sdo congruentes com nosso resultado, onde obsevamos que o registro mais
antigo da familia Caryocaraceae foi encontrado em bioma florestal, na
Venezuela, datado do Eoceno Médio (Muller, 1981). Além disso, a maioria das
espécies do género sdo encontradas em regides florestais (Prance & Silva,
1973). Simon e colaboradores (2009) apontaram evidéncias de que as
espécies que ocupam o Cerrado sao derivadas de diversos grupos ancestrais
gue ocupavam outros biomas ancestrais, tais como a Mata Atlantica, Amazo6nia
e Caatinga. Diversos clados ocuparam o Cerrado em diferentes periodos ao
longo da histéria e as adaptacbes para 0 novo bioma evoluiram
independentemente nesses diferentes clados. Em nossos resultados
encontramos a relacao proxima de espécies de areas florestais e aberta em um
mesmo clado juntamente com um clado irmdo formado por espécies de
ambientes florestais. Além disso, a espécie de Caatinga, C. coriaceum, foi a
mais derivada, formando um clado junto com C. cuneatum. Portanto, € provavel
gue as espécies do género Caryocar presentes na diagonal seca brasileira
sejam derivadas de ancestrais presentes em biomas florestais, porém a
colonizacdo ocorreu em um mesmo evento evolutivo, com a colonizacdo do
Cerrado sendo anterior a ocupacéo da Caatinga.

Entretanto, ao observar a arvore filogenética Bayesiana encontramos
algumas relacdes nao resolvidas. Posada & Crandall (2001) sugerem que €
provavel que as arvores filogenéticas ndo sejam ideais para a identificacdo de
grupos intraespecificos e podem causar baixa resolucao filogenética, sendo as
redes de haplétipos mais aplicaveis a esse problema. Devido ao possivel
problema de co-existéncia de haplotipos ancestrais e derivados que pode
existir em analises intraespecificas ou entre espécies muito proximas a rede de
haplétipos pode ter maior sucesso em resolver as relacdes filogenéticas.
Entretanto, para a relacdo entre as espécies da diagonal seca, ao analisar a
rede de haplétipos observamos um padrdo semelhante, com compartilhamento
de haplétipos entre C. cuneatum e C. coriaceum. As espécies hoje sdo nédo
possuem sobreposi¢cdo de distribuicdo geogréfica, fazendo possivel acreditar
na existéncia de compartilhamento de polimorfismo ancestral entre as

linhagens.
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Foram observados também outros dois casos de compartilhamento de
haplotipos entre espécies. Um deles foi entre C. glabrum e C. pallidum. Existem
evidéncias, devido a morfologia floral, de que as espécies do género Caryocar
sejam polinizadas por morcegos (Prance & Silva, 1973). As duas espécies
foram coletadas na Reserva Ducke. A partir da analise dessas caracteristicas,
nao pode ser descartada a possibilidade de que possa ocorrer hibridizacao
entre os individuos das duas espécies, porém ndo podemos descartar a
possibilidade de retencdo de polimorfismo ancestral, devido ao baixo namero
de individuos analisados.

O terceiro caso € entre as espécies C. brasiliense e C. villosum. Ja
foram encontradas outras evidéncias de compartilhamento de haplétipos entre
as duas espécies. Collevatti e colaboradores (2003) encontraram uma menor
diferenciacdo genética entre C. brasiliense e C. villosum do que a diferenciacao
entre algumas populagbes de C. brasiliense e o compartiihamento de
haplotipos voltou a ser observado em outro estudo envolvendo as duas
espécies (Collevatti et al., 2009b). Da mesma maneira como ocorreu entre C.
coriaceum e C. cuneatum, C. brasiliense e C. villosum atualmente possuem
distribuicdo alopatrica e a hipdtese de hibridizacdo atual torna-se bastante
improvavel, tornando plausivel somente a possibilidade de hibridizacdo antiga.
Porém, a hipotese mais plausivel € a de compartilhamento de polimorfismo
ancestral. Essa caracteristica pode ter sido causada por uma diversificacao
rapida das espécies do género. Resultados semelhantes foram encontrados
para as espécies do género Begonia (Goodall-Copestake et al., 2010) que
apresentou tempo para ancestral comum semelhante as espécies de Caryocar,
no Oligoceno entre 24 e 45 milhGes de anos atrds (Goodall-Copestake et al.,
2009). Existem evidéncias de uma diversificacdo explosiva da ordem
Malpighiales a partir da origem das florestas tropicais no Cretaceo-Médio
(Davis et al., 2005). Esse tipo de diversificacdo pode ter prosseguido ao longo
do tempo na familia Caryocaraceae, formando esses padrdes observados no
presente trabalho.

Dentre as espécies da diagonal seca brasileira, C. brasiliense
apresentou estruturagdo populacional. Outros estudos encontraram alta
estruturacdo genética em C. brasiliense, tanto baseado em locos

microssatélites nucleares (Collevatti et al., 2001a) quanto no genoma plastidial
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através de microssatélites e sequéncias (Collevatti et al, 2003), e essa
diferenciacdo provavelmente é causada pelos eventos de disperséo, ja que
existem evidéncias de que o fluxo de pdélen é maior que a dispersao de
sementes na espécie (Collevatti et al., 2001b). Porém, a estrutura populacional
nao foi mais significativa quando n&o foram utilizadas as populagbes do
extremo norte e oeste da distribuicdo na andlise, demonstrando que os agentes
dispersores da espécie conseguem manter um bom nivel de fluxo génico entre
populacbes. Logo, algum outro efeito além da capacidade de dispersao da
espécie pode ter sido responsavel pela estrutura populacional da espécie. Essa
estruturacdo pode ter sido causada por isolamento em refugios nos periodos
glaciais (Collevatti et al., 2003). Collevatti e colaboradores (2003) também
sugerem que a populacao de ltirapina pode ter sido formada por migrantes das
populacdes de Caldas Novas - GO e Campo Grande - MS.

A arvore filogenética Bayesiana demonstrou que as populacdes de
Caldas Novas - GO e Queréncia - MT apresentaram grupos distintos, o que fez
com que os valores de ®st par a par envolvendo essas populacdes fossem
altos em algumas situacdes, principalmente aqueles valores que envolviam a
populacdo de Queréncia, que apresentou um grupo diverso maior. Ao analisar
os demais valores de ®sr par a par observamos que, além da populagédo QUE,
as populacées de Formoso do Araguaia - TO e de Porto Nacional — TO foram
aquelas que apresentaram diferenciacdo genética com a maioria das demais
populacdes. Além disso, juntamente com a populacdo de Novo Sao Joaquim -
MT as populagcbes de QUE, FAR e TOC foram aquelas com maior diversidade
genética em C. brasiliense. Existem fortes evidéncias de que nos periodos
glaciais do Pleistoceno o limite sul do Cerrado foi invadido por florestas de
araucaria (Behling & Liche, 1997). Existe também uma hipo6tese levantada por
Novaes e colaboradores (2010) na qual indica que a colonizacdo da regido sul
Cerrado foi feita a partir de individuos oriundos de regi6es mais ao norte do
bioma, padrdo também observado por outros trabalhos (Collevatti et al., 2003,
Ramos et al., 2007; Ramos et al., 2009). Nesse contexto, nossos resultados
podem ser indicios de que as populacdes do limite norte e oeste da distribuicao
de C. brasiliense podem ter tido papel importante na colonizacdo das demais
populagBes se os periodos glaciais afetaram de alguma maneira a distribui¢cdo

da espécie.
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Nossos resultados ndo foram congruentes com retracdo populacional,
exceto para o teste Fs em FAR e QUE, porém trabalhos prévios com outros
marcadores encontraram o padrdo de retracdo na espécie (Collevatti et al.,
2003). Essas duas populagcdes sao aquelas do limite norte e oeste da
distribuicdo, indicando que mesmo que essas possam ter persistido durante
possiveis refagios nos periodos glaciais, as mesmas podem ter sofrido perdas
populacionais. Porém em nenhum outro teste apresentou essa evidéncia, de
modo que é mais provavel uma manutencdo de tamanho constante das
populagBes ao longo da histéria evolutiva.

A datacédo dos eventos de coalescéncia indicou que a origem do grupo
das espécies que hoje ocupam a area da diagonal seca brasileira ocorreu no
inicio do periodo glacial Pré-llindico. Os eventos de glaciacdo que se seguiram
podem ter ocasionado retracdo das populacdes ancestrais, como prevé a teoria
dos refagios, de modo que algumas se adaptaram com maior sazonalidade e
um periodo de seca bem definido. A partir dai outros eventos posteriores
podem ter sido responsaveis para a separacdo entre C. brasiliesnse e C.
cuneatum. Existem estudos que apontam quebras entre as populacbes do
Cerrado e Caatinga (Caramaschi et al, 2011; Carvalho et al., 2011; Nascimento
et al., 2011) apontando eventos de glaciacdo e barreiras com o rio Sao
Francisco como causadores da quebra. Além disso, a pluviosidade no bioma
Caatinga € menor que a existente no Cerrado. Logo, algumas dessas causas
podem ser responsaveis pela separacao da espécie C. coriaceum, que, a partir
do teste de neutralidade de Fu, apresentou evidéncia de retracdo populacional,
gue pode ter ocorrido devido a restricdes na distribuicdo da populacdo no
passado. Da mesma forma, eventos posteriores podem ter separado as duas
espécies com distribuicdo no Cerrado. A utilizacdo de mais marcadores, e
consequentemente disponibilidade de mais polimorfismo, podera elucidar
melhor esses padrdes e compreender como se deu a diferenciacdo dentro

desse grupo.
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7. Concluséo

A partir de nossos resultados podemos concluir que a variabilidade
genética existente nas espeécies analisadas € relativamente baixa nos locos
analisados e isso pode ser decorrente de um tamanho efetivo reduzido ao
longo do tempo evolutivo. As espécies se encontraram altamente estruturadas,
embora nao ouve valor significativo de ®st entre C. glabrum e C. pallidum. Nas
espécies da diagonal seca, somente C. brasiliense apresentou estruturacao
populacional, porém a estrutura foi influenciada pela constituicdo genética das
populacdes do limite norte e oeste da distribuicdo da espécie.

As relagOes filogenéticas demonstraram que as espécies que ocupam a
diagonal seca sdo derivadas e que existe distincdo entre C. brasiliense e as
demais espécies que estdo mais ao norte da regiéo.

Os dados demograficos demonstraram que, no geral, ndo houve
grandes variacbes nos tamanhos populacionais no decorrer da historia
evolutiva das espécies analisadas.

O grupo que de espécies que hoje se distribuem na diagonal seca
brasileira teve divergéncia datada do inicio do Pleistoceno, idade marcada por
diversas glaciacfes, e talvez esses eventos possam ser responsaveis pela
origem dessas espécies, através de isolamento de populacdes e evolucéo

alopatrica.
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8. Perspectivas

Através de nosso trabalho novas perspectivas surgiram. A primeira delas
€ aumentar o niumero de individuos sequenciados nas populagdes com baixo
tamanho amostral, bem como sequenciamento das populacdes amostradas
das quais ndo obtivemos dados moleculares. Além disso, pretendemos
também o sequenciamento de mais uma regido cloroplastidial e uma regido
nuclear.

Por fim, buscaremos amostras das demais espécies do género Caryocar
para uma melhor compreensédo da relacdo filogenética e historia evolutiva do

grupo.
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10.Anexos

Anexo | — Lista de mutacdes presentes nos haplotipos amostrados

Hapldtipos 20 46 53 64 67 68 80 83 86 83 90 92 117 124 128 170 174 187 188 214 226 236 250 256 257 275 282

C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
A

c T CCcccccAGG A
c T CCcCccccAGG A
c T CCcCCccccAGG A
c T CCcCccccAGG A
c T CcCCccccc AGG A
c T CcCCccccc AGG A
c T CcCCccccc AGG A
c T CcCCccccc AGG A
c T CcCCccccc AGG A
c T CCCcCcCcCCcCAGG A

G C T CCCCZCCAGGA

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21

c T CCCcCcCcCCcCAGG A
c T CCCcC<cCcCCcCAGG A

G C T CCCCZCCAGG A

c T CCCcC<cCcCCcCAGG A
c T CCCcC<cCcCCcCAGG A

G C T CCCCZCCAGG A

c T CCCcCcCcCcCCcCAGG A

G C T CCCCZCCAGG A

C
C
C
C
C
C
C
C

c T CCACTCCAGS@G
c T CCACTCCAGS@G
c T CCACTCCAGS®G
c T CCACTCCAGSG
c T CCCCZCZCAGSG
T T C C C C CCAGG
c T CCCcCZcCZCAGSG
c T CCCcCZcCZCAGSG

22
23
24
25
26
27
28

C
C
C

A A T T A

A T C




Continuacao Anexo |

Hapldtipos 296 299 301 303 307 308 329 330 332 336 337 338 343 344 349 351 363 365 370 371 372 373 374 375 376

10
11
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15
16
17
18
19
20
21

22
23
24
25
26
27
28




Continuacgdo Anexo |

Hapldtipos 377 391 392 396 412 414 421 444 445 463 475 498 515 530 558 610 612 639 688 692 727 728 744 752 759 767

10
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16
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19
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