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RESUMO

SILVEIRA, Thamyres Cardoso da, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, Fevereiro
de 2014. Estrutura e diversidade genética do género Anadenanthera Speg.
(Leguminosae — Mimosoideae) estimadas com marcadores microssatélites
Orientador: Luiz Orlando de Oliveira. Co-orientadora: Christina Cléo Vinson.

O género Anadenanthera (Legumineddenosoideae) esta atualmente circunscrito
como duas espécies com duas variedades cada uma de acordo com Altschidl 1964
colubrina (Vell.) Brenan var. colubrina; A colubrina var. cebil (Griseb.) Altschul; A
peregrina (L.) Speg. var. peregrireA peregrina var. falcata (Benthan) Altschul, mas

ja foram consideradas como quatro espécies distintas segundo a classificacdo de Brenan
1955 A. colubrina (Vell.) Brenan, A macrocarpa (Benth.) Brenan, A peregrina (L.)
Speg. e A falcata (Benth.) Speg. Espécies de Anadenanthera Speg. ocorrem na maioria
dos nucleos disjuntos das florestas estacionais, sendo a espécie A. colubrina var. cebil
(Griseb.) Altschul mais amplamente distribuida nessas areas e, pocassilerada

como espécie modelo para estudo da histéria evolutiva dessas florestas. O objetivo
desse estudo foi caracterizar a diversidade genética de espécies do género
Anadenanthera Speg. Doze marcadores microssatélites foram utilizados para genotipar
283 espécimes. Os resultados de trés andlises (STRUCTURE, NJ e PCoA) foram
concordantes e mostraram claramente quatro grupos genéticos para 0 género
Anadenanthera. A diferenciacdo de A. colubrioaobservada com microssatélites

ITS, mostrando congruéncia parcial entre os resultados desses marcadores. A
diversidade genética em termos de riqueza alélica e heterozigosidade mostraram valores
mais elevados e similares nas espécies A macrocarpa, A peregkirfalcata em
comparacao ao valor particularmente baixo encontrado para a espécie A colubrina
Andlises de pares desfe numero médio de migrantes entre populacfes de cada espécie
sensu Altschul 1964 mostraram fluxo génico restrito entre variedades. A diversificacao
de A colubrina foi provavelmente anterior a diversificacdo das demais espécies. A
baixa diversidade em A. colubrina foi possivelmente consequéncia da sua distribuicao
mais restrita e da elevada endogamia. A miscigenacdo das populacdes de A falcata
refleiu um cenério de expansao recente para essa espécie. Os resultados sugerem que

circunscricdo das espécies de Anadenanthera proposta por Beenais adequada.
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ABSTRACT

SILVEIRA, Thamyres Cardoso da, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February,
2014.Genetic structure and diversity of genus Anadenanthera Speg. (Leguminosae

— Mimosoideae) estimated with microsatellite markers Adviser Luiz Orlando de
Oliveira. Co-adviser: Christina Cléo Vinson.

The Anadenanthi@ genus (Leguminosae - Mimosoideae) is currently circumscribed
into two species with two varieties each according to Altschul :1964olubrina

(Vell.) Brenan var. colubrina; A colubrina var. cebil (Griseb.) Altschul; A. peregrina
(L.) Speg. var. peregrina; and A. peregrina var. falcata (Bentham) Altschul. However,
they were already considered as four distinct species according to the classification of
Brenan 1955: A colubrina (Vell.) Brenan, A macrocarpa (Benth.) Brenan, A
peregrina (L.) Speg. e A falcata (Benth.) Speg. The Anadenanthera Spags spe
occur in most of seasonal forests disjunct nucleus. The specie A colubrina var. cebil
(Griseb.) Altschul is more widely distributed in these areas and therefore considered as
a model species for studying the evolutionary history of the seasonal forests. The aim of
this study was to characterize the genetic diversity of the genus Anadenanthera Speg.
Twelve microsatellite markers were used to genotype 283 specimens. The results of
three analyzes (STRUCTURE, NJ and PCoA) were concordant and showed clearly four
genetic groups in the Anadenanthera genus. The differentiation of A colubrina was
observed with microsatellites and ITS and showed partial congruence between the
results of these markers. The genetic diversity under allelic richness and heterozygosity
showed higher and similar values in the species A. macrocarpa, A peregrina and A
falcata, compared to the lowest values found for the species A. colubrina. Analyzes of
pairs of lsr and mean number of migrants between populations of each species sensu
Altschul 1964 showed restricted gene flow between varieties. The diversification of A
colubrina was probably before the diversification of other species. The low diversity in
A. colubrina was possibly a consequence of its more restricted distribution and high
inbreeding. The admixure of populations of A. falcata reflected a scenario of recent
expansion of this species. The results suggest that the division of the species of

Anadenanthera proposed by Brenan is the most suitable.
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INTRODUCAO

Embora represenda por um histérico de negligéncia em comparacdo com as
mais estudadas e conhecidas florestas tropicais umidas (HUGHES et al., 2013), as
florestas estacionais tropicais sdo atualmente um foco crescente de atencao, porque sao
altamente ameacadas e pouco conhecidas (BULLOCK et al,, Y9GS et al., 2006
PENNINGTON et al., 2006SANTOS et al., 2012). O entendimento de sua importancia
biolégica em termos de flora endémica, biogeografia do bioma e diversidade de
espécies, sO se tornou evidente nessa ultima década, a partir de investigacdes mais
focadas para essas florestd&JGHES et al., 2013).

Florestas estacionais tropicais sdo formacdes florestais que ocupam areas
caracterizadas pela sazonalidade climatica, apresentando um periodo chuvoso e quente
seguido por periodos de secas prolongadas e baixas temperaturas (VELOSO et al.,
1991 OLIVEIRA-FILHO e FONTES, 2000). Ocorrem atualmente de forma disjunta,
como nucleos espalhados por toda a regido neotropical (PENNINGTON et al.e2009)
muitas vezes associadas a varios tipos vegetacionais (PENNINGTON et al., 2000
OLIVEIRA-FILHO et al., 2006 GARCIA et al., 2011).

A distribuicdo fragmentada das florestas estacionais tropicais tem sido explicada
por duas principais hipoteses: A hipdtese do “Arco Pleistocénico” de Prado e Gibbs
(1993) que sugere que as atuais florestas estacionais sdo parte de uma grande formacao
gue durante o Pleistoceno cobria a América do Sul e que hoje constituem verdadeiras
religuias formadas por eventos vicariantes. E uma segunda hipotese que relaciona a
fragmentacdo como o resultado da migracdo e dispersado & longa distancia (GENTRY
1982 MAYLE, 2004).

De acordo com Prado e Gibbs (1993) espécies de ampla distribuicdo em
florestas estacionais tais como Anadenanthera colubrina var cebil, podem ser usadas
como modelo para afirmar a distribuicdo comtidessas florestas, a hipotese do “Arco
Pleistocénico™.

Anadenanthera Speg. sensu Altschul (1%64in género arboéreo, representante
da familia Leguminosae, subfamilia Mimosoideae e tribo Mimoseae (LUCKOW et al.,
2003). Esse género pode ser reconhecido pela combinagéo de flores diplostémones,
folnas com nectéario peciolar, inflorescéncia em glomérulo, fruto do tipo foliculo e
sementes compressas com ala estreita e marginal (QUEIROZ, 2009). Apresenta uma
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distribuicdo neotropical, estando presente nas Grandes Antilhas e por todo o Norte da
América do Sul, no Peru, Bolivia, Paraguai e Argentina (LEWIS et al., 2005). No
Brasil, tem ocorréncia predominante em Florestas Estacionais distribuidas em todas as
regides brasileiras, nos dominios fitogeograficos da Amazénia, Caatinga, Cerrado e
Mata Atlantica (LORENZI, 2002QUEIROZ, 2009 MORIM, 2014). Suas espécies
apresentam um potencial de uso muito diversificado, desde extracao de tanino, industria
moveleira, reflorestamento, paisagismo e até mesmo uso na medicina popular
(ALTSCHUL, 1964 FERRAZ et al., 2006PAES et al., 2006)

De acordo com a classificagdo de Brenan (1955), o género Anadenaéthera
representado por quatro espécies distintas: A colubrina (Vell.) Brenan, A. macrocarpa
(Benth.) Brenan, A. peregrina (L.) Speg. e A falc@Banth.) Speg. Altschul (1964),
considera o0 género Anadenanthera composto apenas por duas espécies com duas
variedades cada, sendo elas: A colubrina (Vell.) Brenan var. colubrina, A colubrina
var. cebil (Griseb.) Altschul, A peregrina (L.) Speg. var. peregrina e A peregana
falcata (Bentham) Altschul. (Tabela 1).

Tabela 1 Conceitos adotados por Brenan (1955) e Altschul (1964).

Brenan (1955) Altschul (1964)

A colubrina A colubrina var. colubrina
A macrocarpa A. colubrina var. cebil

A peregrina A peregrina var. peregrine
A falcata A peregrina var. falcata

As quatro espécies do género Anadenanthera sensu Brenan (1955) sao
diferenciadas morfologicamente pela presenca ou auséncia de glandula na antera,
sexualidade e coloragéo da flor e comprimento de foli6lulos (TAMASHIRO, 1989)

Altschul (1964), por sua vez, diferencia as duas espécies de Anadenanthera
também por meio de caracteres morfolégicos, como textura do fruto associada com a
presenca ou auséncia de uma pequena glandula na ponta da antera e posi¢cao da bracte:
involucral.

Espécies sao consideradas entidades da natyuezsurgem atraves de eventos
de especiacdo (MAYDEN, 2002). Entretanto, reconhecer espécies tem se tornado dificil

principalmente porque mais de trinta conceitos de espécies sdo conhecidos hoje
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(HOHENEGGER, 2014). Do ponto de vista biolégico, espécie é definida como grupos
de populagdes naturais intercruzantes que s&o reprodutivamente isolados de outros
grupos (MAYR, 1942) Variedade, taxon infraespecifico, € um grupo de individuos
dentro de uma espécie com uma ou mais caracteristicas distintas, mas capazes de se
reproduzir livremente com todos os outros membros da espécie (DARWIN, 1859).

Silva (2010) explorou as relacdes filogenéticas e filogeograficas do género
Anadenanthera utilizando sequéncias da regido completa dos espacadores internos
transcritos (ITS) dos genes nucleares de RNA ribossomal 18S-26S. Os resultados
confirmaram apenas a monofilia de A colubrina var. colubrina, revelando auséncia de
congruéncia entre as linhagens genealdgicas identificadas com ITS e os grupos
taxondmicos reconhecidos para o género Anadenanthera. Além disso, um possivel
agrupamento relacionado com o tempo de diversificagdo dos espécimes avaliados foi
sugerido (Figura 1).

Microssatélites ou Short tandem repeats (STRs) ou Simple sequence repeats
(SSRs) sdo pequenas sequéncias de um a seis pares de bases repetidas em tandem gL
tem ocorréncia frequente em todos os genomas de procariotos e eucariotos. Esses
marcadores moleculares tem se destacado em estudos genéticos de plantas devido aos
seus varios atributos desejaveis, incluindo hipervariabilidade, natureza multialélica,
heranca codominante, reprodutibilidade, abundancia relativa e cobertura extensiva do
genoma (KALIA et al., 2010). Microssatélites sdo amplamente utilizados em diversas
areas como diversidade genética, taxonomia, filogenia, filogeografia, mapeamento
genético, gendmica funcional, selecéo assistida, testes de paternidade e genética forense.

O objetivo geral deste trabalho foi caracterizar a diversidade genética de
espécies do género Anadenanthera Speg., bem como realizar inferéncias
filogeograficas. Os objetivos especificos foram responder as seguintes questdes: (1)
Qual a relacdo da estrutura genética obtida por marcadores microssatélites com as
divisbes sensu Altschul (1964) e sensu Brenan (1955) do género Anadenanthera? (2) A
estrutura genética obtida por meio de marcadores SSR corresponde com a gerada por
ITS para o género Anadenanthei(®) Como a diversidade genética esta particionada
dentro de espécies do género Anadenanthéth Qual a contribuicdo da estrutura
genética de populacdes de Anadenanthera para a historia evolutiva das florestas

estacionais?



Os resultados desse trabalho apresentam contribuicdo para a taxonomia de
Anadenanthera. Além disso, eles ajudam a compreender a atual distribuicdo das
florestas estacionais atravésa @strutura genética encontrada nas espécies de

Anadenanthera nos nucelos dessas florestas.
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Figura 1. Filogenia Bayesiana (arvore consenso) do conjunto de dados de ITS de
sequéncias de Anadenanthera Speg. e Pseudopiptadenia c@d@yta.P. Lewis &
M.P. Limacomo grupo externo (adaptada de Silva, 2009).
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MATERIAL E METODOS

1. Estratégia de amostragem

Foram utilizados 283 individuos do género Anadenanthera Speg. Segundo a
classificagdo sensu Brenan (1955), 101 individuos da espécie A. macrocarpa (taxon
CCBb), 57 da espécie A colubrina (taxon CCO), 62 da espécie A peregrina (taxon PPE)
e 63 da espécie A falcata (taxon PFA). Na classificacdo sensu Altschul (1964), 158
individuos da espécie A colubrina e 125 da espécie A peregrina. Esses individuos
representaram uma grande area de distribuicdo geografica no Brasil (24 populacdes)
bem como uma populacdo amostrada no leste da Bolivia (Figura 1).

As populacdes amostradas foram separadas em quatro espécies de acordo com
a classificacdo de Anadenanthera sensu Brenan (1955). Individuos de uma mesma
espécie com distancia superior a 50 km foram agrupados em diferentes populacdes. O
tamanho amostral por populacao variou de quatro a 19, com média de 11,32 individuos
por populacdo. A amostragem abrangeu seis ecorregides Neotropicais (OLSON et al.,
2001) (Figura 2; Tabela 2).



NT0704
NT1304
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Figura 2. Distribuicdo geografica das 25 popula¢gdes de Anadenanthera Speg. (circulos
e triangulos). Cada cor representa uma espécie de Anadenanthera sensu (BRENAN,
1955), A. macrocarpa (rosa), A colubrina (vermelho), A peregrina (verde) e A falcata
(azul). As ecorregides terrestres de OLSON et al. (2001) incluem: NT0104, Bahia
interior forests; NT0150, Parana-Paraiba interior forests; NTO160, Serra do Mar
coastal forests; NT0212, Chiquitano dry forests; NT0704, Cerrado; NT1304, Caatinga.



Tabela 2 Populacdes de espécies de Anadenanthera Speg. 8asan (1955) amostradas,
codigos, tamanho amostral e coordenadas geograficas.

com suas

respectivas ecorregioes,

Ecorregido Populacédo (cadigo) Tamanho amostral Latitude Longitude
A. macrocarpa
NT0212 INPA-Concepcion/Bolivia (BOL) 11 -16 127 30,20~ -61 427 39,83”
NT1304 (ec6tono) Bonfim de Feira/BA (BFE) 13 -12 09’ 42,00” -39 11° 02,00~
NT1304 (ec6tono) Itatim— Morro das Tocas/BA (ITA) 15 -12 43 00,00” -39 42’ 00,00
NT1304 Floresta nacional de Agu - Agu/RN (ACU) 16 -05 34’ 53,107 -36 56’ 38,20”
NT1304 Serra da Jurema, Guarabira/PB (SJU) 4 -06 51° 19,86” -3529’ 24,45
NT0212 (ecotono) Estéancia V. Cardoso, Porto Esperidido/MT (EVC 16 -1547° 09,00 -59 11° 26,00~
NTO0150 (ecotono) Castilho— Margem do Rio Parana/SP (CAS) 18 -20 54’ 24,70~ -51 36’ 56,60”
NTO0150 (ecétono) Paranaiba/MS (PAR) 8 -1941° 15,407 -5116’ 11,007
A. colubrina
NT0104 Floresta Estadual Uaimii - Ouro Preto/MG (FEU 16 -20 14’ 57,417 -43 34’ 16,76”
NT0104 Parque E. S. do Brigadeiro Fervedouro/MG (PS 17 -20 41’ 01,00” -42 26 41,007
NTO0104 Estacdo B. de Caratinga - Caratinga/MG (EBC) -19 47’ 24,00 -42 08’ 20,00
NT0150 Cianorte/PR (CIA) 4 -2340° 19,61~ -52 36 05,76
NT0150 Amaporéd/PR (AMA) 4 -23 05° 29,14~ -52 47’ 00,727
NTO0150 (ecétono) Parque E. Lago Azul - Campo Mourdo/PR (PLA 11 -24 06’ 25,80” -52 18’ 47,407
A. peregrina
NT0104 UFV - Vigosa/MG (VIC) 15 -20 46” 39,60” -42 517 45,26
NTO0160 (ecotono) Macaé/RJI (MAC) 8 -2221° 12,50~ -41 53” 03,94~
NTO0104 (ecdtono) Cruz das Almas/BA (CDA) 10 -12 40’ 19,00~ -39 06” 22,00
NT0104 Pargue E. do Rio Doce - Marliéria/MG (PRD) 14 -19 42’ 48,05” -42 43’ 55,30”
NTO0104 Estacdo B. de Caratinga - Caratinga/MG (EBC2 15 -19 47’ 24,007 -42 08’ 20,00”
A. falcata
NT0150 (ec6tono) Campo Mourédo/PR (CMO) 10 -24 03’ 06,00” -52 22’ 38,00”
NTO0704 (ec6tono) Iturama/MG (ITU) 19 -19 46’ 18,10” -50 06’ 51,50”
NTO0704 (ec6tono) Jardim B. M. de Bauré Baur(/SP (JBB) 12 -22 20’ 52,90~ -49 00’ 40,30~
NTO0704 (ec6tono) Paranaiba/MS (PAR2) 6 -1940° 57,30~ -5115° 34,70
NTO0704 (ec6tono) RPPN Cisalpina - Cisalpina/MS (CIS) 8 -21 18’ 80,90~ -51 557 40,20~
NTO704 Reserva do IBGE Brasilia/DF (BRA) -1550’ 16,00 -47 42’ 48,00”
TOTAL 283




2. Extracdo de DNA e andlise de marcadores microssateélites

Amostras de folhas foram secas em silica gel dentro de sacos plasticos zip-
lock. O DNA total foi extraido segundo o protocolo de Cota-Sanchez et. al. (2006) com
as modificagBes de Riahi et al. (2010). Algumas amostras extraidas anteriormente por
Silva (2010) também foram utilizadas nesse estudo.

A genotipagem das populacdes amostradas foi feita usando doze marcadores

microssatélites. Dez marcadores desenvolvidos por Feres et al. (2012) para A. colubrina
(Acol01, Acol05, Acoll1, Acoll2, Acoll3, Acoll4, Acoll5, Acoll6, Acoll7 e Acoll8)
e dois marcadores (Ac34.3 e Acl62.1) desenvolvidos por Barrandeguy et al. (2012)
para A colubrina var. cebil (Tabela 2). A porcentagem média de dados perdidos para
todos os doze primers foi de 10,01%, variando de 5,30% (Acol01 e Ac34.3) a 15,55%
(Acol18).

As reacgbes de polimerase em cadeia (PCR) foram conduzidas em sistema
multiplex (multiplex Acol05-Acol12-Acol14; duplex Acoll1l-Acoll3; duplex Acoll5-
Acol16; e duplex Ac34.3-Ac162.1) e pseudomultiplex (Acol01; Acoll7, e Acoll8) com
volume final de 12 pL, contendo 10 ng de DNA, 1X tampé&o (10 mM Tris-HCI, pH 8.4,
50 mM KCI, 1% Triton X-100), 0,2 uM de cada primer (forwaneverse), 2,5 mM de
MgCl,, 0,25 mg/mL de BSA (Bovine Serum Albumin, Invitrogen), 0,2 mM de dNTPs e
0,5 U de Tag DNA Polimerase (Phoneutria Biotecnologia). O programa utilizado no
termociclador Vapo Protect Eppendorf Thermal Cycler consistiu de 94°C por 3 minutos;
35 ciclos de 94°C por 30 segundos, temperatura de anelamento de acordo com o primer
utilizado, variando de 52°C a 60°C por 1 minuto, 72°C por 1 minuto e, para extensao
final, 72°C por 20 minutos.

Todos os primers forwards foram marcados com fluorescéncias 6-FAM, HEX
(MWG-Biotech) ou NED (Applied Biosystems) (Tabela 3). Os fragmentos foram
mensurados no sequenciador 96 capilares ABI PRISM 3130x1 DNA Analyser (Applied
Biosystems) utilizando o tamanho padrdo Rox 500 (Applied Biosystems). Os

fragmentos foram analisados no software GeneMapper v. 4.0 (Applied Biosystems).



Tabela 3.Informacdes sobre os 12 primers microssatélites utilizados: fonte, nome do primer, sequéncias dosqpéatigfio do motif de
microssateélites, fluorescéncia utilizada na marcacdo dos primers forward, o numero totakdmoalielco (M) e a amplitude alélica em
pares de base (pb).

Temperatura de
anelamento (C°)

Amplitude

Fonte  Primer Sequéncia @ primer (5°-3°) alélica (pb)

Repeticado Fluorescéncia N

>

F: GGTGAGATAGCTGAAGTTCG
ACOI0L oS e N T COCATG 54 (AT)s 6-FAM 18 159193

FTGGACTTTTGCACTGGACACR:

Acolos Ll L A At 58 (GA)A(GA); NED 13 212252
e S S 5 o
oz OO TIASAACICEAG 58 (TA) HEX 14 103131
% Acollz | GTIATTSTCTACTOOCTARCE 60 (AG)1s HEX 21 104156
§ Acolla  FGIOATACCCOCTTOATS < 58 (GA)w 6-FAM 14 172202
s SACTECMTCACET A o ome e I—
Acoll6 T g%i%gﬁﬁﬁﬁ%?fgg?gc 58 (TC)(CA)AA(CA)s NED 25 193245
o EATCICOOMCMITITIN g, s .
s ESCEMIOMICICISST sy 1o, omm o s
§;N Acaaz | CORTICTACAACACOCARCTS 58 (CT)or(GT)s NED 17 163199
e [EpEmMmemene oy e S




3. Analise de dados

3.1. Diversidade genética dentro de populacbes

O software MICROCHEKER v. 2.2.3 Oosterhout et al. (2004) foi utilizado
para estimar a frequéncia de alelos nulos com o algoritmo Oosterhout. Desequilibrio de
ligacdo entre todos os pares de locos e desvio significativo do equilibrio de Hardy-
Weinberg (HWE) em cada loco para cada populacao foram testados usando o software
FSTAT version 2.9.3.2 Goudet (1995). O software GDA Lewis e Zaykin (2001) foi
utilizado para calcular em cada populagéo, o nimero médio de alelos por loco (Alloco),
alelos privados (Ak), heterozigosidade esperadag)(Hheterozigosidade observada

(Ho) e coeficiente de endogamiad)-

3.2. Diversidade genética entre populacdes

Estimativas de parametros de Weir e Cockerham (1984) como indices de
fixacdo dentro das populacbesgfF indice de fixacdo total (B e diferenciacdo
genética entre popula¢dess{f; juntamente com outros dois estimadores de divergéncia
populacional 0 Gr e Rst (SLATKIN, 1995 GOODMAN, 1997) foram calculadas
utilizando o software FSTAT version 2.9.3.2 (GOUDET, 1995). Essas estimativas
foram geradas para as duas espécies de Anadenanthera sensu Altschelt&t9i6éin
para as quatro espécies sensu Brenan (1955) Com a finalidade de testar a significancia
de cada estimativa, foi utilizado 1000 permutacdes com 95% de intervalo de confianca.
Os indices Gr e Fst assumem um modelo de alelo infinito (IAM) e sdo analogos,
enquanto Bré baseado no tamanho do alelo (stepwise mutation model, SMM). Se o
modelo de mutacdo stepwise para microssatélite contribuir para diferenciacdo alélica
entre populacdes, valores dg Berdo maiores que o derF

Os pares de & (WEIR e HILL, 2002) e o numero absoluto de migrantes
(M=2Nm) entre populagfes de cada espécie do sensu Altshul @€864)ada espécie
do sensu Brenan (1955), foram calculados com o software ARLEQUIN version 3.1
(EXCOFFIER et al.,, 2005). Também foi realizada a analise de variancia molecular

(AMOVA) com dados particionados nos dois grupos de espécies. A significancia da

10



AMOVA foi testada por 1000 permutacdes usando o ARLEQUIN version 3.1
(EXCOFFIER et al., 2005).

A relacdo genética entre populacdes foi estimada pela construcdo da arvore de
neighbor-joining (NJ), baseada na distancia genéticédNEI et al., 1983), usando o
software POPULATIONS version 2.1.30 (LANGELLA, 1999). A significancia da
melhor topologia foi estimada com 1000 permutacoes.

3.3. Estrutura de populacdes

O programa STRUCTURE version 2. 3. 4. (PRITCHARD et al., 20QBISZ
et al., 2009), implementado com o modelo de agrupamento Bayesiano, inferiu 0 nimero
de grupos genéticos de Anadenanthera usando Markov chain Monte Carlo (MCMC).
Realizamos 20 iteracdes com um periodo de burnin de 250.000 passos, seguidos de
750.000 passos. O numero de K variou entre 1 a 28 segundo recomendacdes de
EVANNO et al. (2005). O melhor valor de K encontrado, usando o métkdde
EVANNO et al. (2005) foi identificado a partir do arquivo de saida do STRUCTURE
implementado no STRUCTURE HARVEST (EARLYONHOLDT, 2012).

A Anadlise de Coordenadas Principais (PCo0A) realizada usando o software
GENALEX 6 (PEAKALL e SMOUSE, 2006) foi empregada para avaliar a distincéo
genética dos individuos do género Anadenanthera. As trés principais coordenadas

foram plotadas em gréfico 3D no programa SigmaPlot v. 12.0.

RESULTADOS

1. Transferabilidade dos locos microssatélites

Transferabilidade integral dos locos de microssatélites obtidos a partir de Feres
et al. (2012) e de Barrandeguy et al. (2012) foi observada entre espécies do género
Anadenanthera. Apenas um loco (Acoll4) ndo apresentou amplificacdo para uma
populacdo (FEU) do tdxon CCO, entretanto houve sucesso de amplificacdo para todas
as outras 24 populagfes. Esse elevado numero de locos SSR transferiveis foi possivel

devido a proximidade taxonbmica das espécies desse género.
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Na analise dos 12 locos microssatélites no género Anadenanthera foram
identificados 212 alelos variando de 13 alelos/loco (Acol05 e Acolll) a 25 alelos/loco
(Acoll6 e Acl62.1), com uma média de 17,66 alelos/loco (Tabela 3). Desses 12 locos
testados, nenhum loco exibiu alta frequéncia de alelo nulo para todas as populacdes
amostradas. Nenhum dos locos diferiu significativamente do equilibrio de Hardy-
Weinberg e as comparagfes de pares entre locos ndo indicaram desequilibrio de ligacao
para comparacdes multiplas. Portanto, nenhum loco foi excluido das analises de

diversidade e estrutura genética.

2. Andlise da diversidade genética

Setenta alelos privados, que correspondem a 33% do numero total de alelos,
foram encontrados nos quatro taxons: CCEQO, PPE e PFA. A maior ocorréncia de
alelos privados foi no taxon CCE (32) seguida pelos tdxons CCO (18), PPE (11) e PFA
(nove). Os locos Ac.162.3 e Acoll7 apresentaram o maior numero de alelos privados
(11) e os locos Acoll2 e Ac.34.1 apresentaram o menor valor (3) (Tabela 4

A Tabela 5 mostra as andlises de diversidade genética das 25 populac¢des dos
quatro taxons estudados. Os taxons CCE, PPE e PFA apresentaram valores médios
similares de numero de alelos por locos (5,25; 4,83 e 4,54, respectivamente) e
heterozigosidade esperada média similar (0,64; 0,62 e 0,66, respectivamente).
Entretanto, o taxon CCO apresentou um menor numero medio de alelos (2,71) e menor
heterozigosidade esperada média (0,40). Além disso, a heterozigosidade observada
média foi similar nos taxons CCE ¢H0,55), PPE (9=0,52) e PFA (K4=0,57),
enquanto o tdxon CCO exibiu um baixo valor de heterozigosidade observada
(Ho=0,31). Esta relacdo entre heterozigosidade observada e esperada resultou em
coeficientes de endogamia (f) positivos para todos os quatro tdxons, com destaque para
o taxon CCO que apresentou populacées com maior coeficiente de endogamia médio
(Fis=0,26), indicando maior ocorréncia de homozigotos do que a esperada pelo
equilibrio de Hardy-Weinberg (HW) (Tabela 5
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Tabela 4.Numero de alelos privados de marcadores microssatélites nos taxons de Anadenanthera: alelo privado encontrado em cada& t@d&on; nimel
alelo por loco e a frequéncia do alelo privado comparado com frequéncia total de alelos.

Alelo privado/  Alelo/ Frequéncia de Alelo privado/ Alelo/ Frequéncia de

Loco  Taxon taxon loco alelo privado Loco Taxon taxon loco alelo privado
CCE 1 CCE 3
CCO 1 CCO 0

Acoll PPE 0 18 0,22 Acoll15 PPE 1 19 0,21
PFA 2 PFA 0
CCE 2 CCE 0
CCO 2 CCO 5

Acol5 PPE 3 13 0,54 Acol16 PPE 1 25 0,24
PFA 0 PFA 0
CCE 1 CCE 10
CCO 1 CCO 1

Acolll PPE 0 13 0,23 Acoll7 PPE 0 15 0,73
PFA 1 PFA 0
CCE 1 CCE 3
CCO 1 CCO 0

Acol12 PPE 0 14 0,21 Acol18 PPE 0 18 0,22
PFA 1 PFA 1
CCE 4 CCE 2
CCO 1 CCoO 0

Acoll13 PPE 4 21 0,43 Ac34.1 PPE 0 17 0,18
PFA 0 PFA 1
CCE 1 CCE 4
CCO 0 CCoO 6

Acoll4 PPE 5 14 0,36 Acl62.3 PPE 0 25 0,44
PFA 2 PFA 1
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Tabela 5. Caracteristicas das 25 populacdes amostradas, para 12 locos polimérficos de
microssatélite: tamanho médio da amostra sobre todos os locos (n); nimero médio de
alelos por locos (A/loco); numero de alelos privadas(d; heterozigosidade esperada

(Hg); heterozigosidade observadacjHe coeficiente de endogamiadf- Os codigos

das populacgdes estao identificados na Tabela 2.

Populacéo n Alloco Apriv He Ho Fis
Anadenanthera macrocrapa (CCE)
BOL 9,92 6,25 1 0,76 0,67 0,13
BFE 12,08 5,33 1 0.62 0,50 0,20
ITA 14,17 6,00 4 0,68 0,55 0,19
ACU 12,7 4,25 0 0,59 0,44 0,26
SJuU 3,33 2,83 0 0,57 0,51 0,14
EVC 14,92 6,50 1 0,66 0,60 0,10
CAS 16,7 5,75 2 0,61 0,57 0,07
PAR 8,00 5,08 2 0,67 0,57 0,15
Média 11,48 5,25 (11)* 0,64 0,55 0,15
Anadenanthera colubrina (CCO)
FEU 14,8 3,82 4 0,49 0,51 0,00
PSB 14,58 3,83 3 0,41 0,24 0,41
EBC 4,45 2,27 1 0,36 0,25 0,34
CIA 3,33 1,92 0 0,40 0,25 0,53
AMA 3,27 2,00 0 0,40 0,38 0,06
PLA 8,50 2,42 4 0,32 0,23 0,28
Média 8,15 2,71 (12)* 0,40 0,31 0,26
Anadenanthera peregrina (PPE)
VIC 13,33 5,25 2 0,65 0,48 0,26
MAC 7,42 4,25 2 0,62 0,49 0,23
CDA 9,33 3,92 0 0,62 0,51 0,11
PRD 12,92 5,25 1 0,61 0,61 0,00
EBC2 14,08 5,50 0 0,59 0,49 0,18
Média 11,41 4,83 (5)* 0,62 0,52 0,15
Anadenanthera falcata (PFA)

CMO 9,08 5,33 1 0,64 0,53 0,18
ITU 18,08 6,75 1 0,68 0,53 0,22
JBB 11,58 5,75 1 0,67 0,63 0,05
PAR2 5,83 5,25 1 0,72 0,63 0,13
CIs 7,58 4,25 1 0,61 0,53 0,15
BRA 6,58 3,83 0 0,62 0,59 0,05
Média 9,79 5,19 (5)* 0,66 0,57 0,13
MEDIA 10,20 4,50 33 0,58 0,48 0,17

Legenda: (*) Refere-se a soma dos alelos privados para cada taxon
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3. Diferenciacédo dos taxons de Anadenanthera

O agrupamento Bayesiano gerado pelo STRUCTURE é mostrado na Figura 3
Os 283 individuos foram divididos em quatro grupos genéticos (K=4) de acordo com
Evanno et al. (2005), nomeados CCE (rosa), CCO (vermdhii}, (verde) e PFA
(azul), correspondendo com as espécies do género Anadenanthera sensu Brenan (1955).
O grupo que apresentou menor nivel de mistura genética foi PPE, com 62 individuos
sendo atribuidos em 96,7% dentro do grupo Bayedt&t® Por outro lado, a maior
mistura genética dentro de grupo foi observada em PFA, com os 63 individuos desse
taxon atribuidos em 89% dentro do grupo Bayesiano PFA (Figura 3).

Utilizando a andlise Neighbor-joining (NJ), o resultado obtido foi consistente
com a analise geral do STRUCTURE, mostrando claramente quatro ramos principais ha
arvore. A cor de cada ramo esta associada a um taxon distinto (CCE-rosa, CCO-
vermelho, PPE-verde e PFA-azul). Moderados valores de bootstrap suportam a
separacao desses quatro taxons, com CCE representando o taxon mais consistente na
arvore agrupando suas populacdes com 80% de bootstrap, entretanto, populacdes de
PPE foram agrupadas com apenas 56% de suporte, 0 menor observado entre 0os quatro
taxons (Figura 4).

Os quatro grupos formados pela PCoA concordam com o obtido pelas andlises
de STRUCTURE e NJ, correspondente com os quatro taxons (CCE-rosa, CCO-
vermelho, PPE-verde e PFA-azul). As trés dimensbes plotadas com a PCoA sé&o
mostradas na Figura 5 e juntas foram responsaveis por explicar mais de 70% da
variacao total observada. A primeira coordenada principal explicou 30,98% da variacdo
total e separou os individuos que pertencem ao taxon CCE e uma grande maioria dos
individuos do tdxon CCO, segregando de maneira geral as espécies A. catularina
peregrina sensu Altschul (1964). A segunda coordenada principal, que explicou 27,39%
da variagdo total, separou o taxon CCO dos demais taxons. E a terceira coordenada
principal explicou 12,84% da variacao total e separou a maioria dos individuos do taxon
PFA e uma parte dos individuos do taxon CCO dos demais.

Os locos mais informativos para a diferenciacdo dos taxons suportados pelas trés
analises (STRUCTURE, NJ e PCoA) sdo mostrados na Tabela 4. A ocorréncia de 10
alelos privados para o taxon CCE no loco Acoll7 permitiu a sele¢cdo desse loco como o
mais eficiente para distinguir esse taxon. Igualmente, os locos Ac162.1 e Acoll6 com
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seis e cinco alelos privados, respectivamente, para o tdxon CCO, foram os melhores
para a discriminagdo desse taxon. O loco Acoll3 registrou maior quantidade de alelo
privado para o taxon PPE com quatro alelos privados. Para o taxon PFA, os melhores
locos que o diferenciaram dos demais foram Acoll e Acoll4, com dois alelos privados

(Tabela 4).

1.000
800 K=4

el Legenda

400
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B cce Mcco Dppg M ppa
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Figura 3. Gréfico obtido pela analise STRUCTUREgrafico de AK Evanno et al.
(2005) indicando o melhor niamero de grupos (K=4). Cada grupo é representado por
uma cor e estd separado pelos taxons, cada individuo € representado por uma barra

vertical.
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Figura 4. Arvore ndo enraizada de Neighbdoining gerada com base na distancia
genética @ (NEI et al., 1983). Sdo mostrados os valores de bootstrap maiores que
50. Populagbes (SJU, PAR, EBC, CIA, AMA e BRA) foram retiradas devido ao
pequeno tamanho amostral. Cada taxon é representado por uma cor. Populacdes do
mesmo taxon apresentam ramos com as mesmas cores.

PCoA 3 (12,84%)

Figura 5. As trés dimensdes plotadas da Andlise de Coordenadas Principais (PCoA)
obtidas a partir da matriz de dados SSR dos individuos. Cada taxon é representado

por uma cor.
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4. Diferenciacdo populacional das espécies de Anadenanthera sensu Altschul
(1964)

Valores de pares desf (metade inferior) e uma estimativa dos nureero
absolutos de migrantes (metade superior) entre as 14 populagdes de A colubrina sensu
Altschul (1964)e entre as 11 populacbes de A peregrina sensu Altschul (1964) séo
mostrados nas Tabelas 6 e 7 respectivamente. Em ambas, 0 menor nimero médio de
migrantes foi observado entre populacdes de diferentes variedades (parte superior da
Tabela 6 e 7 ndo hachurada) e os menores pares datfe populagdes de uma mesma
variedade. Esses resultados indicam uma relacéo de fluxo génico mais limitado entre
populacdes de diferentes variedades, isso foi observado tanto para A colubrina como
emA. peregrina.

A Figura 6 mostra a distribuicdo das populacdes de Anadenanthera. Populacdes
de A colubrina (taxons CCO e CCE) e de A peregrina (tAxons PPE e PFA) foram
observadas ocorrer simpatricamente como visto pela distribuicdo das populacées CMO-
PLA, EBC-EBC2 e PAR-PAR2.

Os trés niveis hierarquicos da AMOVA revelou que a variacado geétiedor
dentro de populacdes. Isso foi observado no agrupamento de populacdes das variedades
da espécie A colubrina (69,9%5s1= 0,300; P<0,001) e também no agrupamento de
populacdes das variedades da espécie A peregrina (8285%),170; P<0,001)
(Tabela 8).

18



Tabela 6. Matriz de valores de numero absoluto de migrantes (metade superior) e pagggrdet&te inferior) entre populacées de A colubrina
sensu (ALTSCHUL, 1964). O primeiro retangulo hachurado corresponde a populacdes de A. cotabigehil (CCE) e o segundo a populacdes de
A colubrina var. colubrina (CCO). *, significante a P<0,005.

BOL BFE ITA ACU SJu EVC CAS PAR FEU PSB EBC CIA AMA PLA
BOL 3,239 4,873* 2575 2,749* 5,220~ 3,306* 4,453* 0,972* 0,984* 1,010~ 0,982* 1,288* 0,846*
BFE 0,133* 21,734 3,357* 2,868* 2,143* 1,626* 1,665* O0,761* 0,820~ 0,718 0,763* 0,937 0,721*
ITA 0,093 0,022 4,142* 3,607 2,933* 2,119* 2,320 0,885* 0,914* 0,864* 0,940* 1,125* 0,818*
ACU 0,162 0,129* 0,107* 3,578* 2,271* 1,819* 2,011* O0,756* 0,938 0,869* 0,979* 1,147* 0,835*
SJuU 0,153 0,148* 0,121* 0,122* 2,881* 1,972 2,397* 0,640* 0,924 0.694* 0,787 1.127* 0,868*
EVC 0,087 0,189* 0,145* 0,180* 0,147* 7,556* 13,70 0,838* 1,031* 1,041* 1,034* 1,429* 0,860*
CAS 0,131 0,235 0,190* 0,215* 0,202 0,062* 6,803* 0,790 0,958* 0,926* 0,914* 1,167* 0,794*
PAR 0,100 0,230* 0,177 0,199* 0,172* 0,035* 0,068* 0,720* 0,891* 0,844* 0,937* 1,300* 0,764*
FEU 0,339* 0,396* 0,360* 0,397 0,438~ 0,373* 0,387* 0,409* 1,082 0,804* 0,949 0,874* 0,662*
PSB 0,336* 0,378* 0,353* 0,347* 0,350* 0,326* 0,342* 0,359* 0,316* 1,100+ 1,586* 1,082* 1,139*
EBC 0,331~ 0,410* 0,366* 0,365* 0,418 0,324* 0,350* 0,371* 0,383* 0,312* 1,761* 1,541* 0,613*
CIA 0,337+ 0,395* 0,347 0,338 0,388* 0,325* 0,353* 0,347* 0,345 0,239* 0,221* 2,625* 0,865*
AMA 0,279 0,347 0,307* 0,303* 0,307 0,259* 0,299* 0,277 0,363* 0,316* 0,244* 0,16 0,904*

PLA 0,371 0,409 0,379* 0,374* 0,365* 0,367* 0,386* 0,395~ 0,430* 0,304* 0,449* 0,366* 0,355*
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Tabela 7.Matriz de valores de numero absoluto de migrantes (metade superior) e pagggrdet&de inferior) entre populacdes de A peregrina
sensu (ALTSCHUL, 1964). O primeiro retangulo hachurado corresponde a populacdes de A peezgper@egrvina (PPE) e o segundo a populacdes
de A peregrina var. falcata (PFA). *, significante a P<0,005.

VIC MAC CDA PRD EBC2 CMO ITU JBB PAR2 CIS BRA
VIC 2,897 2,531 2,286* 1,872* 1,691* 2,193* 1,479 1,891* 1,300* 1,933*
MAC 0,147* 4,079 1,735 2,394* 1,395 1,461* 2,028 2,472* 1,789 2,278*
CDA 0,164* 0,109* 1,507 2,337+ 1,117 1,259* 1,426* 1,791* 1,274 1,497*
PRD 0,179  0,223* 0,249* 3,272 1,479* 1,666* 1,398* 1,627 1,194* 1,684*
EBC2 0,210+ 0,172~ 0,176* 0,132* 1,184 1,433* 1,840* 2,229* 1,556* 1,951*
CMO 0,228« 0,263* 0,309* 0,252* 0,296* 8,911* 3,376* 2,961* 3,699* 2,484*
ITU 0,185 0,254* 0,284* 0,230* 0,258*  0,053* 3,573* 4,540 3,370  2,328*
JBB 0,252 0,197 0,259* 0,263* 0,213* 0,128* 0,122* 15,808 7,315*  3,358*
PAR2 0,209* 0,168 0,218* 0,234* 0,183* 0,144* 0,099* 0,0306 8,496*  3,833*
CIS 0,277+ 0,218 0,281* 0,295 0,243* 0,119* 0,129* 0,063* 0,055* 2,572

BRA 0,205* 0,179~ 0,250* 0,228* 0,203* 0,167 0,176* 0,129* 0,115 0,162*

20



EVC

0 S00 1000 km

Figura 6. Distribuicdo das 25 populacdes com seus respectivos graficos obtidos pela
andlise no STRUCTURE para cada taxon avaliado individualmente. Tonalidades
proximas representam populacées do mesmo taxon. CCE (lilas); CCO (vermelho),
PPE (verde) e PFA (azul).

Tabela 8. AMOVA para estrutura genética de populagbes com trés niveis hierarquicos.
Analise entre variedades das espécies de Anadenastresu ALTSCHUL (1964).

Somade Componente indice de Porce(r;éage Valor-

Fonte de Variacao GL . o
guadrados  de variancia fixacéo

variagcao

Trés niveis hierdrquicos dentro
de A. colubrina

Entre dois grupos de variedadt 1 732495,392 3048,2168 Va ®@c1=0,0715 7,15 <0,001

Entre populacoes dentrode 1, 5951337 49¢ 97750536 Vb D= 0,471 22,94  <0,001
variedades

Dentro de populagdes 302 8994323,215 29782,5271 Vc dsr= 0,3009 69,9 <0,001

Total 315 12648156,1C 42605,7976
Trés niveis hierdrquicos dentro
de A. peregrina

Entre dois grupos de variedad¢ 1 200783,919 405,0461Va  ®c=0,0129 1,3 <0,001

Entre populacoes dentrode o 1513564 207 4916,0798 Vb ds= 01595 1575  <0,001
variedades

Dentro de populacdes 239 6187482,514 25889,0481 Vc ®s= 01704 82,95 <0,001
Total 249 7601820,64C 31210,17415
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5. Diferenciacao populacional dentro dos tdxons de Anadenanthera

Populacdes de CCO obtiveram alta diferenciacdo dentro do taxer0 (257,
Fs=0,338; R=0,365), com valores dos pares dg &ntre suas populac¢des variando de
0,221 a 0,449, entre EBC-CIA e EBC-PLA, respectivamente (Tabela 9 e metade inferior
da Tabela 6). Das trés populagdes com maiores quantidades de alelos privados (quatro),
duas séo representantes do taxon CCO (FEU e PLA). A maior média de alelos privados
por populacéo foi registrado nesse taxopri&l2) (Tabela 5). B segunda analise do
STRUCTURE, populac¢des do tdxon CCO (vermelho) foram diferenciadas em quatro
subgrupos (K=4). Trés destes subgrupos foram formados cada um por apenas uma
populacado, enquanto que um quarto subgrupo reuniu trés populacdes EBC, CIA e AMA
(Figura 7b).

As populagdes do taxon CCE exibiram valores moderados de diferenciacao total
(Gs=0,130; F51=0,141; R=0,1915) (Tabela 9). Os pares dgr Fevelaram a menor
distancia genética entre as populacdes EVRAR (Fsi= 0,035) e a maior distancia
genética entre as populacées BFEAS (Fs= 0,235) (metade inferior da Tabelp A
média de alelos privados por populagdo no tdxon CCE feifA1) (Tabela 5) Na
andlise do STRUCTURE para o taxon CCE (rosa), as oito populacdes foram arranjadas
em dois subgrupos (K=2), com as populacdes do nordeste do Brasil (BFE, ITA, ACU e
SJU) diferenciadas das demais populacdes (BOL, EVC, CAS e PAR) (Figura 7a

Dentro do taxon PPE a diferenciacao foi moderada=(G150, Fs=0,186 e
Rs1=0,2312) e superior a diferenciacdo observada dentro dos tdxons CCE e PFA (Tabela
6). O menor par de dr entre populacdes de PPE foi encontrado para as populacdes
MAC e CDA (Fst=0,109) e o maior par entre as populacées CDA e PRE{R49)
(metade inferior da Tabela 7). A média de alelos privados por populacédo nesse taxon foi
(Apr=5) (Tabela 5). O taxon, PPE (verde) apresentou o menor nimero de populacdes
e ficou arranjado em dois subgrupos (K=2) de acordo com a segunda analise do
STRUCTURE. As populacdes VIC, CDA e MAC foram diferenciadas das populacdes
PRD e EBC2 (Figura jc

As analises indicaram uma menor diferenciacdo dentro do taxon PFA
(Gs1=0,106; K=0,120; R=0,166), com baixos valores de pares dg éntre suas
populacdes, variando de 0,053 (CMO-ITU) a 0,176 (ITU-BRA) (Tabetantetade
inferior da Tabela 7). As andlises de diversidade genética das popula¢gbes desse taxon

mostraram populagdes bastante homogéneas entre si. A meédia de alelos privados por
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populacdo no taxon PFA foi §A\=5) (Tabela 5)O maior nimero de subgrupos dentro
de taxons, (K=5), foi observadem PFA (azul). Com exce¢do da populagdo BRA,
nenhuma estruturacdo foi detectada nesse grupo, ao contrario, todas as populacdes
apresentaram uma mistura genética de subgrupos (Figura 7d

Em todos os taxons, populacdes que apresentaram os maiores pargs de F
apresentaram também os menores ndmeros de migrantes, pois quanto maior a distancia
genética entre populacdes, menor sera o fluxo génico. Por outro lado, menores valores
de pares de dr entre populacdes geograficamente distantes foram observados dentro da
maioria dos taxons como em CCE (EVC-PARg=0,035), PFA (CMO-ITU,
Fs=0,053) e PPE (MAC-CDA, &£=0,109) (metade inferior da Tabela 5), indicaado

possivel auséncia de correlacdo entre distancia genética e geogréfica dentro de taxons.

Tabela 9. Indices de diversidade genéticarGNEI, 1973); kr, Fste Rs (WEIR e
COCKERHAM, 1984) Rst (SLATKIN, 1995) obtidos no &ar para diferentes grupos
de dados.

Gl’upo (tamanhO) GST Fir FST FlS RST

A colubrina®(14) 0,294 0,418** 0,301** 0,169** 0,5453
A macrocarpd (8) 0,130 0,269** 0,141* 0,149** 0,1915
A colubrina?® (6) 0,267 0,492** 0,338** 0,233* 0,3651

A peregrinat (11) 0197  0,333* 0.216% 0,149+ 0.2618
A peregrin@(5) 0150 0310% 0186 0152+ 0.2312
A falcata® (6) 0,106 0,249** 0,120** 0,146** 0,1667

Legenda: Estatisticamente significativo (*) P<0,05; (**) P<0,84Espécies de
Anadenanthera sensu Altschul (196@Espécies de Anadenanthera sensu Brenan
(1955)
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Figura 7. Graficos obtidos pela analise STRUCTURE para cada taxon avaliado
individualmente, seguidos do gréafico Ml Evanno et al. (2005) indicando o melhor
namero de subgrupos. Cada grupo é representado por uma cor e cada individuo é
representado por uma barra vertical. (a) taxon CCE com 2 subgrupos; (b) tAxon CCO

com 4 subgrupos; (c) tAxon PPE com 2 subgrupos; e (d) tdxon PFA com 5
subgrupos.
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DISCUSSAO

1. Microssatélites apoiam a divisdo sensu Brenan (1955) do género

Anadenanthera

O histérico do género Anadenanthera mostra que este foi criado por $pegazz
(1923) com a finalidade de acomodar as espécies Piptadenia peregrina (L.) Bentham e
P. falcata, ambas caracterizadas pela auséncia de glandula no apice da antera. Brenan
(1955) ao propor uma revisdo do género Piptadenia Benth. com o intuito de estabelecer
limites para o mesmo, resgata 0 nome Anadenanthera como um dos géneros do
“complexo Piptadenid e acrescenta outras duas espécies que possuglandula no
apice da antera a esse género, circunscrevendo Anadenanthera com quatro espécies
distintas: A colubrina (Vell.) Brenan, A. macrocarpa (Benth.) Brenan, A. peregrina (L.)
Speg. e A falcata (Benth.) Speg.

Altschul (1964) em um estudo taxondmico do género Anadenanthera considera
apenas duas espécies para o género: A pereg@naolubrina, cada uma com duas
variedades, A. colubrina (Vell.) Brenan var. colubrina, A. colubrina var. cebil (Griseb.)
Altschul, A peregrina (L.) Speg var. peregri@@. peregrina var. falcata (Bentham)
Altschul. No entanto, Tamashiro (1989) considémadenanthera composto por quatro
espécies como proposto antes por Brenan (1955).

Entre as duas espécies de Anadenanthera sensu Altschul (1964) A. cplubrina
apresenta frutos brilhantes, lisos a reticulados, anteras com glandula apical e invélucro
logo abaixo do receptaculo. JA& A peregrina apresenta frutos opacos, com superficie
verrucosa, anteras eglandulares e invélucro localizado no ter¢co superior do pedunculo.
Com relacédo as variedades das duas espécies, A colubrina var. colubrina (CCO) se
diferencia de A. colubrina var. cebil (CCE) por apresentar frutos mais escuros, estreitos
e com margens regularmente contraidas que a variedade cebil. A peregrina var.
peregrina (PPE) apresenta frutos mais longos e largos e geralmente retos, comparados
com A peregrina var. falcata (PFA) que possui frutos menores e comumente
falciformes (ALTSCHUL, 1964).

Altschul (1964) circunscreveu o0 género com base em poucos caracteres

morfologicos consistentes Torres e Repke (2006), e cita o Brasil como provavel centro
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de origem de Anadenanthera. Entretanto, ndo examinou espécimes depositados em
herbarios brasileiros, onde as mesmas sao bem representadas (TAMASHIRO, 1989).

Segundo Altschul (1964) as duas espécies de Anadenanthera apresentam
ocorréncia simpatrica com periodos de floracdo que se coincidem, entretanto parece nao
hibridizar naturalmente. Esse padréo foi reafirmado geneticamente pelo presente estudo,
uma vez que populagbes de taxons que representam diferentes espécies, apesar de
coletadas no mesmo local geografico, ndo apresentaram mistura genética expressiva
pela andlise do STRUCTURE.

Os parametros genéticos estimados nesse estudo ainda suportam um fluxo
génico bastante limitado entre as populagbes de A. colubrina var. cebil (CCE) e A
colubrina var. colubrina (CCO), um achado pouco provavel, ja que variedades
apresentam a caracteristica de se reproduzir livremente com todos 0s outros membros da
espécie (DARWIN, 1859). Da mesma forma, embora menos pronunciado essa limitagdo
de fluxo génico entre populacdes de diferentes variedades de A peregrina foi
observado. Infelizmente, ndo obtivemos populacdes simpatricas das duas variedades de
A. colubrina, ou das duas variedades de A. peregrina, o que daria um suporte ainda
maior na separacao dessas variedades como espécies distintas.

Diferertes analises como STRUCTURE (Figura 3), NJ (Figura 4) e PCoA
(Figura 5) foram altamente concordantes, e separaram 0S espécimes do género
Anadenanthera em quatro grupos distintos. Esses resultados apoiam o proposto por
Brenan (1955) e reafirmado por Tamashiro (1989), da composicdao do género
Anadenanthera por quatro espécies distintas, que ao longo desse estudo foram
denominadas como taxons CCE (A. macrocarpa), CCO (A colubrina), PPE (A

peregrina) e PFA (A falcata).

2. Congruéncia parcial entre dados de SSRee ITS

O resultado da analise Bayesiana e da arvore de Neibor-joining a partir de dados
de microssatélites foram incongruentes em maior parte com a variacdo da sequéncia de
ITS apresentada por Silva (2010). Esses resultados mostraram agrupamentos diferentes
em comparacao com os resultados obtidos a partir do ITS, que retrataram apenas a
monofilia de A colubrina var. colubrina. Em contraste, nossos dados de microssatélites

separaram 0s espécimes do género Anadenanthera em quatro grupos distintos de acordo
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com o numero de espécies sensu Brenan (19589a separacao sugere a existéncia de
uma origem distinta no passado que permitiu a diferenciacdo dessas espécies.

A incongruéncia entre esses marcadores nucleares, contudo, ndo é total, uma
vez que a diferenciacéo e isolamento de A. colubrina sdo concordantes nos resultados de
ambos marcadores. Com ITS, os individuos de A colubrina sensu Brenan (1955)
formaram um clado distinto e mais basal e a partir de SSR formaram também um grupo
genético distinto com as varias analises apresentadas aqui, sustentando essa
diferenciacao (diversidade genética, paresgevalores de Er; nimero de absoluto de
migrantes e AMOVA).

O numero de alelos privados por populagdo em A colubrina, sua diferenciacéo
em quatros subgrupos e o baixo nivel de mistura genética entre estes, sugerem gue essa
espécie se diversificou em um periodo anterior ou mais antigo que as demais espécies
analisadas, assim como observado a partir de ITS.

Altschul (1964) argumenta com suporte anatdbmico que a espécie A colubrina
var. colubrina evoluiu da variedade cebil, estando distribuida em areas mais umidas que
a sua parental cebil. A relacdo de A. colubrina var. colubrina com regides mais umidas
é confirmado pelos registros de locais de coletas onde suas espécimes foram
localizadas, sempre a margem de rios ou em locais bastante imidos. Entretanto, dados
baseado em DNA, como obtidos por ITS Silva (20€80p relatado aqui com
microssatélites ndo apoiam esse argumento, uma vez que 0 contrario parece ser mais

provavel.

3. Comparacao da diversidade genética em espécies de Anadenanthera

A diversidade genética representa o efeito da evolucdo em longo prazo
evidenciando assim o potencial evolutivo da espéddiee( al., 1999). Dessa forma,
conhecer a variabilidade genética e sua distribuicdo no tAxon em estudo, é importante do
ponto de vista taxon6mico, ecoldgico e conservacionista (POMETTI et al., 2010). Esse
€ o primeiro estudo que avalia a diversidade genética com microssatélites na espécie A
peregrina sensu Altschul (1964) e em uma amostragem grande, que representa todo o
género Anadenanthera.

A média de diversidade genética alta, em termos de riqueza alélica e
heterozigosidade, encontrada para os taxons CCE, PPE e PFA e a substancial redugéo

da diversidade para o taxon CCO pode esta relacionado com alguns fatores. Um
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primeiro fator estq associado com a area de distribuicdo de CCO, que é mais restrita
quando comparada com a area dos demais taxons (ALTSCHUL, 1964). Estudos relatam
que a diversidade genética em plantas é afetada pela amplitude de distribuicéo,
mantendo uma diversidade maior em taxons amplamente distribuidos (WANG et al.,
2012 ZHAO et al., 2012). Outro fator corresponde aos valores de parestde F
elevados. Nossos resultados mostraram maiores valoregr @mtfe comparacdes de
populacdes do taxon CCO. Ortego et al. (2012) afirmaram que niveis de diversidade
genética e fluxo génico, sdo mais baixos em populacdes isoladas, com valores de pares
de Fst elevados avaliados entre quaisquer outras populacdes. Uma terceira explicacao
seria o coeficiente de endogamias|Felevado. A maioria das populacbes de CCO
experimentaram altos niveis de endogamia. Baixa diversidade genética é esperada em
populacdes endogamicas (CHARLESWORTH, 2003).

Trabalhos com outras espécies arboreas da familia Leguminosae também usando
marcadores moleculares microssatélites, encontrou valoresg deédia e numero
médio de alelos por loco menores do que a média registrada aqgeli0(BH8 e A/loco=
5,6) para as 25 populacdes de Anadenanthera, como observado em Pericopsis elata (H
= 0,363 e Alloco= 3,25) (MICHENEAU et al., 2011), em Dipteryx alata£¥H,386 e
Alloco= 3,1) (TARAZI et al., 2010) e em Parapiptadenia rigida$H,441 e Alloco=
3,1) (COSTA et al.,, 2012). Por outro lado, maiores valores foram detectados em
Platypodium elegans g+ 0,808 e A/loco= 13,40) (HUFFOR®HAMRICK, 2003).

A anélise de AMOVA mostrou que a maior parte da variagdo genética foi devido
a diferencas entre individuos. Esse resultado esta de acordo com o esperado para
espécies arbdreas tropicais e alégarhB M RICK e LOVELESS, 1989). Altos niveis
de variacdo dentro de populacdes também foram encontrados em outras mimosoideaes a
partir de diferentes marcadores moleculares como, Plathymenia reticulata (LACERDA
et al., 2001), Acacia senegal (OMONDI et al., 20&@acia visco (POMETTI et al.,
2013) e também, em lenhosas com padrao de distribuicdo parecido com o de
Anadenanthera colubrina como Astronuim urundeuva (CAETANO et al., 2008)
Enterolobium cyclocarpum (GONZALES et al., 2010) também através de outros
marcadores moleculares.

As taxas de endogamia observadas nos quatro taxons do género Anadenanthera
(Tabela 4), ndo condiz com o0s varios aspectos da biologia reprodutiva das espécies do
género Anadenanthera que favorece a polinizagdo cruzada, como o elevado grau de

auto-incompatibilidade genética e a protandria apresentada (COSTA et al,, 1992
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COSTA et al., 2003). Entretanto, a fragmentacéo florestal favorece um gradual aumento
de auto-compatibilidade na populagdo como um mecanismo de geracao de descendéncia
(COSTA et al., 2003). Espécies do género Anadenanthera ocorrem predominantemente
em florestas estacionais (ALTSCHUL, 196QUEIROZ, 2009), que sao florestas
bastante desmatadas. Na América Latina cerca de 60% dessas florestas se encontram
altamente destruidas (MILES et al., 2006).

O numero de alelos privados € uma medida altamente afetada e condicionada
pelo tamanho da amostra. Assim, se espera encontrar mais alelos em amostras maiores.
Por isso, o maior nimero de alelos privados no taxon CGk\#A2), pode ser
justificado pela sua ampla representacdo amostral (101 individuos) (LEBERG, 2002
KALINOWSKI, 2004). Ao contrario, a comparacao entre os taxons CCO, PPE e PFA é
permitida, uma vez que apresentam numero similar de individuos, 57, 62 e 63
respectivamente. Entre esses trés tdxons, o maior numero de alelos privados identificado
em CCO reflete sua maior diferenciacdo. Este fato também coincide com sua
diferenciacdo morfolégica, uma vez que esse taxon é considerado como o elemento

mais facilmente reconhecivel no género Anadenanthera (ALTSCHUL, 1964).

4. Inferéncias sobre a histéria evolutiva de Anadenantherae de florestas

estacionais

Tem sido sugerido que a distribuicdo existente das mimosoideaes seja o
resultado de uma origem no semi-arido Laurasico, seguido por uma propagacdo para
outros biomas, incluindo florestas tropicais e por isso a dispersao e nao a vicariancia
parece ser mais plausivel para explicar a distribuicAo geografica atual dessas
leguminosas. (SCHRIRE et al., 20BBDUCHENAK-KHELLADI et al., 2010).

Anadenanthera colubrina var. cebil é considerada por Prado e Gibbs (1993)
como espeécie modelo de Florestas Estacionais devsti@a ocorréncia na maioria dos
nucleos, que juntos constituem o chamado “Arco Pleistocénico”. Entretanto, a auséncia
de registros palinoldgicos de Anadenanthera nos sedimentos do Pleistocenoma regia
do Chiquitano e sua continua ocorréncia em sedimentos do Holoceno, tem sido utilizada
como um argumento contra a teoria do Arco Pleistocénico, e por iSso uma ocupacao

mais recente dessas florestas tem sido sugerido (MAYLE, 2004).
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Alguns estudos indicam que a flora na regido do Chiquitano € essencialmente
jovem e queas espécies encontradas nas florestas secas sédo resultantes de processos
migratorios recentes (BURBRIDGE et al., 20BAYLE, 2004).

A observacéo de populacdes de A macrocarpa do ndcleo Misiones e do nucleo
do Chiquitano num mesmo subgrupo (Fig.7a), indica a existéncia de similaridades
genéticas entre as populacdes de A macrocarpa, desses dois blocos de florestas
estacionais e sugere que a flora de A macrocarpa encontrada na floresta seca do
Chiquitano seja resultado de uma possivel migracdo a partir da floresta estacional do
Misiones.

Como consequéncia da amostragem nos dois extremos de distribuicdo, a andlise
Bayesiana para a espécie A macrocarpa identificou dois subgrupos genéticos, que
também apresentaram diferencas morfolégicas bem pronunciadas, com arvores de A
macrocarpa a partir do nordeste do Brasil apresentando um porte menor e frutos mais
estreitos e menores quando comparadas com arvores de ocorréncia nas demais regioes
amostradas.

O bako nivel de mistura genética entre os dois subgrupos de A macrocarpa
sugere que a diferenciacdo entre eles aconteceu num passado mais antigo e que
permanece atualmente, ja que um corredor seco formado pelo Cerrado atua
provavelmente como uma barreirapedindo a ocorréncia de fluxo génico entre
populacdes de diferentes subgrupos.

A particularidade de populacdes altamente miscigenadas observada para a
espécie A falcata (Fig.7d) parece apoiar um cendrio de expansao recente, em que
populacdes antes isoladas, por algum motivo, no passado mais recente comecaram a se
homogeneizar, permitindo a ocorréncia de fluxo génico entre individuos de diferentes
populacdes. Todas as populacbes com elevado nivel de mistura genética foram
amostradas em regifes de transicdo com o dominio fitogeogréafico do Cerrado, apenas
uma populacdo, BRA, apresentou um nivel surpreendentemente menor de mistura
genética, sendo a Unica situada mais internamente ao Cerrado. Nesse sentido, o local de
amostragem parece ter uma relacdo direta com o predominio de mistura genética, com
populacdes distribuidas numa regido mais central tendendo ao isolamento e por
consequéncia baixo nivel de mistura e maior diferenciacdo. Contudo € necessaria uma
amostragem capaz de abranger um maior numero de popula¢des na regido central do
Cerrado, para que maiores inferéncias sejam tomadas sobre a histéria evolutiva de A

falcata.
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CONCLUSOES

A diferenciacdo taxondémica sensu Brenan (1955) de quatro espécies para o
género Anadenanthera foi apoiada por microssatélites.

Ambos marcadores nucleares (ITS e SSR)niacancordantes na diferenciacao
de A colubrina.

A menor diversidade genética em A colubrina é possivelmente consequéncia da
sua distribuicdo mais restrita e da ocorréncia mais frequente de endogamia ness
espécie.

A distribuicdo das populacdes miscigenadas de A. falcata reflete um cenério de

expansao recente para essa especie.
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