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1. INTRODUCAO

1.1. Croton L. no Brasil

A flora brasileira € rica em representantes de Euphorbiaceae. Em muitas partes
do mundo, representantes dessa familia sdo muito conhecidos por serem toxicos e/ou
medicinais. O segundo maior género de Euphorbiaceae, Croton L., possui
aproximadamente 1300 espécies, distribuidas em zonas tropicais e subtropicais, tanto
no Novo quanto no Velho Mundo (Berry et al. 2005).

3 '-\D
QE \J'x} 2 N o
3 r 4 A=
§ { s i
}. ’c’l"“\\l P :SF )
= _—
\ ( Lo A
w 1‘2.0' / ’
3 (7

Brozil

' Madogascer
350 spp

150 spp.

v‘».‘ ),

(Berry et al., 2005)

Figura 1. Mapa de distribuicdo do género Croton no mundo e principais centros de diversidade.

Os primeiros estudos taxondmicos completos das espécies brasileiras de
Croton foram realizados por Martius na sua Flora Brasiliensis (Mueller, 1873). O
género é composto por arvores, arbustos, ervas e raramente lianas; geralmente séo
plantas mondicas, algumas vezes didicas, com tricomas simples (glandulares ou nao),
ou tricomas ramificados (estrelados, lepidotos, fasciculados, multirradiados, dentriticos
e escamiformes). Em geral as inflorescéncias apresentam flores pistiladas na base e
estaminadas no apice, com estames dobrados no botéo floral; nas flores pistiladas, as
pétalas sdo reduzidas ou ausentes (Bentham, 1880; Barroso, 1991; Lucena, 2000;

Carneiro et al., 2002; Secco, 2005; Guimardes, 2006). Em praticamente todos os



ecossistemas brasileiros encontram-se representantes de Croton. Apenas no estado
do Rio de Janeiro, reconhecem-se 39 espécies (Pereira et al., 2002).

As espécies de Croton tém grande interesse pelas suas propriedades quimicas
e farmacologicas, comprovadas clinicamente como antiinflamatérias, cicatrizantes,
anticancerigenas, antimicoticas, antimicrobianas e antivirais, sendo utilizadas para a
cura de inmeras doencas (Pieters & De Bruyne, 1995). No Brasil, espécies como C.
cajucara, C. celtidifolius, C. nepetaefolius, C. palanostigma, C. schiedeanus, C.
urucurana e C. zehntneri sdo usadas em medicina popular para tratamentos de uma
ampla diversidade de males, tais como hipercolesterolemia e obesidade (C. cajucara);
inflamacdes, Ulcera e leucemia (C. celtidifolius); inapeténcia e cdlicas (C.
nepetaefolius); feridas e inflamacéo intestinal (C. palanostigma); reumatismo e cancer
(C. urucurana); anorexia, distlrbios gastrointestinais, tendo suas folhas e cascas sido

usadas também como adogante (C. zehntneri) (Salatino et al., 2007).

Os estudos existentes, centrados em espécies de Croton sao ainda escassos e
dizem respeito as areas de fitoquimica e farmacologia; mais raramente surgem
aqueles dedicados a anatomia, levantamentos floristicos e fitossocioldgicos. Tratando-
se de um género de taxonomia complexa, agravado pelo elevado nimero de espécies,
sdo frequentes em Croton os problemas de delimitacdo especifica, homenclaturais e
de polimorfismos. Surgem, portanto, dificuldades no reconhecimento dos taxons,
culminando na descricdo de espécies novas, quando na realidade trata-se de

modificagBes morfoldgicas de taxons ja conhecidos (Lucena, 2000).

A maioria das espécies de Croton, notadamente as herbaceas e arbustivas,
tém crescimento rapido. De acordo com a mais bem sucedida teoria da ecologia
bioquimica (alocacdo de recursos, Coley et al., 1985), plantas de crescimento rapido
investem preferencialmente em defesas qualitativas, ou seja, substancias com
atividade fisiolégica, como alcaloides e terpenoides. Nao é surpreendente, portanto,
gue Croton seja uma fonte abundante de metabdlitos secundarios, com ampla

diversidade de atividades farmacol6gicas (Salatino et al., 2007).

O estudo desse representativo género propde imenso desafio, com uma
inigualavel oportunidade de estudar fendmenos importantes relacionados a evolugéo
das espécies, como as mudancas nos taxa de diversificagfes evolutivas, radiacbes
adaptativas, principais inovagdes e rearranjos cromossémicos (Berry et al., 2005).



1.2. Sisteméatica molecular

Em passado relativamente recente, foram criados sistemas de classificagéo de
angiospermas, procurando incorporar caracteres de todas as fontes até entdo
disponiveis, como morfologia, anatomia, ultraestrutura, fisiologia, bioquimica, citologia,
palinologia e quimica (Judd et al., 1999). Exemplos de tais sistemas sdo os de
Cronquist (1981), Dahlgren et al. (1985) e Takhtajan (1991). Na atualidade, os
resultados de todo esse esforco tém apenas interesse historico (com excecao de
alguma contribuicdo com relagdo a nomenclatura), devido ao enorme impacto imposto
pelo uso combinado de evidéncias moleculares e métodos de analises filogenéticas.
Os primeiros, viabilizados pela introducdo de tecnologia que tornou possivel o
seqlienciamento de segmentos de DNA, e os ultimos pelos avan¢os na tecnologia de
computacdo, que culminaram com a criagdo de um novo sistema de classificagao,
assumido como metodologicamente moderno e adequado e, em conseqiéncia,

filogeneticamente robusto.

O uso de caracteres moleculares viabilizou reconstrucdes filogenéticas antes
impensaveis, como a comparag¢do entre organismos de reinos distintos. O melhor
exemplo é a ambiciosa constru¢do da “arvore da vida”, baseada em sequéncias de
RNA ribossbmico (Doolittle, 1999). Caracteres fenotipicos sdo escassos para
comparacbes em niveis acima de familia. Por essa razdo, antes do advento da
filogenia molecular, era muito dificil o estabelecimento de afinidades entre ordens, por
exemplo, o que representava uma fonte de infinitas controvérsias entre os propositores
de sistemas gerais de classificacdo de angiospermas. Os caracteres moleculares
possibilitam o estabelecimento de relacionamentos consistentes entre grupos, em
gualquer nivel de hierarguia. O acumulo de dados moleculares culminou na criacdo do
sistema APG (Angiosperm Phylogeny Group). A versdo mais recente é o APG Il (APG
2009), baseado na combinagdo de sequiéncias de regides de DNA nuclear e do
cloroplasto. Os grupos terminais no sistema de classificacdo APG (APG 1998, 2003)
tém nivel de ordem, o que propicia a construcdo de um cladograma de todas as
angiospermas com um numero de terminais facilmente apreensivel numa rapida

analise e mnemonicamente conveniente.

Nas angiospermas realizam-se seqlienciamentos de regiées do DNA de trés
genomas: mitocondrial, nuclear e plastidial (Judd et al., 1999). Pelo fato de apresentar
cépias multiplas, o ITS (ITS1 + 5.8 S + ITS2) é a regido nuclear mais utilizada em
filogenia. Para dar alguns poucos exemplos em que o ITS foi utilizado, pode-se citar as

Euphorbiaceae (Steinmann & Porter, 2002), as Orchidaceae (Gravendeel et al., 2001),
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as Rubiaceae (Malcomber, 2002) e as Plantaginaceae (Albach & Chase, 2004). Outros
marcadores nucleares, embora ndo apresentem copias em numero elevado como o
ITS, também tém sido utilizados, como rpb2 (Oxelman & Bremer, 2000; Popp &
Oxelman, 2001), ncpGS (Emshwiller & Doyle, 1999) e PEPC (Lohmann, 2006).

O genoma mais amplamente utilizado em filogenia de angiospermas € o do
cloroplasto. Dentre as regifes transcritas pode-se citar o rbcL (Chase et al., 1993;
Olmstead & Reeves, 1995; Asmussen & Chase, 2001), o atpB (Hahn, 2002), o ndhF
(Olmstead & Reeves, 1995) e o matK (Gravendeel et al., 2001). Regies nao
transcritas, como introns e espacadores, também sdo comumente usadas em
filogenia, como trnL-F (que corresponde ao intron trnL e o espacador trnL-F)
(Wallander & Albert, 2000; Salatino et al., 2001; Ronsted et al., 2002; Albach et al.,
2005), atpB-rbcL (Gongalves, 2002), trnD-T e trnQ-rpsl6 (ambas regides utilizadas por
Hahn, 2002), rps16 (Albach & Chase, 2004) e trnH-psbA (Mello-Silva et. al., 2011).

1.3. AFLP

Uma série de técnicas e de marcadores moleculares tem sido desenvolvidos
para se avaliar a diversidade genética, sendo esse estudo muito importante na
sistematica, por responder a questdes como, por exemplo, a relacdo genética entre
individuos, a estrutura de populacdes, as relacdes filogenéticas e 0 mapeamento da
guantidade de locos fenotipicamente caracteristicos (QTL) (Mueller & Wolfenbarger,
1999).

Essas técnicas para a obtencdo de impressdes digitais génicas de organismos,
sem a necessidade de analises de seqlenciamento, sintese de iniciadores ou uso de
sondas de DNA, fazem uso da amplificacdo de fragmentos de restricdo através de
PCR. Assim surgiu a técnica conhecida como RAPD (“random amplified polymorphic
DNA”) (Williams et al. 1990). Essa técnica apresenta como vantagens ter um
desenvolvimento facil, ndo requerer equipamentos caros e, portanto, ser relativamente
barata, além de ndo requerer conhecimento prévio de sequéncias. Porém, apresentam
vérias desvantagens, tais como a falta de capacidade de reproducgéo, e a temperatura

gue pode influenciar muitos dos resultados.

Uma técnica que aparece como ideal é a analise de polimorfismos de
comprimento de fragmento amplificado (AFLP, sigla em inglés para “amplified
fragment length polymorphism”), um método relativamente rapido, facil e confiavel

para gerar centenas de marcadores genéticos informativos (Vos et al., 1995; Vos &
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Kuiper, 1997). O ponto principal da AFLP é a sua capacidade para realizacdo de
projecdes simultaneas de diferentes regides do DNA distribuidas randomicamente ao
longo do genoma. Para se alcangar um alto grau de confiabilidade, o DNA gendmico &
preparado de tal forma a combinar a forca de dois métodos, isto €, a replicacdo da
andlise dos fragmentos de restricdo com o poder da PCR (Vos et al., 1995). Em
esséncia, a técnica de AFLP permite a deteccao de polimorfismo de fragmentos de
restricdo gendbmicos através da amplificacdo por PCR. Essa técnica tem carater
universal em termos de aplicabilidade, sendo que os autores mostram resultados
obtidos com analises de fragmentos gendmicos de restricdo de uma ampla variedade
de organismos, como virus, bactérias, fungos, espécie humana e diversos taxons de

angiospermas de importancia agricola.

A técnica de AFLP compreende cinco etapas: 1) digestdo do DNA com
enzimas de restricdo (em geral EcoRI e Msel); 2) ligacdo das duas extremidades dos
fragmentos a adaptadores que sao oligonucleotidios com uma determinada sequéncia
de bases, um deles especifico para o sitio de restricdo da EcoRI e outro para Msel; 3)
amplificacdo pré-seletiva de fragmentos contendo os adaptadores, utilizando
iniciadores com seqiiéncias complementares aos adaptadores da EcoRl e Msel,
sendo que a base A (adenina) é adicionada ao iniciador EcoRlI, assim como a base C
(citosina) é adicionada ao iniciador Msel, de modo a reduzir o numero de fragmentos a
serem amplificados nesta etapa (somente serdo amplificados os fragmentos gerados
cuja conformacéo tenha fragmentos contendo T — timina — associado a extremidade
EcoRl e G — guanina — associado a extremidade Msel); 4) amplificacdo seletiva,
conseguida com iniciadores dotados de seqiiéncias complementares aos adaptadores,
acrescidas de trés bases adicionais (duas além dos iniciadores pré-seletivos), sendo
gue necessariamente os fragmentos dos iniciadores EcoRI terdo base adicional A da
amplificacdo pré-seletiva e os fragmentos dos iniciadores Msel terdo base adicional C
da amplificac@o pré-seltiva (Figura 2). Além disso, € possivel para cada iniciador oito
combinagfes possiveis, totalizando 64 combinagbes para a etapa de amplificacéo

seletiva; 5) analise dos fragmentos amplificados por eletroforese.

Em sua proposta inicial, Vos et al. (1995) utilizaram iniciadores marcados
radioativamente na amplificag@o seletiva. Atualmente, existe uma tecnologia disponivel
gue prevé a utilizagédo de iniciadores com marcador de fluorescéncia, semelhante ao
gue se usa em didesoxinucleotidios nas analises de seqienciamento de DNA em
seqiienciadores automaticos. E importante acrescentar que em AFLP as amplificacdes
sdo feitas em condicdo de alta estringéncia, ou seja, temperaturas altas para

acoplamento (“anelamento”) do iniciador com a regido alvo. Essa condi¢édo é possivel
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porque os iniciadores sdo “perfeitos”, por terem a exata sequéncia complementar a
sequéncia dos adaptadores. A alta estringéncia € importante para assegurar que se
consiga a seletividade necesséria.

5 —— GAATTC —8™ 3 5 —— TTAA ——— &
3y —— CTTAAG ——F% 3 — AATT —— &%
Digestao (enzimas EcoRI e Msel)
5 ——8 — AATTC —mm88™— 3 5 ——T 3
3 G——5 3—AAT 5
Ligacdo (Adaptadores EcoRI e Msel)
5 — AATT —mm8™— 3 5 —— TTA ——— 3
33— TTAA —— 5 3 ——— AAT — 5
Amplificacé@o Pré-Seletiva (Iniciador EcoRI e Msel)
5 ———  AATTT —m8 ™ & 5 —CTTA ——— 3
3 ———TTAAA — 5 33— GAAT ——— 5%
Amplificacéo Seletiva (Iniciador EcoRI e Msel)
TTAAANN ey
5 ———  AATTT —m8 ™ & 5—CTTA —— 3
3 ——— TTAAA —— 5 3J———GAAT ——— 5%
<t NNCTTA

Os fragmentos marcados por fluorescéncia sao detectados em um sequenciador automaético,
gerando eletroferogramas, nos quais 0s picos indicam a presenca dos fragmentos.

Figura 2. Esquema representativo das quatro etapas da técnica de AFLP.

O objetivo principal em AFLP é gerar o maior nimero possivel de fragmentos
na etapa de amplificacdo seletiva, com énfase em fragmentos polimorficos. A técnica
de AFLP utiliza varios recursos para que fragmentos com igual comprimento, oriundos

de organismos distintos, sejam homaologos, isto é, provenientes da mesma regido do
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DNA. Os fragmentos tém um sitio EcoRIl numa extremidade e um sitio Msel na outra;
h& trés bases adicionais as bases remanescentes dos sitios EcoRl e Msel; as
amplificacdes pré-seletiva e seletiva sdo realizadas em condi¢des de altissima

estringéncia.

Inicialmente a técnica de AFLP foi desenvolvida para deteccdo de
polimorfismos e determinacdo de perfis genéticos em cultivares, e usada
principalmente por pesquisadores ligados a genética de plantas agricolas e a
programas de melhoramento genético, de tal maneira que se comparava os perfis
eletroforéticos em nivel infraespecifico. Mais recentemente tém aparecido abordagens
utiizando AFLP para comparacfes em nivel interespecifico, como a avaliacdo de
afinidades entre espécies de Salix e seus hibridos (Beismann et al. 1997), entre
espécies de Manihot (Roa et al. 1997) e até mesmo uma abordagem biossistematica e
filogenética, como proposto por Kardolus et al. (1998), Hodkinson et al. (2000), Zhang
et al. (2001), Schmidt-Lebuhn et al. (2005), Schmidt-Lebuhn et al. (2006) e Van Ee et

al. (2006), entre outros.

Mas nem todos consideram a técnica de AFLP uma ferramenta importante para
estudos de filogenia. As principais criticas a respeito da sua utilizacdo referem-se as
dificuldades para se estimar homologias e independéncia entre as bandas obtidas,
assim como a inabilidade para identificar distincbes nos sinais filogenéticos de
diferentes partes do genoma (Van Ee et al., 2006). Por outro lado, essa técnica &
importante na medida em que apresenta uma grande vantagem sobre o
sequienciamento, a de mostrar a evolucado dos genes e ndao dos organismos. Também
€ interessante porgue com essa técnica consegue-se analisar melhor as relacdes
entre as espécies de um mesmo género, ou mesmo de populacdes de uma mesma

espécie, por exemplo, em estudos de filogeografia.

Entretanto, os reagentes necessarios para realizar-se a analise, como enzimas
de restricdo, adaptadores e iniciadores especificos sdo de custo relativamente alto,
assim como o kit necessario para extracdo (de modo a tornar o DNA livre de
impurezas e sem degradac&o). Outro problema que torna ainda mais cara esta técnica

€ a utilizacdo de softwares especificos para AFLP.

A utilizacdo de marcadores obtidos por AFLP é um poderoso método para o
estudo de plantas relativamente proximas e em particular para variagbes
infraespecificas (Mueller & Wolfenbarger, 1999). O fato de os marcadores obtidos por
AFLP serem geralmente distribuidos ao longo do genoma permite a técnica algumas

vantagens sobre a andlise de seqlenciamento para tdxons relativamente proximos. O
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seqlienciamento de uma Unica regido de DNA pode proporcionar resultados
enganosos por causa da hibridacdo (Riesberg & Soltis, 1991) e da presenca de
regibes paralogas de DNA (Baldwin et al., 1995). A técnica de AFLP limita-se a analise
de espécies relativamente proximas e a taxons infraespecificos (Karp et al., 1996).
Acima desse nivel, as impressdes digitais génicas tornam-se muito variaveis, e 0s
marcadores obtidos serdo menos propensos a serem homoélogos (Mueller &
Wolfenbarger, 1999).

O uso de AFLP juntamente com o sequenciamento de regibes do DNA,
principalmente ITS, corresponde a uma importante medida da validade daquela
técnica em filogenia, pois avalia a congruéncia entre filogenias baseadas nos dois
marcadores, refinando-as. Hodkinson et al. (2000), por exemplo, obtiveram excelentes
resultados utilizando a técnica de AFLP em espécies de Phyllostachys (Poaceae).
Koopman (2005) prop6s um trabalho com Lactuca (Lactuceae, Asteraceae), no qual
observou um alto grau de congruéncia entre os dados obtidos por seqiienciamento de
ITS e a técnica de AFLP, sendo que esta apresentou um melhor poder de resolucéo.
Schmidt-Lebuhn et al. (2005) compararam essa técnica com dados de
sequienciamento na evolucdo de um grupo de Acanthaceae, obtendo bons resultados
na delimitacdo das relacBes entre as espécies. AFLP juntamente com seqlenciamento
de regibes do DNA foram também utilizadas com sucesso em llex (Aquifoliaceae)
(Gottlieb et al.,, 2005). Schmidt-Lebuhn et al. (2006) abordaram a evolucdo de
Polylepis (Rosaceae, Sanguisorbeae) através do uso de AFLP e dados morfologicos
do grupo. Outro estudo bem sucedido com esse enfoque foi realizado por Van Ee et al.

(2006), com a filogenia e biogeografia de Croton alabamensis (Euphorbiaceae).

Existem alguns cuidados a serem tomados para a utilizacdo dessa técnica, tais
como a observacdo de que os marcadores AFLP sdo de evolugdo muito rapida, e,
portanto, ndo se prestam a comparacdes entre organismos filogeneticamente

distantes.

1.4. Posicionamento de Croton em Euphorbiaceae s.I.

O APG de 1998 claramente indicou que Euphorbiaceae s.l. ndo é um grupo
monofilético. A familia deve, portanto, ser separada em, pelo menos, cinco linhagens,
na Ordem Malpighiales: Pandaceae; Putranjivaceae, Phyllanthaceae e
Picrodendraceae, trés grupos biovulados; e Euphorbiaceae, um grupo uniovulado, com

as subfamilias Acalyphoideae, Crotonoideae e Euphorbioideae.
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Croton esta inserido na subfamilia Crotonoideae de Euphorbiaceae, que possui
cerca de 2400 espécies, distribuidas em 67 géneros e 12 tribos (Webster, 1994).
Croton possui a maior parte das espécies da subfamilia, seguida por Jatropha
(aproximadamente 185 espécies) e Manihot (aproximadamente 100 espécies). O
Brasil aparece como o pais que congrega o maior numero de espécies (Allem, 1979),
com aproximadamente 356, agrupadas em 26 das 40 sec¢Oes propostas para 0 género
por Webster (1993). Dessas, 172 espécies correspondentes a 21 secdes, sdo
encontradas nos quatro estados da regiao Sudeste, sendo, provavelmente essa regido
0 centro de diversidade do género (Lima, 2006).

Uma sinapomorfia dessa subfamilia € a presenca de uma rara configuracao do
pélen: uma arquitetura particular da exina, com subunidades triangulares supratectais

em uma malha de muri, e uma curta e irregular columela (Punt, 1961; Nowicke, 1994).

Diversos novos taxons de Croton tém sido propostos para o Brasil desde a
revisdo de Mueller (1873), geralmente em trabalhos esparsos, 0 que tem tornado
ainda mais confusa a taxonomia do género, dificultando especialmente sua
identificacdo. Alguns tratamentos para tdxons na América do Sul, como o de Croizat
(1944), ou floras regionais como os trabalhos de Lucena (2000), Carneiro et al. (2002),
Secco (1992, 2005) e Guimardes (2006) ainda sdo insuficientes para que se possa
avaliar precisamente os limites especificos de Croton. Além disso, as espécies
brasileiras do género possuem distribuicdo restrita e grande diversidade morfolégica
intraespecifica (Lucena, 2000), o que dificulta suas delimitacbes, além de existirem
problemas de nomenclatura e tipificacdo (Bentham, 1880; Lucena, 2000; Guimaraes,
2006).

Um dos grandes estudiosos deste género, Paul Berry, publicou varios
trabalhos, juntamente com outros pesquisadores, como Benjamin Van Ee e Ricarda
Riina. O objetivo destes pesquisadores € classificar todas as espécies do género. O
trabalho mais recente publicado a respeito trata do estudo de espécies pertencentes
ao Novo Mundo, em que 712 espécies sdo classificadas em sec¢bes e subsecoes,
além de um estudo de filogenia molecular com um marcador nuclear e um
mitocondrial. Nesse recente artigo h4 também descricdes morfolégicas e chave de
identificacdo de espécies de 31 secdes e 10 subsecdes reconhecidas para o Novo
Mundo (Van Ee et al., 2011).
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1.5. Croton pallidulus Baill.

Croton pallidulus Baill. esta inserida na secdo Lamprocroton, inicialmente
proposta por Mueller (1873) na Flora brasiliensis. Posteriormente, Webster (1993)
publicou uma proposta de classificacdo infragenérica para Croton que, apesar de
provisoria, vem sendo utilizada nos trabalhos referentes ao género. De acordo com
ela, Lamprocroton € composta por espécies predominantemente sul-americanas que
incluem ndo somente aquelas com estiletes bifidos da série Lamprocroton de Mueller
(1873), mas também as com estiletes bifidos, folhas sem glandulas e indumento
(tricoma) lepidoto colocadas por Mueller (1873) na série Argyrocroton.

A distribuicdo dessa espécie no Brasil € de certo modo restrita, ocorrendo
principalmente na regido Sul do pais. E bastante freqiiente no Parana onde ocorre em
diversos municipios. Em Sao Paulo, foi coletada apenas no municipio de Campos do
Jordao, e apenas uma vez no municipio de Itararé e na capital. Ocorre também em
Minas Gerais, principalmente naqueles municipios proximos aos limites com o estado
de S&o Paulo. Ha somente uma colecao proveniente do Rio de Janeiro, contudo a
auséncia de dados na etiqueta da exsicata impossibilita saber em que municipio a
planta teria sido coletada. Pode ser encontrada nos mais diversos tipos de ambientes
como afloramentos rochosos, campo arenoso, cerrado pedregoso, campo Umido,
campo sujo, capdo de mata, capoeira, campo com palmeiras do género Butia Becc.
(“butiazal”’), e em borda de mata de galeria. Trata-se também de uma planta invasora,

freguente em regides de campo degradado (Lima, 2006).

Essa espécie apresenta variedades: Croton pallidulus Baill. var. pallidulus
(também conhecido popularmente como “velame-do-campo”) e Croton pallidulus var.
glabrus L.R. Lima (Lima & Pirani, 2008). A diferenciacdo entre elas ocorre
especialmente pela auséncia, ou quase auséncia, de indumento na face adaxial das
folhas de Croton pallidulus var. glabrus L.R. Lima (Figura 3).
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(Lima, 2006)

Figura 3. Diversidade de tricomas da espécie Croton pallidulus: var. pallidulus (A) apresentado
na face adaxial, e a var. glabrus (B) apresentado somente na face abaxial.

Smith et al. (1988) j& haviam proposto duas variedades para C. pallidulus
baseadas principalmente na forma das folhas e no indumento da face adaxial desse
6rgdo. Segundo esse trabalho, Croton pallidulus var. pallidulus caracterizava-se por
possuir folhas elipticas até oblongo-ovais, muitas vezes mais alargadas proximo a
base e com a face adaxial coberta por tricomas estrelados; Croton pallidulus var.
myrianthus (Mull. Arg.) L.B. Smith & S.F. Smith, possuia folhas mais estreitas,
atenuadas e frequentemente mais largas no centro, com face adaxial, em geral,
glabra. Entretanto, segundo Lima & Pirani (2008), esta ultima tem sido tratada como
Croton myrianthus Mull. Arg., uma vez que apresenta caracteres suficientemente
consistentes para ser mantida como um outro taxon, tais como tipo de tricomas das
duas faces foliares (lepidoto como observado na Figura 4), tipo de inflorescéncia (em
racemos unissexuados ao invés dos bissexuados presentes em C. pallidulus),

ambiente em que ocorre, entre outros.

Figura 4. Detalhe do tricoma lepidoto
presente nas faces adaxial e abaxial de C.
myrianthus.

(Lima, 2006)

Croton pallidulus é extremamente semelhante a C. ceanothifolius Mull. Arg.
guanto ao habito, forma e tamanho das folhas, tipo de nervacéo, e inflorescéncia
(Figura 5). Porém, enquanto na primeira, a face adaxial das folhas € completamente
glabra ou com indumento formado por tricomas estrelados, na segunda, essa regido
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da planta é sempre coberta por tricomas simples (Figura 6). Tal caracteristica pode ser
utilizada, de maneira eficaz na distin¢cdo entre as duas espécies. De acordo com Lima
(2006), apesar da maioria das colegcbes examinadas de Croton pallidulus var.
pallidulus apresentar apenas tricomas estrelados constituindo o indumento da face
adaxial das folhas, em alguns espécimes existem, entre os tricomas estrelados,
tricomas simples. Em outros casos, o raio porrecto dos tricomas estrelados é muito
longo em relacdo aos laterais, 0 que pode levar a uma falsa conclusdo de que se trata
de um tricoma simples (Lima, 2006).

{ i = ﬁ{» 2 mm

A A 2P

(Tima

Figura 5. Habito e detalhe do indumento da face adaxial das folhas de A = Croton
ceanothifolius; B = Croton pallidulus var. pallidulus.

(Lima, 20) - ) ' ' (Lima, 2006)
Figura 6. Detalhe dos tricomas na face adaxial vistos sob estereomicroscopio: simples em C.
ceanothifolius (A) e estrelado em C. pallidulus var. pallidulus (B).

Croton pallidulus € um tdxon que sempre surge como um representante da
secdo Lamprocroton em todas as andlises filogenéticas; porém, as relacbes de
parentesco entre as duas variedades da espécie diferem dependendo da analise. No
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trabalho de Lima (2006), numa andlise feita com o programa PAUP, somente com
dados moleculares, Croton pallidulus var. pallidulus emerge como grupo irméao de C.
dichrous Mull. Arg., em um clado distinto daquele onde esta Croton pallidulus var.
glabrus, o que poderia indicar a natureza distinta dessas duas variedades. J4 na
andlise de evidéncia total utilizando-se o programa PQY, esta mesma variedade tipo
emerge na arvore, tendo como grupo irmdo Croton pallidulus var. glabrus, em um
clado no qual estdo também C. ceanothifolius e C. dusenii Croizat. Nas demais
andlises as duas variedades emergem no mesmo clado, mas em politomias, nao

sendo possivel estabelecer a relacdo de parentesco entre elas.

C. ceanothifolius, além dos motivos apresentados acima, é importante
representativamente para a se¢do Lamprocroton por ser reconhecida como a espécie
tipo da secdo na flora brasiliensis (Mueller, 1873); é endémica do estado de Minas
Gerais (Lima & Pirani, 2008). C. erythroxyloides apresenta-se como uma das espécies
mais polimérficas da sec¢do, tendo sido subdividida em variedades desde o momento
da sua descricdo, primeiro por Baillon (1864) e em seguida por Mueller (1866); ocorre
em regibes com altitudes superiores aos 1000 metros. C. splendidus também esta
entre as espécies da secdo Lamprocroton mais faceis de serem reconhecidas e pode
ser identificada, mesmo em estado vegetativo, por meio das folhas fortemente
discolores, densamente distribuidas nos ramos, com nervura primaria bastante
marcada e face adaxial das folhas coberta por indumento tomentoso, formado por
tricomas estrelados, com os raios laterais totalmente livres (Lima & Pirani, 2008);
desenvolve-se, preferencialmente, como espécie de altitude, entre 1000 e 1600 m,
podendo ocorrer também ao nivel do mar, nas restingas, mas segundo Smith et al.
(1988), nesse tipo de ambiente e também nos campos litorAneos, ocorre

esporadicamente como elemento raro e estranho.

Croton myrianthus é uma espécie bastante semelhante a C. erythroxyloides
guanto ao habito e tipo de indumento sendo, muitas vezes, dificil distinguir esses dois
taxons vegetativamente, ja que em ambos, as faces foliares apresentam indumento
formado por tricomas tipicamente lepidotos (Lima & Pirani, 2008). Ocorre somente na

regido Sul do Brasil, nos estados do Rio Grande do Sul, Santa Catarina e Parana.

Croton dichrous se distingui das demais espécies da secdo devido,
principalmente, as folhas fortemente discolores com a face adaxial, em geral,
completamente glabra. Ocorre somente na regidao Sudeste do Brasil, nos estados de

S&o Paulo, Rio de Janeiro e Minas Gerais, sendo sempre associada a localidades com
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altitudes elevadas, superior aos 1.000 m, podendo ser encontrada em regides com
elevacgdes superiores aos 2.500 m de altura (Lima & Pirani, 2008).

1.6. Biogeografia

Os estudos biogeograficos em sua fase inicial foram realizados buscando
entender e estudar melhor a distribuicdo geogréafica dos organismos no presente e no
passado. Trata-se de uma ciéncia que procura explicar os padrdes de distribuicdo de

espécies e grupos taxondmicos superiores.

Um dos primeiros estudos, e que ainda hoje é bastante utilizado para se tentar
entender estes padrdes, divide o globo terrestre em regibes biogeogréaficas
classificadas de acordo com as afinidades de flora e fauna territoriais. Essas regides
receberam o0s nomes de Paleartica, Neéartica, Neotropical, Etiépica, Oriental,
Australiana e Antartica. Foram observados, posteriormente, no trabalho de Takhtajan
(1986), reinos floristicos, que poderiam ser divididos similarmente a classificacéo
mencionada anteriormente, em Holartica (compreendendo as regibes biogeograficas
Paleartica e Neéartica), Neotropical, Paleotropical (regido Etidpica e Oriental), do Cabo

(regido da Africa do Sul), Australiana e Antartica.

Essas diferentes regides (ou reinos) sdo assim classificadas, de modo a
contemplar grandes areas, em que ha congruéncia de dados referentes a espécies
semelhantes que ocorrem, seja na flora e/ou na fauna. H4 para cada uma delas,

outras subdivisdes de acordo com o tamanho da area a ser estudada.

Os eventos que podem desencadear uma especiagdo, ou seja, uma
diferenciacdo de uma espécie ancestral em duas ou mais espécies posteriores, podem
ser do tipo extingdo, dispersdo e vicariancia. A primeira € autoexplicativa, pois uma
espécie pode, apos sofrer diferenciacdo, ser extinta, de acordo com 0 sucesso
ecoldgico obtido pela espécie que a sucedeu. Ja a segunda e a terceira podem ser
explicadas pela existéncia de uma barreira, cuja espécie ancestral consegue
ultrapassar e, posteriormente, sofrer diferenciacdo nas popula¢des do novo habitat
conquistado, gerando especiagdo. No caso da dispersdo, essa barreira separa a
espécie ancestral, ocasionando ocupacdo de &reas distantes. Na vicariancia, a
barreira “interrompe” a area habitada pelo ancestral pelo surgimento de um rio, por
exemplo, ocasionando a separagdo das populacdes da espécie ancestral; com o

passar do tempo e através de mutacdes cumulativas ao acaso, isso pode ocasionar
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uma relativa distancia genética, de modo a haver um isolamento reprodutivo em

relacéo a espécie ancestral, ocorrendo entéo, a especiacao.

A especiacédo pode ser dividida em trés diferentes categorias:

1) Alopétrica: a populagdo ancestral divide-se em duas populacdes
geograficamente isoladas, devido, por exemplo, a fragmentacdo do hébitat,
pelo aparecimento de uma cadeia montanhosa. Dessa maneira, as populacdes
vao se diferenciar genotipica e/ou fenotipicamente. Apos certo tempo, quando
as barreiras do contato entre elas ndo mais existirem, os individuos que faziam
parte de uma mesma espécie ancestral voltam a se encontrar, porém agora
estardo reprodutivamente isolados e ja ndo serdo mais capazes de trocar
genes entre si (Sadava et al., 2009).

2) Simpatrica: nesse caso, as populacdes divergem quando ainda ocupam a
mesma area, sendo a poliploidia, 0 mecanismo mais comum que permite a
especiacdo simpatrica. Esse fendmeno ocorre geralmente quando ha
ocorréncia de autopoliploidia, na qual o organismo ancestral diploide gera
gametas também dipléides, e consequentemente, com a unido desses
gametas, individuos tetrapléides sdo gerados. Dessa maneira, as duas
populacdes de individuos, isto €, aquela dos ancestrais diploides, e aquela de
individuos tetraploides serdo separadas. Se houver um cruzamento entre as
duas populacbes, serd gerada uma prole estéril, pois terA um nuamero de

cromossomos incorreto, e, portanto, nao viavel.

3) Parapatrica: neste caso, ndo ha separacdo geografica completa entre as duas
populacdes isoladas, implicando na ocorréncia de algum fluxo génico.
Individuos das duas populacdes podem entrar em contato entre si, ou mesmo
atravessar a barreira de tempos em tempos. Os hibridos, que porventura sejam
formados, tém uma viabilidade reduzida, levando eventualmente ao reforgo das

barreiras a reproducao.

De acordo com a classificagdo da vegetacdo brasileira segundo o IBGE,
adaptado de Veloso et al. (1991), existem 12 formagfes vegetais no Brasil, sendo que
as espécies do Complexo que serdo analisadas neste estudo estdo
predominantemente ora em areas de vegetacdo de floresta ombréfila densa (Mata

Atlantica) ora floresta ombroéfila mista (Mata de Araucaria).
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2. OBJETIVOS

Uma vez que os estudos referentes a morfologia (Lima, 2006) nao
apresentaram evidéncias que sustentam a diferenciacdo das duas variedades, assim
como o posicionamento dessa espécie dentro da secao Lamprocroton, este projeto
tem como objetivo reconstruir as relacdes filogenéticas de Croton pallidulus Baill. e de
taxons proximos, C. ceanothifolius, C. dichrous, C. myrianthus e C. splendidus,
inseridos no “Complexo Croton pallidulus”, além de C. erythroxyloides, utilizando
seqiienciamento de DNA (regido nuclear ITS) e dados obtidos através da técnica de
AFLP, para avaliar a estrutura das populacfes e a diversidade genética das espécies.
Com essas abordagens se pretende ter um quadro mais claro da delimitacdo das
variedades em Croton pallidulus, bem como entre as diferentes espécies, avaliando,
dessa maneira, as relacbes observadas nos estudos morfolégicos. Finalmente,
pretende-se avaliar a congruéncia entre a topologia da arvore obtida pelo
seqlienciamento de ITS e aquela obtida através do dendrograma de AFLP.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Materiais

Diversas regides de varios estados do Brasil foram visitadas para coletas de
material suficiente para cobrir a distribuicdo do Complexo Croton pallidulus. Os homes
das espécies, bem como locais e humeros de coleta, encontram-se listados na Tabela
1. Foi utilizado como grupo externo, Croton urucurana Baill., uma espécie da secao
Cyclostigma, morfologicamente diferente dos representantes de Lamprocroton na qual
se encontram as espécies do complexo Croton palidulus. Exsicatas do material
coletado estdo depositadas nos Herbarios do Departamento de Botanica - IBUSP
(SPF), do Instituto de Botanica (SP) e do Museu Botanico Municipal de Curitiba
(MBM).
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Tabela 1. Espécies de Croton utilizadas para analises moleculares, com os respectivos locais e

datas de coleta.

Espécie

Testemunho

Local e data de coleta

Croton ceanothifolius Mdll. Arg.
C. dichrous Miill. Arg. 1

C. dichrous Miill. Arg. 2
C. erythroxyloides Baill.
C. aff. erythroxyloides
cC

. myrianthus Mull. Arg.

O

. pallidulus Baill. var. pallidulus 1

0O

. pallidulus Baill. var. pallidulus 2

. pallidulus Baill. var. pallidulus 3

. pallidulus var. glabrus1 L.R.Lima
. pallidulus var. glabrus2 L.R.Lima*
. splendidus Mart. 1

. splendidus Mart. 2

O o0 o0 000

. urucurana Spreng.

Cordeiro 3153
Cordeiro 3074
Cordeiro 3123
Cordeiro 3216
Cordeiro 3154
Lorscheitter s.n.
(SP 425771)
Cordeiro 3072
Cordeiro 3077

Cordeiro 3078
Suzaki 01

Barbosa 3045
Cordeiro 3079
Cordeiro 3149
Cordeiro 3141

Ouro Preto — MG - 11/2009
Campos do Jorddo — SP — 03/2009
Pindamonhangaba — SP — 11/2009
Caldas — MG - 11/2009

Ouro Preto — MG - 11/2009

S&o Francisco Paula - RS —
10/2010

Campos do Jorddo — SP — 03/2009
Sao José dos Pinhais — PR —
04/2009

Tijucas do Sul — PR — 04/2009
Curitiba — PR - 01/2011

Garuva — SC — 02/2011

Tijucas do Sul — PR — 04/2009
Ouro Preto — MG — 11/2009
Mogi-Guacu — SP — 11/2009

A espécie correspondente a colecdo Cordeiro 3154 foi identificada por meio da

chave de identificacdo de Lima & Pirani (2008) como C. erythroxyloides pela Dra Inés
Cordeiro, que auxiliou este trabalho com a coleta e identificacdo dos materiais.
Entretanto, devido a diferencas morfolégicas entre este material e outros materiais
anteriormente depositados no Herbario do IBt, esse nome foi modificado para C. aff.
erythroxyloides, nome este que sera utilizado neste trabalho.

A espécie correspondente a colecéo Barbosa 3045 e grafada com asterisco (*)
foi coletada em Santa Catarina e nos enviada como C. dusenii Croizat.
Posteriormente, a Dra Inés examinando o material verificou tratar-se de C. pallidulus

var. glabrus.

3.2. Métodos
3.2.1. Extracdo do DNA para as andlises moleculares

O DNA total foi primeiramente extraido das folhas armazenadas em gel de
silica com indicador de umidade, usando-se tampdo CTAB, segundo protocolo de
Ferreira & Grattapaglia (1996), adaptado de Doyle & Doyle (1987). A qualidade do
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DNA obtido e sua quantidade relativa foram avaliadas por eletroforese em gel de
agarose 1% e a visualizagéo foi feita com auxilio de “GelRed nucleic acid gel stain”
10.000X em DMSO, em transiluminador de luz UV. Notou-se que o DNA extraido com
esse protocolo era de péssima qualidade, ndo sendo Util para andlise por AFLP.
Portanto, o DNA total foi novamente extraido utilizando-se o DNeasy Plant Mini Kit da
QIAGEN. A qualidade do DNA obtido e sua quantidade relativa foram avaliadas
novamente, da mesma maneira que anteriormente, verificando-se que a nova extracao

produziu um DNA de muito melhor qualidade.

3.2.2. Sequenciamento de DNA

A amplificagdo da regido ITS (nuclear) foi feita de acordo com o0s
procedimentos de Berry et al. (2005). Posteriormente, foram realizadas as

amplificacdes de duas outras regides do cloroplasto: trnL-F e rps16.

Para a amplificacdo da regido ITS, foram empregados os iniciadores LEU1
(GTC CAC TGA ACC TTATCATTT AG) e ITS4 (TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC)
(Urbatsch et al., 2000; White et al., 1990) em solu¢des de reacdo de 50 pL contendo
10 pL de tampéo Taq, 1 pL de albumina de soro bovino (BSA), 2,5 pL de dimetil-
sulfoxido (DMSO), 2,5 uL de dNTPs na concentracdo de 0,20 pM cada, 0,5 puL de
iniciadores, 0,2 pL de Taqg DNA polimerase e 30,8 pL de agua Milig, além de 2 pL DNA
gendmico total. A amplificacéo foi feita com a seguinte programacdo: 94°C, 5 min; 40
ciclos, 94°C-30 seg, 50°C-1 min, 72°C-1,30 min; 72°C-7 min e 15°C, por tempo
indeterminado.

Para amplificacdo da regidao trnL-F, foram empregados os inciadores tabC
(CGA AAT CGG TAG ACG CTA CG) e tabF (ATT TGA ACT GGT GAC ACG AG)
(Taberlet et al., 1991), e para rpsl16 foram utilizados os inciadores rpsR2 (TCG GGA
TCG AAC ATC AAT TGC AAC) e rpsF (GTG GTA GAA AGC AAC GTG CGA CTT)
(Oxelman et. al., 1997), em solugbes de 50 pL, contendo 10 pL de tampéo Taq, 3 pL
de PVP (polivinilpirrolidona), 3 pL de dNTPs na concentracao de 0,20 uM cada, 0,5 pL
de iniciadores, 0,25 puL de Taqg DNA polimerase e 30,75 pL de agua Milli-Q, além de 2
uL DNA genémico total. A amplificacdo foi feita com a seguinte programacéo: 95°C-4
min; 40 ciclos, 95°C-1min, 52°C-1min e 30seg, 72°C-2min; 72°C-7 min e 15°C por tempo
indeterminado.

A qualidade do material amplificado obtido foi avaliada por eletroforese em gel

de agarose 1% com observagdo em transiluminador, em presenca de “GelRed”. A
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purificacdo do material satisfatoriamente amplificado foi feita com o Kit “Concert Rapid
PCR Purification System — Gibco BRL", de acordo com protocolo recomendado pelo
fabricante. Ap6s a purificagdo, iniciou-se 0 processo de sequienciamento, cujas
amplificacbes foram feitas com os mesmos iniciadores, adicionando-se 2 uL de BigDye
Terminator (ABI Systems) versdo 3.0, 0,3 pL de iniciador a 10 nM, com a seguinte
programacao: 96'C-1 min; 40 ciclos, 96°C-10 seg, 52°C-20 seg, 60°C-4 min; e 10°C por
tempo indeterminado. Para um volume final de 10 uL foi calculado uma quantidade de
amostra de DNA correspondente a sua qualidade (geralmente, 5 pL das amostras foi

suficiente), completando-se o volume com agua Milli-Q.

Apo6s a reacdo de amplificacdo para sequenciamento, o DNA foi precipitado
com 25 pL de etanol 100%, 1uL de EDTA 125 nM pH 8,0 e 1uL de acetato de sodio
3M em uma placa de sequenciamento, por no minimo 15 min, & temperatura ambiente
(no escuro), sendo, posteriormente, centrifugada a 4000 rpm por 30 min. O
sobrenadante foi descartado, sem perder o “pellet” e adicionado 35 pL de etanol 70%,
centrifugando-se a 2300rpm por 15 min. O sobrenadante foi novamente descartado,
sendo o processo repetido com etanol 70%; posteriormente, toda a agua e etanol do
residuo foram eliminados em “speed vaccum”, por 5 min. O sequenciamento foi
conduzido nos sequenciadores automaticos ABI Prism 3100 e ABI Prism 3730 DNA
(Applied Biosystems), do Laboratério de Biologia Molecular do Departamento de

Botanica do Instituto de Biociéncias da USP.

As sequéncias direta e reversa foram complementadas e posteriormente
alinhadas em computador PC, através dos programas BioEdit e ClustalX. Para as

inferéncias filogenéticas, os caracteres foram ‘ndo ordenados e sem pesagem’.

Foram construidos cladogramas pelo critério da maxima parcimbénia com o
programa PAUP 4.0b (Swofford, 2002), usando-se busca heuristica e avaliagdo da
consisténcia dos clados pelo método “bootstrap” (Felsenstein, 1985), utilizando-se
1000 réplicas para maior confiabilidade nos resultados (ver Anexo 1). Para dois dos
marcadores utilizados (ITS e trnL-F) havia dados disponiveis no GenBank com
espécies de Croton, coletados em territorio brasileiro, dos trabalhos de Berry et. al
(2005) e de Riina et. al (2009). Posteriormente, foi realizada outra analise a fim de
ampliar a confiabilidade da inferéncia filogenética, segundo o método bayesiano,
baseado em probabilidades posteriores, com um milhdo de geragbes, por meio do
programa MrBayes (Hall, 2001) (ver Anexo 2).
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Os dados obtidos pelos diversos marcadores foram trabalhados isoladamente e
depois reunidos de acordo com a viabilidade, a fim de inferir uma analise mais robusta.
A avaliagdo do grau de congruéncia entre as topologias obtidas foi feita usando-se o
teste ILD (Mason-Gamer & Kellogg 1996). Por este teste, as hipdteses iniciais séo
rejeitadas quando p < 0,01 (ver Anexo 3).

3.2.3. Analise por AFLP
3.2.3.1. Quantificagcdo do DNA

As mesmas amostras usadas para analises de sequenciamento foram usadas
para analises por AFLP. Foi feita uma estimativa de quantificacao visual (adaptacéo de
Sambrook et al. 1989), em transiluminador, utilizando-se para isso tampé&o TE (1uL),
corante “GelRed” (2uL) e amostra de DNA (1uL). A quantificacdo visual foi feita,
comparando-se as intensidades das fluorescéncias das amostras com as de uma
curva padrdo preparada a partir do DNA de fago A que apresenta uma concentracao ja
definida.

3.2.3.2. Reacdo de restricao (digestdo) do DNA

Todos os procedimentos envolvendo reacbes de restricdo, ligacdo e
amplificacdo seguiram as instrucdes e adaptacdo do protocolo da Applied Biosystems

“AFLP Plant Mapping”, com pequenas modificagoes.

Para se determinar a eficicia do processo foi realizada a digestdo de amostras
do DNA com as enzimas de restricdo EcoRI e Msel e com a mistura de ambas. Apds
essa etapa, fez-se a andalise em um gel de agarose 1,5%. A visualizacao foi feita com
auxilio de GelRed nucleic acid gel stain 10.000X em DMSO, em transiluminador de luz
UVv.

A digestdo dos DNAs foi realizada em tubos de 0,2 mL com o0s seguintes
reagentes: 2 puL de tampéo T4 DNA ligase 5X, 0,25 pL da enzima Msel (5 U/uL) e
0,50 pL da enzima EcoRI(10 U/pL). Para um volume final de 10 pL foi calculado uma
guantidade de amostra de DNA correspondente a 250 ng, sendo completado o volume
final com &gua Milli-Q. A mistura foi colocada em termociclador por 2 h a 37°C. As

reagOes de digestdo foram entdo armazenadas em freezer -20°C até a proxima etapa.
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3.2.3.3. Reacdo de ligacéao

Parte da amostra digerida (5,5 pL) foi submetida a reacéo de ligagdo com 2 pL
de tampéo T4 DNA ligase 5X, 1 pL de NaCl 0,5 M, 0,5 pL de BSA (1 mg/mL), 1 pL do
adaptador de Msel, 1 uL do adaptador de EcoRIl e 1 pL da enzima T4 DNA ligase. A
mistura foi submetida a seguinte programacao do termociclador: 2 h a 37°C. A reagéo

posteriormente foi armazenada em freezer -20° C até a proxima etapa.
3.2.3.4. Reacdo de amplificacdo pré-seletiva

Apos a ligacdo dos adaptadores, as amostras foram submetidas a reacédo de
amplificacdo pré-seletiva. Em tubos de 0,2 mL foram misturados 2 pL do produto de
ligacdo, 0,5 pL dos iniciadores especificos para as extremidades coesivas resultantes
da digestao por EcoRI e Msel (Applied Biosystems) e 7,5 pL da solu¢do de “core mix”
(Applied Biosystems). A reacdo entdo foi levada ao termociclador com a seguinte
programac¢ao: 2 min. a 72°C; 20 ciclos de 94°C-20s, 56°C-30s.; 72°C-2 min.; 60°C por
30 min. e 4°C®, A qualidade da reacéo foi verificada em gel de agarose 1,5% em

tampdo TBE 1X. As amostras com resultado positivo foram armazenadas em freezer

para a etapa posterior.
3.2.3.5. Reacdo de amplificacao seletiva

A reacdo de amplificacdo seletiva foi realizada com o produto da reacao pré-
seletiva diluida; dependendo da intensidade observada na eletroforese, as diluicbes
variaram de 1:20 a 1:30. Em tubos de 0,2 mL foram misturados: 7,5 pL de “core mix”,
0,5 pL de iniciador seletivo Msel a 5 uM, 0,5 pL de iniciador seletivo EcoRl a 1 uM e
1,5 puL do produto de reacao pré-seletiva diluido. A mistura foi levada ao termociclador
seguindo a programacao: 94°C por 2 min.; 10 ciclos de 94°C-20s, 66°C-30s, reduzindo
1°C/ciclo, 72°C-2 min.; e 20 ciclos de 94°C-20s, 56°C-30s, 72°C-2 min.; 60°C-30 min;
10°Ceo.

Foram testadas varias combinagfes dos iniciadores seletivos Msel e EcoRl,
mas, muitas delas ndo se mostraram satisfatérias. Sendo assim, apenas duas
combinagfes foram utilizadas: AAG — CAG e AGC — CTA. Foi realizada uma analise
com mais uma combinagdo: ACA - CTG, a fim de aumentar o numero de fragmentos
polimérficos e, dessa maneira, tornar os resultados mais consistentes, porém nem

todos os individuos mostraram fragmentos que pudessem ser utilizados.
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Os fragmentos amplificados seletivamente foram analisados num sequenciador
automatico ABI Prism mod. 310, que trabalha com capilar de silica fundida. A 2 pL da
solucdo obtida na amplificacdo seletiva foram adicionados 0,2 puL da mistura de
padrbes internos para determinacdo dos comprimentos dos fragmentos (GeneScan-
500 “Rox”, contendo fragmentos com 35, 50, 75, 100, 139, 150, 160, 200, 250, 300,
340, 350, 400, 450, 490 e 500 pares de bases, marcados com indicador de
fluorescéncia) e 11 pL de formamida. As misturas foram preparadas em tubos
especiais para o sequenciador, desnaturadas durante 5 min a 95°C, e entdo levadas

ao sequienciador automatico.
3.2.3.6. Analise dos resultados

A analise dos tamanhos dos fragmentos foi feita com auxilio do programa Gene
Mapper Software 4.1 (Applied Biosystems, 2009) que permite a determinacdo dos
comprimentos dos fragmentos amplificados por comparagdo com os fragmentos
componentes da mistura “GeneScan-500 Rox“. Além disso, o programa possibilita o
confronto entre os eletroferogramas de todas as amostras analisadas gerando um
resultado preliminar de nuamero de fragmentos obtidos e, consegientemente,
revelando as melhores combinacdes a serem utilizadas para todos os terminais

analisados.

Foram rejeitados os picos com intensidades abaixo de 100 e comprimentos
inferiores a 75 pb e superiores a 500 pb. Nesse processo, foram eliminados da analise
os fragmentos comuns a todas as amostras, gerando-se uma tabela de dados binarios

(presenca e auséncia) para os fragmentos polimérficos entre as amostras analisadas.

Foi realizada uma analise de evolu¢cdo minima, através do método de distancia
minima (Neighbor Joining) de Saitou & Nei (1987), cujo principio € identificar os pares
de vizinhos mais préximos de forma a minimizar a longitude total da arvore. A medida
de distancia genética foi a de Nei & Li (1979). O programa utilizado nessas analises foi
0 PAUP versao 4.0 (Swofford, 2002), sendo que a consisténcia da monofilia dos ramos
foi avaliada através da replicagdo “bootstrap”, através de mil réplicas (Felsenstein,
1985).
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3.3. Biogeografia do Complexo

Foram utilizados os mapas de Lima & Pirani (2008) das espécies analisadas
neste trabalho. Esse cuidado foi tomado para que a localizacdo das espécies fosse
corretamente expressa. Por ndo pertencer a se¢cdo Lamprocroton, ndo se obteve o

mapa de distribui¢cdo de Croton urucurana, usada como grupo externo.

Foi utilizado o programa DIVA, o qual estima a distribuicdo de ancestrais
hipotéticos em nos internos de uma arvore completamente bifurcada baseando-se na
distribuicdo dos nés terminais (Ronquist, 1997). Dessa maneira é possivel utilizar o
programa para inferir a biogeografia de um taxon mesmo quando um cladograma geral
de areas nao estd disponivel. Resumidamente, o programa minimiza extincbes e
dispersdes e assume vicariancia como a hipétese nula (Ronquist, 1997). As incertezas
gue aparecem nos resultados de DIVA sdo provenientes de duas fontes: incertezas
filogenéticas (por exemplo, politomias), e incertezas na otimizacdao do DIVA (por
exemplo como interpretar areas ancestrais diferentes que foram reconstruidas como
igualmente parcimoniosas). Portanto, torna-se necessario a utilizacdo de arvores com
boa resolucéo, ou seja, sem politomias, para que haja uma diminuicdo nas incertezas

dos resultados a serem obtidos através do programa.

Para o estudo biogeografico comparou-se os dados obtidos em filogenia
molecular com os dados de localizacdo das espécies. A reconstrucdo da histéria
biogeografica do Complexo Croton pallidulus foi feita por meio do programa RASP —
Reconstruct Ancestral State in Phylogenies (Yu et al. 2011) sob o nome genérico de
Statistical Dispersal and Vicariance Analysis (S-DIVA) (Yu et al. 2010) ou “Analise de
Disperséo e Vicariancia Estatistica”, um programa em que esta implementada cada
alteracdo proposta ao DIVA original. Além disso, sua interface grafica € de facil
utilizacdo, esta disponivel para qualquer plataforma (Windows, Mac ou Linux) e €

gratuito.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Sequenciamento de DNA

Foi realizada a extracdo do DNA de todas as amostras coletadas. A Fig. 7
mostra exemplos de andlises por eletroforese em gel de agarose dos resultados
referentes a extracao, utilizando o método CTAB das amostras de DNA.

Figura 7. Andlises por gel de agarose 1%
de amostras de DNA extraidos de espécies
de Croton através do método de CTAB
para fins de sequenciamento e analise por
AFLP. Os numeros referem-se as espécies
coletadas apresentadas na Tabela 1. As
letras correspondem aos individuos
coletados em cada populagéo.
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Nos exemplos da Fig. 8, pode-se observar que a extragdo feita com o DNeasy
Plant Mini Kit da QIAGEN se mostrou mais efetiva, pois as bandas aparecem mais
integras, sem rastro, indicando menor degradacdo, seja por RNA ou por
polissacarideos, proteinas ou quaisquer outros contaminantes, que fariam com que a

gualidade do DNA néo fosse adequada para a analise por AFLP.
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As amostras utilizadas para as amplificacbes foram selecionadas de acordo
com a qualidade de seus DNAs, pois foram coletados varios individuos para cada

espécie.

Figura 8. Andlises por gel de agarose 1%
de amostras de DNA extraidos de espécies
de Croton através do DNeasy Plant Mini Kit
para fins de analise por AFLP. Os nimeros
referem-se as  espécies  coletadas
apresentadas na Tabela 1. As letras
correspondem aos individuos coletados em
cada populacgéo.

Figura 9. Produtos de amplificacdo em gel de
agarose 1% de amostras de DNA de algumas
espécies de Croton. Primeira fileira: amplificacao
da regido trnL-F. Segunda fileira: amplificacdo da
regido trnL-F das 3 primeiras amostras; rpsl6,
da quarta até a sexta amostras; ITS, da sétima
até a nona amostras. Os numeros referem-se as
espécies coletadas apresentadas na Tabela 1.
As letras correspondem aos individuos coletados
em cada populac¢éo. C.myr — Croton myrianthus.

Pode-se observar na Fig. 9 que, de acordo com o nimero de pares de bases
da regido analisada, a banda amplificada esta situada em alturas diferentes; quanto
mais afastada do poco de deposicdo da amostra, menor o numero de pares de bases
(p. ex. ITS). As amplificagbes da regido trnL-F foram as ficaram mais préximas aos

POGOS.

Foi feito o sequenciamento da regido nuclear ITS de todas as amostras das
espécies do complexo (indicado na figura com o retangulo pontilhado). Sequéncias de
ITS de espécies proximas as do complexo, além de algumas espécies mais distantes,

foram obtidas do GenBank. Essas espécies foram escolhidas devido a sua ocorréncia
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no territério brasileiro, ndo necessariamente na mesma area de abrangéncia do
complexo C. pallidulus, que corresponde ao Sul-Sudeste do Brasil. Além das espécies
brasileiras, foi incluida na analise C. alabamensis, que de acordo com Webster (1993)
esta definida na secdo Lamprocroton devido ao seu tricoma lepidoto e pétalas nas
flores femininas; porém, de acordo com Van Ee et al. (2011), ela é a espécie tipo da
Secao Alabamenses.

A Fig. 10 corresponde a arvore de consenso estrito da andlise por maxima
parciménia, tendo sido obtidas catorze arvores mais parcimoniosas com 728 passos,
ClI (indice de consisténcia) 0,6319 e RI (indice de reten¢éo) 0,7893, apresentando 221
caracteres informativos. A arvore foi enraizada usando sequéncia de Astraea
praetervisa. Astraea foi elevada a género por Berry et al. (2005), por segregacéo de
Croton secdo Astraea (Klotzsch) Baill. As espécies estudadas neste trabalho sao
indicadas por meio do retangulo pontilhado.

Astraea praetervisa AY9T11T73
Astraea lobata EU586945
Brasiliocroton mamoninha AY971175

Croton alabamensis var. alabamensis AY97T1177
Croton conduplicatus EU4TT957

96 Croton speciosus AY971235
73 o8 Croton urucurana
100 63 Croton lechleri AY971225
2 Croton macrobothrys EU586928

6 = Croton ceftidifolius EU586975
Croton medusae EU586933
Croton antisyphiliticus AY971180
Croton montevidensis AY971235
Hoo Croton cordiifolius EUSB6917
Croton ceanothifolius
Croton pallidulus var. pallidulus 1
: Croton pallidulus var. pallidulus 2
92 : Croton pallidulus var. pallidulus 3
Croton splendidus 1
Croton splendidus 2
H Croton erythroxyloides
100: Croton pallidulus var. glabrus2
- Croton myrianthus
Croton pallidulus var. glabrus 1
: Croton aff. erythroxyloides
73 : 87 .. Croton dichrous 1
: '—E Croton dichrous 2

60-. """"""""" Crofor warmirngii EUS889 15" """ " """""""~
100 __ Croton cajucara AY971188

Croton organensis EU586914
100 4~ Crotonglandulosus AY971211
L Croton hirtus EU478070
100 ~ Croton subpannosus AYS71253
L Croton triqueter AY9T71253
100 _ Croton eichleri EU586949
L Croton priscus EU586950
100 g Croton piptocalyx EF421790
L Croton sapiifolius EF421754

53

]

Figura 10. Arvore de consenso estrito de quatorze arvores mais parcimoniosas, baseadas em
sequéncias de ITS e méxima parciménia. Apds os bindmios, séo indicados os nimeros de
depdsitos de sequéncias obtidas do GenBank. Os numeros apés as espécies estudadas neste
trabalho correspondem as populacdes analisadas.
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A resolugcdo que se consegue entre espécies de Croton usando apenas
sequéncias de ITS é baixa, principalmente entre as espécies do Complexo, estudadas
neste trabalho. Os resultados apresentados na Fig. 10 indicam que Brasiliocroton é
grupo irmdo de Croton, com elevado grau de apoio (valor de “bootstrap” (BS) = 100).
As espécies de Croton agrupam-se num clado com forte suporte (BS 100). No interior
desse clado, o grupo representado pelo Complexo C. pallidulus (delimitado pela linha
pontilhada) tem suporte bem elevado (BS 100). Os resultados sugerem que o
complexo compreende dois grupos. C. dichrous e C. aff. erythroxyloides pertencem a
um dos grupos. Como mencionado anteriormente, esta Ultima espécie foi identificada
como C. aff. erythroxyloides, por apresentar diferencas significativas de C.
erythroxyloides, podendo ser uma possivel espécie nova. Pode-se verificar no
cladograma da Fig. 10 que ela esta separada de C. erythroxyloides, que emerge com
as outras espécies que formam o outro grupo do Complexo. Inicialmente, C.
erythroxyloides nao tinha sido cogitada para fazer parte do trabalho, mas analisando o
artigo de Lima (2006), notou-se que ela sempre se posicionava proximo as espécies
do Complexo C. pallidulus.

Ambos 0s grupos tém elevado suporte (BS=94 e BS=95) (Fig. 10). C.
cordiifolius (indicada pela seta na Fig. 10) aparece como grupo-irmédo do complexo,
com um suporte bem elevado (BS 92). Pertence a Secdo Cordiifolii, monotipica,
restrita a vegetacdo do semiarido da caatinga da Bahia (Van Ee et al., 2011). De
acordo com Riina et al. (2009) essa espécie ndo se relaciona com aquelas de
Lamprocroton, subse¢do Lamprocroton, a qual pertencem todas as sete espécies do
complexo analisadas no presente trabalho, cujo grupo € o mais diverso no Brasil,
ocupando espago em vegetacdo aberta e terrenos arenosos ou rochosos (Van Ee et
al., 2011). Lima (2006) também ja havia notado essa aparente afinidade entre C.
cordiifolius e as espécies do Complexo, ndo encontrando, entretanto, nenhuma
evidente similaridade morfolégica entre elas. O que pode ter havido, portanto, foi uma
inadequada amostragem de C. cordiifolius, com uma sequéncia pobre devido a baixa

gualidade do DNA extraido.

Foi feita também a analise bayesiana para este marcador, com as mesmas
espécies retiradas do GenBank, e os dados podem ser observados na Fig. 11, que
representa o filograma da arvore de consenso de maioria para a analise bayesiana. A
arvore foi enraizada usando sequéncia de Astraea praetervisa.
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Figura 11. Arvore de consenso de maioria, baseada em sequéncias de ITS e andlise
bayesiana. Apés os bindmios, sdo indicados os nimeros de depdsitos de sequéncias obtidas
do GenBank. Os numeros ap6s as espécies estudadas neste trabalho correspondem as
populagBes analisadas.

Novamente, observa-se que a resolucao que se consegue entre espécies de
Croton usando apenas sequéncias de ITS é baixa. Os resultados apresentados na Fig.
11 sdo basicamente bastante parecidos com o0s obtidos na analise de maxima
parcimbnia, sendo que Brasiliocroton aparece novamente como grupo irmao de
Croton, com elevado grau de apoio (valor de probabilidades posteriores (PP) = 100).
As espécies de Croton agrupam-se num clado com forte suporte (PP 100), e no
interior desse clado, o grupo representado pelo complexo C. pallidulus (delimitado pela
linha pontilhada) tem suporte bem elevado (PP 100). Os resultados novamente
sugerem que o0 complexo compreende dois grupos. C. dichrous e C. aff.
erythroxyloides pertencem a um dos grupos (n&o foi plotado por motivo de espago os
valores PP=100 para o agrupamento C. dichrous e C. aff. erythroxyloides, e PP=99

para as duas populacdes de C. dichrous). Observa-se mais uma vez que a espécie C.
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aff. erythroxyloides esta separada de C. erythroxyloides, que se posicionou junto as
outras espécies que formam o outro grupo do complexo.

Em relacdo as outras espécies analisadas, podem-se observar os mesmos
padrdes observados na analise de maxima parcimbnia, porém os valores de
probabilidades posteriores obtidos na andlise bayesiana sdo maiores do que o0s
observados de bootstrap. Além disto, pode-se confirmar a presenca de C. cordiifolius

como espécie-irma do complexo.

Foram feitas também amplificacdes e sequenciamentos da regido trnL-F do
cloroplasto de todas as amostras estudadas neste trabalho. Outras sequéncias foram
obtidas do GenBank, a fim de que se pudesse situar o grupo estudado, como foi feito
para a regidao ITS. A arvore foi enraizada usando sequéncia de Astraea praetervisa
(Fig. 12). Foram obtidos 15 arvores mais parcimoniosas com 578 passos, Cl 0,8668 e

RI 0,9069, apresentando 327 caracteres informativos.

Pode-se observar que o clado formado pelo complexo (delimitado pela linha
pontilhada) estd muito mal resolvido, resultando numa politomia, embora altamente
consolidado, com BS=100. Nota-se, entretanto, que existem, também aqui, dois
grupos, mas as espécies que os delimitam s&o diferentes da anterior. C.
erythroxyloides e C. aff. erythroxyloides se encontram na politomia, o0 mesmo
acontecendo com os espécimes de C. dichrous. Um grupo com BS=88 ¢é formado
pelos espécimes de C. pallidulus var. pallidulus. Os resultados apresentados na Fig.
12 novamente indicam que Brasiliocroton é grupo irmdo de Croton, e que C.
cordiifolius continua sendo grupo irmao do complexo, embora suportado com um valor
menor (BS=70).

As espécies cujas sequéncias foram retiradas do GenBank pertencem a
Secoes diferentes daquela do complexo que esta sendo estudada. Nota-se nas Figs
10 e 12 que as espécies de cada secdo, normalmente estdo agrupadas juntas. Por
exemplo, na Fig. 12, C. lechleri, C. urucurana, C. medusae, C. celtidifolius e C.
macrobothrys, pertencentes a Se¢do Cyclostigma (Van Ee et al., 2011) estdo unidas
em um clado com suporte BS=73; C. cajucara e C. organensis, da Se¢édo Cleodora
apresentam um suporte de BS=92. C. glandulosus e C. hirtus, pertencentes a Secao
Geiseleria, bem como C. subpannosus e C. triqueter, da Se¢&o Julocroton apresentam
um suporte de BS=100, na arvore de consenso estrito utilizando as sequéncias de ITS
(Fg. 10). C. sapiifolius (Sec¢édo Croton, subgénero Quadrilobi; Riina et al., 2010) e C.

piptocalyx (Secdo Sampatik; Van Ee et al.; 2011) sdo espécies que em todas as
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filogenias feitas para o género aparecem como basais, 0 mesmo tendo ocorrido nas

andlises aqui apresentadas (Figs 10 e 12).
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Figura 12. Arvore de consenso estrito, baseadas em sequéncias de trnL-F e méxima
parcimonia. Apés os bindmios, sdo indicados os nimeros de depdsitos de sequéncias obtidas
do GenBank. Os numeros ap6s as espécies estudadas neste trabalho correspondem as

populagBes analisadas.

A andlise bayesiana foi realizada para este marcador também, com as mesmas

espécies retiradas do GenBank, e os dados sdo apresentados na Fig. 13, que

representa o filograma da arvore de consenso de maioria para a analise bayesiana. A

arvore foi enraizada usando sequéncia de Astraea praetervisa.
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Figura 13. Arvore de consenso de maioria, baseadas em sequéncias de trnL-F e analise
bayesiana. Ap6s os bindbmios, sédo indicados os numeros de depdsitos de sequéncias obtidas
do GenBank. Os numeros ap0s as espécies estudadas neste trabalho correspondem as
populacdes analisadas.

Os resultados da Fig. 13, assim como os apresentados para a regido ITS, sédo
coincidentes para ambas as analises. Ha, porém uma melhor resolu¢cdo do Complexo
(PP=100), sendo que os espécimes de C. dichrous emergem fora da politomia do
Complexo, como um grupo aparentemente mais basal. Entretanto, uma vez que o
valor de PP é baixo (80), este dado ndo tem sustentagdo. O grupo formado pelos
espécimes de C. pallidulus var. pallidulus também emergem da politomia com uma alta
sustentag¢édo (PP=100). Os resultados apresentados na Fig. 13 novamente indicam que
Brasiliocroton é grupo irmdo de Croton, e que C. cordiifolius continua sendo grupo
irmao do complexo, com elevado indice de suporte (PP=100, ndo plotado na arvore

devido ao pequeno espaco).

Nota-se, portanto, que esses dois marcadores sdo bastante informativos
guando se quer analisar espécies de Croton. Isso é mostrado pelos altos nimeros de
caracteres informativos. Entretanto, ndo sdo muito bons para separar espécies muito

afins, como acontece com as analisadas neste trabalho. Em seus trabalhos, Van Ee et
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al. (2011) utilizam esses dois marcadores, além de outros dois genes, rps3 (regido
mitocondrial) e a regi&o nuclear EMB2765.

Foi feito o teste ILD para a verificacdo do grau de congruéncia entre as
andlises por ITS e trnL-F, utilizando as sequiéncias obtidas junto ao GenBank. O valor
resultante foi menor do que 0,05 (Pvalue= 0,01) indicando baixo grau de congruéncia.

Foi feita mais uma tentativa de obter um marcador que fosse interessante para
separar as espécies aqui estudadas, e dessa maneira utilizou-se a regido plastidial
rps16. Uma vez que ndo havia no GenBank sequéncias para este marcador, a arvore

mostrada na Fig. 14 apresenta apenas os dados das amostras do Complexo.

Pode-se notar que rps16 ndo é um bom marcador para a separacdo dessas
espécies, nao sendo informativo. O nimero de caracteres informativos (somente um),
além do baixo nimero de passos (28), e Cl e Rl igual a 1, podem explicar o baixo
desempenho desse marcador. C.dichrous forma uma politomia com a espécie utilizada
como grupo externo (C. urucurana), juntamente com C. ceanothifolius. Entretanto, ndo
ha nenhuma semelhanca morfolégica entre C. urucurana e as duas outras espécies
gue fazem parte do complexo, e é por esse motivo que ela esta sendo usada como
grupo externo. C. urucurana pertence a Sec¢do Cyclostigma, enquanto as outras
amostras sdo da Secdo Lamprocroton. Nota-se também que o suporte da unido das

outras espécies é muito baixo (BS=65).

Croton urucurana

Croton ceanothifolius

Crotondichrous 1

Crotondichrous 2

Croton pallidulus var. pallidulus 1

Croton pallidulus var. pallidulus 2

Croton pallidulus var. pallidulus 3

Croton splendidus 1

65 Croton splendidus 2

Croton aff. erythroxyloides

Croton erythroxyloides

Croton pallidulus var. glabrus 2

Croton myrianthus

Croton pallidulus var. glabrus 1

Figura 14. Arvore de consenso estrito baseado em sequéncias de rps16 e maxima parcimonia
de espécies de Croton que participam do complexo C. pallidulus. Os numeros apds as
espécies estudadas neste trabalho correspondem as populacdes analisadas.
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Foi realizada uma andlise bayesiana para este marcador, porém apenas o
grupo externo (C. urucurana) separava do resto do Complexo, cujas espécies
apareciam todas dentro de uma enorme politomia, sem resolugéo entre elas. Por esse

motivo, essa arvore nao foi apresentada neste trabalho.

A Fig. 15 mostra a arvore de consenso estrito da andlise combinando as
regides do genoma nuclear ITS, e as do cloroplasto trnL-F e rps16. Observa-se nessa
andlise que as espécies retiradas do GenBank que pertencem a mesma secdo
encontram-se, conforme mencionado anteriormente, proximas entre si na arvore.

Os valores encontrados para a combinacdo dos dados foram de CI 0,7205, RI
0,8211 com 1392 passos para a arvore e 560 caracteres informativos.
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Figura 15. Arvore de consenso estrito, baseadas em sequéncias de ITS, trnL-F, rpsl6 e
méxima parcimbnia. As espécies cercadas por linha pontilhada correspondem aquelas do
complexo C. pallidulus. As outras foram retiradas do GenBank. Os nimeros apds as espécies
estudadas neste trabalho correspondem as populacdes analisadas.
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O complexo é bem delimitado (BS=100), assim como a espécie C. cordiifolius
aparece como espécie-irma do complexo com indice elevado (BS=99). E interessante
observar que a delimitagdo dos espécimes de C. pallidulus var. pallidulus aparecem
em um clado separado das espécies do complexo, com indice de BS=92. Nota-se que
C. dichrous (BS=91) continua se separando do resto do clado, juntamente com C. aff.
erythroxyloides (BS=85), que parece ser mesmo distinta de C. erythroxyloides. As
outras espécies aparecem, novamente, em uma politomia. As outras espécies
retiradas do GenBank comportam-se do mesmo modo como observadas para 0s
marcadores ITS e tmL-F. O género Croton mostra-se bem definido, sendo
monofilético, com alto indice de BS (100), separando-se das espécies utilizadas como
grupo externo (Astraea) e também de Brasiliocroton mamoninha (Fig. 15).

Foi feita uma analise apenas com as amostras coletadas para o trabalho. Para
combinar os marcadores ITS, rpsl6 e trnL-F foi feito o teste IDL, obtendo-se, neste
caso, o valor de 0,36, indicando um grau elevado de congruéncia. Foram utilizadas as
sequéncias de C. urucurana como grupo externo. A Fig. 16 mostra a arvore de
consenso estrito baseada nas sequéncias destes marcadores. Observando-se esta
figura, pode-se notar que C. dichrous e C. aff. erythroxyloides emergem num clado,
separando-se das outras espécies do complexo, o que ja havia sido observado na
analise baseada em ITS (Fig. 10) e na arvore de consenso unindo os trés marcadores
(Fig. 15). Essas espécies formam um grupo fortemente suportado (BS=93). O outro
clado é formado pelas outras espécies, com 0 suporte muito baixo (BS=69). Os trés
espécimes de C. pallidulus var. pallidulus, pertencentes a populac@es diferentes, estdo

juntos nesta analise e sdo apoiados com um “bootstrap” relativamente alto, BS=82.
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Figura 16. Arvore de
consenso estrito, baseadas
em sequéncias de ITS, trnL-F
e rpsl6 e maxima parciménia
de espécies de Croton que
participam do Complexo. Os
nameros ap0s as espécies
estudadas neste trabalho
correspondem as populacdes
analisadas.

Nota-se nesta analise que o clado formado por C.myrianthus e C. pallidulus

var. glabrus (populacdes 1 e 2) recebe um bom apoio (BS=85). C. splendidus

(populacgdes 1 e 2), C. ceanothifolius e C. erythroxyloides formam uma politomia.

Um teste para a analise bayesiana foi feito também para a combinacédo dos

dados, como pode ser observado na Figura 17.
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Figura 17. Arvore de consenso de maioria, baseadas em sequéncias de ITS, trnL-F e rps16 e
andlise bayesiana. Os numeros ap0s as espécies estudadas neste trabalho correspondem as
populacdes analisadas.

Os resultados da Fig.17 apresentam-se tais quais os apresentados para a
analise de maxima parcimonia, com C. dichrous e C. aff. erythroxyloides emergindo
em um clado, separando-se das outras espécies do complexo. Porém, diferentemente
da analise de maxima parcimbnia, o indice apresentado (PP=57) é muito baixo. O
outro grupo € formado pelas demais espécies, com forte apoio (PP=100). Os trés
espécimes de C. pallidulus var. pallidulus, pertencentes a populactes diferentes sédo
apoiados com indice de probabilidades posteriores alto, PP=100. Novamente o outro
clado, que compreende C. pallidulus var. glabrus 2, C.myrianthus e C. pallidulus var.

glabrus 1 apresenta elevado suporte (PP=100).

De acordo com todos os resultados apresentados, pode-se observar que 0s
representantes do complexo C. pallidulus apresentam forte afinidade entre eles,
formando um clado com baixa resolugdo, em coeréncia com as semelhancas
morfologicas ja mencionadas. A analise por sequenciamento utilizando os marcadores
ITS, trnL-F e rps16 ndo ajudaram na resolucdo do complexo. Apenas C. dichrous
parece ser uma especie distinta para analise com ITS, com elevado suporte para

anélise de maxima parcimonia, porém baixa para analise bayesiana.
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Isso é corroborado pelo estudo dos caracteres morfolégicos. De acordo com
Lima & Pirani (2008), C. dichrous apresenta caracteres morfolégicos que o distingue
das outras espécies do complexo e de toda as espécies da Se¢do Lamprocroton, pois
suas folhas séo discolores, com a face adaxial, em geral, completamente glabra,
podendo, entretanto, apresentar na face adaxial, quando jovem, tricomas simples que
caem a medida que a folha se desenvolve.

Os resultados, portanto, demonstram que o0 seqlenciamento feito neste
trabalho esta de acordo com trabalhos publicados recentemente. Além disso, observa-
se claramente que as duas variedades da espécie C. pallidulus parecem ter naturezas
distintas. Evidencia-se a necessidade de analises com outros tipos de marcadores
moleculares que possibilitem evidenciar o relacionamento filogenético entre as

espécies componentes do complexo.
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4.2. Marcadores AFLP

Para as analises por AFLP foi necessario mudar o protocolo de extracdo, pois
impurezas, como por exemplo, substancias do metabolismo secundario, dificultam,
muitas vezes, o bom desempenho dos procedimentos para obter-se uma boa atuacao
das enzimas de restricdo, e parece ter sido este 0 caso. A extracdo de DNA se
mostrou muito mais eficiente, devido a pureza do DNA obtido, com a utilizacdo do
DNeasy Plant Mini Kit (ver Figs. 7 e 8, para comparacdo). Os procedimentos de
digestdo e ligacdo tornam-se mais eficientes, acarretando uma melhoria na
amplificacdo pré-seletiva, como se pode notar pela documentacdo dos geis de

agarose obtidos por DNAs extraidos pelos dois processos citados (Fig. 18).

Figura 18. Documentacdo em gel de agarose 1,5% de amplificagcbes pré-seletivas, de amostras
de Croton, cujos DNAs foram extraidos por CTAB (A) e pelo kit DNeasy (QIAGEN) (B).

Observa-se na Fig. 18 que pelo método de extracao por CTAB, os fragmentos
resultantes da amplificacdo pré-seletiva sdo muito pequenos, estando na faixa entre
50 e 100 pares de bases (pb). Para comparacdo dos fragmentos polimérficos em
AFLP necessita-se que eles sejam maiores de 75 pb, uma vez que abaixo desse valor
eles ndo sado informativos e, portanto, ndo fornecem caracteres Uteis na diferenciagéo

entre espécies, ou mesmo entre diferentes populagbes da mesma espécie.
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Figura 19. Resultados de quantificagdo de DNA gendmico total observados em transiluminador
UV de acordo com os padrdes calculados de acordo com o DNA Lambda.

Na Fig. 19 observam-se os resultados da quantificacdo do DNA dos individuos
de algumas espécies de Croton que foram comparados com os padrées do DNA de
fago A, cujas concentragfes foram previamente calculadas. Estes resultados sdo os
observados para a extragédo realizada pelo método por CTAB modificado. Nota-se que
alguns individuos, de uma mesma populacéo, apresentam uma intensidade maior na
fluorescéncia do que outros. Isso pode ser devido a contaminantes, que absorvem nos
comprimentos de onda da luz UV e que poderiam determinar uma quantificacdo
inexata, 0 que resultaria na digestdo de pouco DNA, por exemplo, e em uma segunda
etapa, na reacdo de digestdo e consequentemente em todo o procedimento da

analise.

Com o kit de extracdo, as quantificacBes foram muito mais homogéneas, com
uma pequena diferenciacdo entre os valores das concentracdes obtidas para cada
individuo extraido. Infelizmente, por um problema técnico, ndo foi possivel a
documentacéo das fluorescéncias, como foi feito para os DNAs extraidos com CTAB.
Entretanto, os resultados, de um modo geral, indicavam a concentracdo de 50 ng/pL

em quase todos os individuos, mesmo de populacdes diferentes.

Para a reacao de digestao utilizou-se, portanto, 4 pL do DNA extraido, a fim de
gue a quantidade de DNA na reacao fosse de cerca de 200 ng. Apenas uma vez foi
feito um gel de agarose para se verificar a qualidade da digestdo, mas a visualizacdo
nao foi boa, a degradacdo mostrando-se muito ténue. Isso se deveu ao fato de que o
volume colocado no gel foi muito pequeno (3,5 - 4,0 yL), pois os restantes 5,5 pL
deveria ser utilizado para a reacdo de ligacdo. Optou-se, entdo, pela verificacdo da

qgualidade da reacgdo pré-seletiva por meio de eletroforese com gel de agarose 1,5%,
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uma vez que a quantidade aplicada poderia ser de 6 pL, pois na reacdo seletiva a
amostra seria diluida (Fig. 18 B).

Para a reacdo de amplificacdo seletiva foram realizadas algumas modificacgdes,
principalmente com relagdo as diluicdes das amostras. Dependendo da qualidade da
amplificacdo pré-seletiva, visualizada pela intensidade de fluorescéncia observada no
gel, se diluia mais ou menos a amostra para a etapa de amplificacdo seletiva.

Foram testadas varias combinac¢des, porém sem sucesso. Utilizaram-se,
portanto, apenas trés combinacdes. Para as diferentes combinagfes analisadas, foram
obtidos dados para os diferentes individuos das 14 popula¢cdes estudadas no
Complexo, como pode ser observado na Tabela 3.

Tabela 3. Quantidade de individuos, nimero de fragmentos e numero de populacdes
analisadas para as trés combinacdes utilizadas na amplificacdo seletiva, na andlise de AFLP.

AGC-CTA (amarelo) AAG-CAG (verde) ACA-CTG (azul)

N° individuos /

N° fragmentos

55/248 54/294 43/190

N° populacbes 14 14 12

Notam-se, pela analise da Tabela 3, que as duas primeiras combinacdes foram
as que deram resultados melhores, pois 0 nimero de fragmentos obtidos foi muito
maior do que na terceira combinacdo. O numero de individuos que responderam
positivamente as duas primeiras combinacdes foi também maior, o mesmo
acontecendo com as populacdes; em duas delas (C. urucurana e C. myrianthus),
nenhum individuo respondeu a combinagdo ACA-CTG. Em algumas populagdes,
somente um ou dois individuos responderam positivamente a uma determinada
combinagdo. Entretanto, para algumas das coletas mais recentes, cujos materiais
estavam a menos tempo guardados em silica, houve um maior niumero de individuos

com bons resultados.

Portanto, as combinagfes AGC-CTA, AAG-CAG e ACA-CTG foram escolhidas,
pois apresentam um maior nimero de fragmentos para todos os individuos, isto é,
foram as combinagdes mais polimorficas. Outro ponto importante a ser comentado € a
guantidade de fragmentos obtidos para cada individuo. Foram selecionados em sua
maioria somente os individuos que apresentavam no minimo vinte fragmentos, com

bandas bem definidas como os das Figs 20-22. As bandas dos fragmentos deveriam

47



também ter intensidade (altura) acima de 100 (isto era uma recomendacao do software
utilizado). Devido a isso, foram desprezadas varias bandas (fragmentos) cujo valor

estava abaixo de 100, e dessa maneira, varios individuos foram eliminados.

Nas Figs 20-22 podem-se observar alguns exemplos de eletroferogramas
obtidos no sequienciamento dos fragmentos, os quais apresentam fluorescéncias de
cores diferentes dependendo dos iniciadores EcoRI empregados na amplificacdo
seletiva; os iniciadores Msel ndo apresentam fluorescéncia. As diferentes bandas
observadas correspondem aos diversos tamanhos de fragmentos gerados, sendo que
0s picos observados apresentam valores que variaram de 75pb a 500 pb na andlise, e
foram comparados pelo software com os dados do padréo adicionado, GeneScan-500
‘ROX”, cujos comprimentos s@o definidos, e nos eletroferogramas aparecem em
vermelho. Os resultados podem ser analisados manualmente ou por meio do software
Gene Mapper (ver anexo 4), em busca de fragmentos polimérficos que possam ser

utilizados para comparacéao entre os diferentes individuos das populacgées.
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Figura 20. Eletroferograma dos fragmentos obtidos na amplificacdo seletiva com a combinagéo
AGC-CTA do individuo C da populacdo 3 de Croton pallidulus var. pallidulus. As bandas em
vermelho correspondem ao padréo utilizado (GeneScan-500 “Rox”).
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Figura 21. Eletroferograma dos fragmentos obtidos na amplificagédo seletiva com a combinacgao
AAG-CAG do individuo C da populacdo 3 de Croton pallidulus var. pallidulus. As bandas em
vermelho correspondem ao padréo utilizado (GeneScan-500 “Rox”).
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Figura 22. Eletroferograma dos fragmentos obtidos na amplificagéo seletiva com a combinagéo
ACA—CTG do individuo C da populacdo 3 de Croton pallidulus var. pallidulus. As bandas em
vermelho correspondem ao padréo utilizado (GeneScan-500 “Rox”).

As bandas observadas correspondem aos tamanhos dos fragmentos obtidos
na amplificacdo seletiva das amostras. Estes foram analisados primeiramente pelo
programa GeneMapper, e posteriormente, foi feito uma correcdo manual para a
confeccdo da tabela de presenca ou auséncia de acordo com o tamanho dos

fragmentos, para cada individuo das populagbes, nas espécies estudadas.

Estes dados foram entdo analisados pelo programa PAUP (ver anexo 5), em
gue foi realizada uma analise de evolucdo minima, através do método de distancia
minima (Neighbor Joining), sendo que a consisténcia da monofilia dos ramos foi
avaliada através da replicacdo “bootstrap”, com mil réplicas. Como ja foi mencionada,
ndo foi possivel a obtencdo de dados de todos os individuos de todas as populagées,
tendo sido analisados somente aqueles que apresentavam bons resultados de

sequenciamento.

Devido aos problemas mencionados, foi realizada em um primeiro momento
uma analise unindo as duas primeiras combina¢cdes mais efetivas. O filograma

resultante estd apresentado na Fig. 23.
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Figura 23. Arvore de relacdes de afinidade genética entre amostras de espécies de Croton,
baseadas em fragmentos de restricdo amplificados pelas combinacdes dos AGC-CTA e AAG-
CAG e método de agrupamento Neighbor Joining. Os niumeros depois dos nomes das espécies
correspondem as populacdes e as letras, aos individuos.

Analisando-se a arvore de afinidades genéticas da Fig. 23 varios resultados
interessantes e promissores para o entendimento dos relacionamentos entre membros
do Complexo séo evidenciados. Pode-se perceber que o Complexo forma um grupo
monofilético, com alto indice de sustentacdo (BS 100), pelo enraizamento da arvore
por meio do grupo externo C. urucurana. Foram analisados 400 caracteres

considerados pelo programa PAUP como informativos (nci).

Os retangulos coloridos delimitam individuos da mesma espécie e/ou
populacdo. A evidéncia fornecida pela anélise por AFLP é coerente com a obtida por
sequéncias de DNA, no que se refere a distingdo entre C. erythroxyloides e C. aff.
erythroxyloides (ver Figs. 10 e 15). Ambos os taxons sdo bem sustentados (BS 88 e

84, respectivamente), porém emergem em clados distintos (Fig. 23).

Levando-se em conta as duas variedades de C. pallidulus, a analise por AFLP
sugere que ela € um grupo parafilético. Cada populacédo de C. pallidulus var. glabrus

constitui um grupo monofilético com elevado apoio (BS 98 para a populacdo 1 e BS
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100 para a populagéo 2). C. pallidulus var. pallidulus comporta-se como um grupo
parafilético, com individuos de uma mesma populagdo dispersos entre as outras
espécies do Complexo. Por exemplo, individuos da populagdo 1 encontram-se no
mesmo clado de C. dichrous. Dos dois individuos da popula¢do 2, um esta préximo a
C. myrianthus e o outro, proximo a C. pallidulus var. glabrus. Individuos da populacéo
3 parecem ser grupo irmdo de C. erythroxyloides (Fig. 23). C. dichrous, C.
ceanothifolius e C. splendidus, de acordo com essa andlise, também ndo sao grupos

monofiléticos.

No agrupamento delimitado no poligono roxo sdo encontradas varias espécies
gue apresentam similaridade genética. Dentre elas, C. myrianthus € uma espécie
bastante semelhante a C. erythroxyloides quanto ao habito e tipo de indumento sendo,
muitas vezes, dificil distinguir esses dois taxons, ja que em ambos as faces foliares
séo lepidotas, com indumento formado por tricomas tipicamente lepidotos. Entretanto,
em C. erythroxyloides as inflorescéncias sdo bissexuadas, a face adaxial das sépalas
das flores pistiladas e dos estiletes sdo lepidotos, ao passo que em C. myrianthus as
inflorescéncias sdo unissexuadas, a face adaxial das sépalas das flores pistiladas é
tomentosa, coberta por tricomas estrelados, e os estiletes sdo completamente glabros.
A forma e tamanho das folhas s@o caracteres bastante variaveis nos dois taxons e
essa variacdo é uma caracteristica comum nas diversas espécies de Croton, porém
em geral, C. myrianthus possui as folhas mais estreitas e mais longas quando

comparadas as de C. erythroxyloides (Lima & Pirani, 2008).

Allem (1978) sinonimizou C. ceanothifolius em C. migrans Casar (= C.
splendidus Mart.). Entretanto, esta proposta nédo € aceita por Lima & Pirani (2008),
uma vez que sdo observadas diferencas consideraveis entre essas duas espécies,
gue podem ser distinguidas, mesmo no estado vegetativo, devido, principalmente, ao

tipo de nervacéo, forma das folhas e tipo de indumento das duas faces foliares.

Foi realizada também uma analise unindo numa Unica matriz as trés diferentes
combinagbes da amplificacdo seletiva. Uma vez que os individuos de C. urucurana
ndo amplificaram para a combinacdo ACA-CTG, ndo se pode utiliza-los como grupo
externo quando se unem as trés combinagdes. A espécie usada para 0 enraizamento
dessa nova arvore foi C. ceanothifolius, por se tratar da espécie com o posicionamento
mais “basal” do Complexo, como pode ser visto na Fig. 23. O numero de individuos
gue amplificaram para as trés combina¢des foi menor, apenas 33, e estes foram

utilizados na matriz dessa arvore, apresentada na Fig. 24.
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Figura 24. Arvore de relacdes de afinidade genética entre amostras de espécies de Croton,
baseadas em fragmentos de restricdo amplificados pelas trés combinacbes dos marcadores
AFLP e método de agrupamento Neighbor Joining. Os numeros depois dos nomes das
espécies correspondem as populacdes e as letras, aos individuos.

O mesmo padrdo da Fig. 23 pode ser observado na arvore da Fig. 24, que
reitera a natureza distinta das espécies de C. erythroxyloides e C. aff. erythroxyloides.
As duas populacdes de C. pallidulus var. glabrus continuam aparecendo em posicdes
distintas também nesta arvore, com bons suportes de boostrap (BS 99 para a
populacdo 1 e BS 100 para a populagéo 2). Entretanto, na Fig. 23, as duas populacdes
se encontram no mesmo clado, embora com baixo suporte (<50), enquanto na Fig. 24
elas se distanciaram entre si. A populagdo 1 da variedade glabrus tem como grupo
irmao um individuo de C. pallidulus var. pallidullus 2 (que aparece como grupo irmao
da populacgéo 2 de C. pallidulus var. glabrus na Fig. 23) e a populacdo 2 aparece aqui
no mesmo clado de C. aff. erythroxyloides, embora também aqui, com um BS<50.

Foram analisados para este filograma 394 caracteres informativos.

C. myrianthus ndo foi representada na Fig. 24, por ndo apresentar nenhum
individuo que amplificou para essa terceira combinacdo. Os posicionamentos de C.
splendidus e C. ceanothifolius também ndo sdo dignos de confianca pela pouca

representacdo de individuos, em relacdo aos representados na Fig. 23.
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Em ambas as arvores (Figs 23 e 24), as duas populacdes de C. dichrous
constituem um clado com a populacdo 1 de C. pallidulus var. pallidulus. Do mesmo
modo, em ambas as arvores a populacédo 2 de C. dichrous esta mais agrupada do que
a populacdo 1, estando esta Ultima, muito mais misturada a populacdo 1 de C.
pallidulus var. pallidulus.

E interessante notar o posicionamento de C. pallidulus var. pallidulus, pois em
ambas as arvores as trés populagbes se apresentam em clados diferentes, indicando
o parafiletismo desse taxon. Em resumo, a populacdo 1 de C. pallidulus var. pallidulus
esta mais proxima de C. dichrous, a populacéo 3, mais proxima de C. erythroxyloides
e a populacao 2 encontrando-se em varias posi¢ées nas duas arvores (Figs 23 e 24).
Isso demonstra o grande polimorfismo desta espécie, sugerindo que ela tenha sido

possivelmente a origem do complexo estudado.
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Figura 25. Arvore de méaxima parcimdnia utilizando sequéncias de DNA (A; resultados retirados

da Fig. 16) e arvore de afinidades genéticas utilizando marcadores AFLP (B).

Para a elaboragdo da arvore de afinidades genéticas da Fig. 25 foram feitos
todos os procedimentos de AFLP com os DNAs dos mesmos individuos utilizados para
0 sequenciamento. Isso é necessario para que se possam comparar as topologias das
duas arvores.

Comparando-se as arvores da Fig. 25 pode-se perceber que os resultados da

andlise por AFLP diferem dos obtidos pela andlise das sequéncias de DNA, pois nesta
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a arvore esta pouco resolvida, devido a grande politomia existente, enquanto pela
andlise por AFLP houve uma melhor resolu¢do da maioria das espécies.

Um importante resultado deste trabalho se revela na diferenciacéo nitida entre
as duas variedades de C. pallidulus, principalmente pela analise por AFLP. Na analise
de maxima parcimbnia, as duas variedades formaram uma politomia com C.
myrianthus com BS 85. Deve-se lembrar, entretanto, que o niumero de caracteres
informativos na analise de sequenciamento foi de 548, enquanto em AFLP esse
namero foi de 794; quanto maior o numero de caracteres informativos, maior a
confiabilidade na analise. Embora os trabalhos morfoldgicos de Lima & Pirani (2008)
indiquem que a diferenca entre ambas as variedades ocorre somente em relagéo ao
indumento na face adaxial de C. pallidulus var. glabrus, os resultados tanto da analise
por sequenciamento quanto por marcadores AFLP separam as duas variedades. C.
pallidulus var. pallidulus, como ja discutido anteriormente, permeia entre as outras
espécies analisadas (Fig. 25B), a populacdo 1 estando proxima da populacdo 1 de C.
dichrous, a populacéo 2 estando préxima de C. pallidulus var. glabrus, e a populacéo
3, préxima de C. erythroxyloides. Isto pode sugerir que se trata de duas espécies

diferentes, e ndo somente duas variedades de uma mesma espécie.

Pode-se observar pela analise da Fig. 25 que o posicionamento de C. dichrous
dentro do Complexo foi diferente nas duas analises. Na arvore de maxima parcimonia,
C. aff. erythroxyloides emerge como grupo irmao das duas popula¢cdes de C. dichrous,
as quais emergem juntas com um excelente suporte (BS 93), enquanto na arvore de
afinidades genéticas aquela espécie é grupo irméo de todo o clado onde se localiza C.
dichrous. As populacdes de C. dichrous, pela analise de AFLP, saem em diferentes
posicdes; a populacdo 1 de C. dichrous, neste caso € mais afim a populacdo 1 de C.

pallidulus var. pallidulus, do que da populacéo 2 de sua prépria espécie.

Outra importante contribuicdo deste trabalho esta sendo a diferenciacdo entre
as duas amostras de C. erythroxyloides, uma delas denominada aqui como C. aff.
erythroxyloides. De fato, tanto na analise de sequenciamento de regides genémicas,
guanto na de AFLP, essas duas amostras emergem em clados distintos, com elevados
indices de suporte, parecendo ndo ter nenhuma ligacdo de parentesco entre elas.
Aparentemente elas apresentam semelhangcas morfologicas, mas talvez precisem ser

investigadas com mais cuidado.

C. splendidus, C. ceanothifolius e C. myrianthus ndo estdo bem resolvidas pela
andlise de AFLP, as duas primeiras formando uma politomia também pela andlise de

méxima parciménia. Pode-se notar, analisando a Fig. 23 que estas trés espécies
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juntamente com C. pallidulus var. pallidulus formam um clado, embora com muito
pouco suporte (<50). Allem (1978) havia sinonimizado C. splendidus, C. ceanothifolius
e C. pallidulus em C. migrans, por julgar que estas espécies expressavam apenas

variacao de habito de um Unico taxon.

4.3. Biogeografia do complexo

Os mapas foram obtidos do trabalho de Lima & Pirani (2008), e podem ser
observados abaixo (Figuras 26 a 29), para cada espécie em separado.
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Figura 26. Mapa de distribuicdo das espécies C. ceanothifolius (esquerda e identificada por c)
e C. dichrous (direita e identificada por f).

Na Fig. 26 observa-se a distribuicdo restrita ao estado de Minas Gerais de C.
ceanothifolius, onde é endémica; ocorrem em poucos municipios, como Ouro Branco,
Ouro Preto e Sabara. Desse Ultimo hd apenas uma coleta, em 1900, sem localidade
especifica (Lima & Pirani, 2008). Essa distribuicdo é bastante importante para
distingui-la de Croton pallidulus, uma vez que ambas compartilham muitos caracteres
morfologicos. Esta Ultima, longe de ser endémica, habita, preferencialmente, altitudes
superiores a 1.000 m, em regides serranas, nos diversos tipos de fisionomias de
cerrado, como campo cerrado, campo sujo e cerrado sensu strictu, podendo habitar,
portanto, diversos tipos de ambientes, como margens de cursos d’agua, bordas de
capoeiras e matas, campos umidos, em solo areno-pedregoso. C. dichrous aparece
somente na regido Sudeste do Brasil, ocorrendo nos estados de Sdo Paulo, Minas
Gerais e Rio de Janeiro. De acordo com Lima & Pirani (2008) est4 sempre associada a
localidades com altitudes elevadas, superiores aos 1.000 m, podendo ser encontrada
até em regides com elevagdes superiores aos 2.500 m. Ocorre em diversos tipos de
ambientes como campo, campo sujo, campo rupestre e capdo de mata, neste caso,

especialmente em clareiras. Também foi coletada junto a cursos d’agua.
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Figura 27. Mapas de distribuicdo das espécies C.erythroxyloides (esquerda e identificada por d)
e C. myrianthus (direita e identificada por c).

C. erythroxyloides apresenta uma ampla distribuicdo geogréafica, sendo
encontrada nos estados de Sao Paulo (na regido de Sao Bento do Sapucai, na Pedra
do Bauzinho), Rio de Janeiro, Minas Gerais e Santa Catarina (na Serra Geral e na
Serra do Rio do Rastro); ndo ocorrendo, no estado de Parana (Fig. 27). E encontrada,
freqientemente, em campos de altitude, campos sujos e campos rupestres, e esta
sempre associada a afloramentos rochosos, em regibes com altitudes superiores a
1.000 m. Isso sem duvida explica a sua documentacdo geografica fragmentada e
pontual (Lima & Pirani, 2008). C. myrianthus apresenta distribuicdo restrita a regido
Sul do Brasil, com ocorréncia nos estados de Santa Catarina e Rio Grande do Sul, em
altitudes que variam entre 700 e 1.700 m. E encontrada, geralmente, em regibes de
campos limpos ou campos sujos, proxima a afloramentos rochosos, na margem de
rios, em locais Umidos, em capoeiras e na borda de matas nebulares, intactas ou
desmatadas (Fig. 27B) (Lima & Pirani, 2008).
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Figura 28. Mapas de distribuicdo das espécies C. pallidulus var. glabrus (esquerda e
identificada por d) e C. pallidulus var. pallidulus (direita e identificada por e).
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Pode-se observar analisando a Fig. 28 que C. pallidulus var. glabrus encontra-
se somente nos estados de S&o Paulo, Parand e Santa Catarina, preferencialmente,
em areas com baixa drenagem, como brejos e margem de rios, em locais com solo
arenoso e com altitudes modestas; também foi coletada em borda de mata ciliar. C.
pallidulus var. pallidulus apresenta distribuicdo principalmente na regido Sul do Brasil,
nos estados de Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul, sendo bastante
freqUiente no primeiro estado, ocorrendo em varios municipios. Em Sao Paulo, foi
coletada no municipio de Campos do Jorddo, e uma Unica vez em ltararé e na capital.
Ocorre também em alguns municipios de Minas Gerais, em geral, naqueles proximos
aos limites com o estado de Sao Paulo. H4 somente uma coleta proveniente do Rio de
Janeiro, contudo a auséncia de dados na etiqueta da exsicata impossibilita saber em
gue municipio do estado a planta teria sido coletada. Habita locais, cujas altitudes
variam entre 700 e 2.000 m, e pode ser encontrada nos mais diversos tipos de
ambientes como afloramentos rochosos, campo arenoso, cerrado pedregoso, campo
Umido, campo sujo, capao de mata, capoeira, campo com palmeiras do género Butia
Becc. (“butiazal’) e em borda de mata de galeria. Trata-se também de uma planta

invasora, frequiente em regides de campo degradado (Lima & Pirani, 2008).

18 v aH
1}
v 'I ‘:‘_r:.-
22 . R 4
e s
- oL
26 -4
s N
%)._‘[ D+-
_apl? 2P0 km = |

5@ 52 48 44 40

Figura 29. Mapa de distribuicao da espécie C. splendidus. Retirado de Lima & Pirani (2008).

Observa-se na Fig. 29 que C. splendidus apresenta uma area de distribuicdo
compreendendo os estados de Minas Gerais, Espirito Santo, Rio de Janeiro, Parana e
Santa Catarina, e de acordo com Lima & Pirani (2008) desenvolve-se,
preferencialmente, como espécie de altitude entre os 1.000 e 1.600 m de altura.
Entretanto, ocorre também ao nivel do mar, nas restingas; porém, nesse tipo de
ambiente, bem como nos campos litordneos, ocorre esporadicamente como elemento
raro e estranho. Trata-se de uma planta heli6fila que ocorre nos mais diversos tipos de

ambientes como restinga aberta, campo, campo rupestre, campo cerrado e borda de
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capao. Também foi coletada em campos de altitude e junto a matas nebulares. Pode
ser encontrada tanto em locais com solo arenoso, de restinga e margem de rios,

guanto em ambientes com solo pedregoso, como 0 dos campos rupestres.

A espécie utilizada como grupo externo, C. urucurana, apresenta distribuicao
geografica nos estados de Rio de Janeiro, Minas Gerais, Sao Paulo, Parana, Santa
Catarina, Rio Grande do Sul, Bahia e Mato Grosso do Sul (Lorenzi, 1992).

Com os dados disponiveis a respeito da distribuicdo geogréfica das espécies
analisadas neste trabalho, pode-se combina-las com os dados obtidos através da
analise por AFLP (ver Figs 23 e 24), técnica que forneceu melhores resultados do que

aqueles obtidos pelo sequenciamento das trés regibes gendmicas (ver Figs 16 e 17).

Os dados extraidos das distribuicbes geogréaficas apresentadas acima estdo
representados graficamente no diagrama de afinidades obtido por AFLP (Fig. 25B) e
mostrados na Fig. 30. Uma vez que a maioria das amostras utilizadas neste trabalho
esta localizada no dominio vegetacional da Mata Atlantica, que corresponderia a
provincia biogeogréafica Paranaense, segundo Cabrera & Willink (1973), pode-se

utilizar uma mesma metodologia para expressar essa variagao.

Estudos visando outras andlises biogeograficas ndo seriam possiveis neste
trabalho, devido ao alto grau de similaridade genética observada entre as espécies
aqui utilizadas. Isto pode ser observado no filograma da Fig. 17; quanto menores as
distancias relativas entre as diferentes amostras, menores sédo os graus de diferencas
genéticas observadas no sequenciamento. Além disso, o namero de espécies
utilizadas foi baixo, se comparado com a totalidade de espécies pertencentes a secdo
Lamprocroton (a qual pertencem as espécies estudadas) ou mesmo ao género como

um todo.
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(ABCDEFH) urucurana
(BCE) varglabrus1
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(ABD) dichrous2 F-RS
(ABCD) affinis G-ES
(ACDEG) splendidus2 H-BA/MS
(ACDEG) splendidus1

(A) ceanothifolius

~——_ (CF) myrianthus

Figura 30. Topologia com as areas ancestrais otimizadas, indicando areas reconstruidas como
de distribuicdo ancestral para os diferentes clados.

Os circulos coloridos do grafico da Fig. 30 representam a probabilidade de
distribuicbes ancestrais em cada n6. Em alguns casos, a otimizacdo resulta em
hipbteses alternativas de distribuicdo ancestral; por exemplo, no né 25, verifica-se que
a reconstrucdo da éarea de distribuicdo ancestral resultou em trés hipoteses
alternativas AF, AC e ACF. Para o n6 23, a presenca de mdultiplas cores indica uma
reconstrucdo da &rea de distribuicdo ambigua, sem definicdo correta, pois muitas

opcdes podem ser consideradas como areas de distribuicéo ancestral para esse no.

Os dados da Fig. 30 permitem inferir que um possivel ancestral comum as
espécies do Complexo, correspondente ao né 26, provavelmente, ocupava uma area
em A (Minas Gerais) ou em C (Santa Catarina), com igual probabilidade para os dois
estados, pois as duas coloragfes dividem o circulo em dois semicirculos iguais. 1sso
pode ser explicado pelo fato de que a maioria das espécies apresenta distribuicdo
geografica em apenas um estado, ou nos dois; somente C. dichrous ndo ocorre no
estado de Santa Catarina, e as variedades de C. pallidulus, bem como C. myrianthus

nao ocorrem no estado de Minas Gerais.

Através desta analise ndo se pode inferir qual a provavel area ancestral comum

as duas variedades de C. pallidulus, uma vez que h& congruéncia nos dados de
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distribuicdo, havendo uma diferenciacdo quanto a ocorréncia de C. pallidulus var.
pallidulus no estado de Rio Grande do Sul. Portanto, ndo se pode afirmar que houve
uma possivel difusdo de uma das variedades, isto é, uma expansédo gradual da area
de distribuicdo acompanhando colonizacdes de areas favoraveis proximas ponto a
ponto, ou uma dispersdo a longa distancia; isto porque elas compartilham até mesmo

o habitat em que ocorrem.

Nos noés 19 e 20, ha uma definicdo quanto a area de distribuicdo ancestral
referente as espécies C. dichrous e C. pallidulus var. pallidulus. O estado de Sao
Paulo parece ser a provavel area de distribuicdo ancestral para este clado, uma vez
gue a primeira espécie ocorre somente na regido Sudeste, e a segunda, na regiao Sul.
Uma possivel explicagdo deve-se a localizagao “privilegiada” do estado de Sao Paulo
para ambas as espécies, podendo ter sido, dessa maneira, a “nascente” da

distribuicdo de ambas as espécies.

A classificacdo da distribuicdo geogréafica de C. aff. erythroxyloides seguiu a
distribuicdo de C. erythroxyloides, o que ndo foi correto, uma vez que se verificou

tratar-se de duas amostras com caracteristicas diferentes.

As reconstrucdes de areas ancestrais obtidas com o programa S-DIVA podem
informar que o padréo atual de distribuicdo das espécies do Complexo se deve a um
possivel ancestral comum a todas elas. Esse ancestral pode ter ocupado uma ampla
regido, provavelmente, desde Minas Gerais até Santa Catarina, ou seja, entre as
regides Sudeste e Sul do Brasil, indicando uma distribuicdo ancestral ampla. Porém,
devido a algum evento pontual, surgiram especiacbes, com padrdes de distribuicdo
diferenciados para cada espécie. Entretanto, certas caracteristicas morfoldgicas estéo
sendo ainda compartilhadas por varias espécies. Algumas delas, como C.
erythroxyloides e C. splendidus apresentam um padrdo de distribuicdo amplo,
enguanto em outras ele é mais especifico, até se tornar endémico, como é o caso de
C. ceanothifolius.

Um estudo biogeografico ideal seria possivel, por exemplo, com a unido de
dados de todas as espécies da se¢do Lamprocroton, melhor do que a utilizagdo
apenas de dados apenas de um grupo, pois somente dessa forma seria possivel
considerar todos os viés, e também as relacdes de parentesco entre as diferentes
espécies, ndo somente aquelas do Complexo. Com isso, poder-se-ia inferir um estudo

filogeografico com resultados mais interessantes e completos.
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5. Resumo

O projeto abordou a deteccdo de polimorfismos genéticos num Complexo
formado por algumas espécies de ampla ocorréncia no Sudeste-Sul do Brasil, cuja
delimitacdo ainda ndo esta muito bem estabelecida, por apresentar grande
polimorfismo morfolégico que suscita dividas quanto a se tratar de uma Unica ou de
varias espécies. Foram estudadas as seguintes espécies: C. ceanothifolius, C.
dichrous, C. erythroxyloides, C. aff. erythroxyloides, C. myrianthus, C. pallidulus var.
pallidulus, C. pallidulus var. glabrus e C. splendidus. A proposta do presente trabalho
foi avaliar a consisténcia das espécies estudadas, por meio de analise filogenética
baseada em sequéncias de ITS e duas regibes do DNA do cloroplasto (trnL-F e
rpsl6), e por meio de marcadores AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism).
Como grupo externo foi utilizado C. urucurana. Como objetivo adicional procurou-se
estudar filogeograficamente as espécies do Complexo, por meio de analises de
populacdes disjuntas, distribuidas desde o Sudeste até o Sul do pais. Inferéncias
filogenéticas foram realizadas a partir das sequéncias de DNA, realizadas através dos
critérios de maxima parciménia e probabilidades posteriores (analise bayesiana). Os
resultados mostraram a grande unido da maioria das espécies do Complexo em uma
politomia; as populagbes de C. dichrous e C. aff. erythroxyloides surgiu
separadamente em um clado, assim como duas populacdes de C. pallidulus var.
glabrus com C. myrianthus, além de trés populacdes de C. pallidulus var. pallidulus e
outras espécies do Complexo emergirem em outro clado. Pela técnica de AFLP,
obtiveram-se fragmentos polimérficos, utilizados como caracteres nas relacdes de
afinidade genética através da analise Neighbor-Joining (realizada no programa PAUP).
Observou-se que as duas variedades de C. pallidulus emergem em clados diferentes,
enguanto as duas populacbes de C. pallidulus var. glabrus emergem em um mesmo
clado. C. pallidulus var. pallidulus apresentou-se como taxon parafilético, na medida
em que aparece agrupada com diferentes espécies, resultado este gque confirma a
natureza distinta das duas variedades. C. erythroxyloides e C. aff. erythroxyloides
mostraram, através dos dois métodos de analises moleculares, ser espécies distintas.
C. splendidus, C. ceanothifolius e C. myrianthus ndo estdo bem resolvidas,
misturando-se, muitas vezes com C. pallidulus var. pallidulus. Por fim, foi verificada se
havia congruéncia entre as topologias obtidas com a analise baseada na combinagéo
dos dados de sequenciamento com aquela obtida por AFLP. O estudo de biogeografia
indicou que a é&rea de distribuicAo ancestral do grupo provavelmente & ampla,
localizando-se entre Minas Gerais e Santa Catarina, uma vez que a distribuicdo das

espécies do complexo se da preferencialmente nestes estados.
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6. Abstract

The project addressed the detection of genetic polymorphisms in a Complex
formed by some species of widespread occurrence in southeast of Brazil, whose limits
are not yet well established, by presenting great morphological polymorphism that
raises doubts as to whether it is a single or various species. The following species were
studied: C. ceanothifolius, C. dichrous, C. erythroxyloides, C. aff. erythroxyloides, C.
myrianthus, C. pallidulus var. pallidulus, C. pallidulus var. glabrus and C. splendidus.
The purpose of this study was to evaluate the consistency of the species studied by
means of phylogenetic analysis based on sequences of ITS and two chloroplast DNA
regions (trnL-F and rpsl16), and by AFLP markers (Amplified Fragment Length
Polymorphism). Was used as outgroup C. urucurana. As additional objectives, we tried
to study the phylogeography of the species complex, through analysis of disjunct
populations distributed from the Southeast to the South. Phylogenetic inferences were
made from DNA sequences, performed by the criteria of maximum parsimony and
posterior probabilities (Bayesian analysis). The results were a great union of most
species of the Complex in a polytomy; the populations of C. dichrous and C. aff.
erythroxyloides emerged separately in a clade, apart from two populations of C.
pallidulus var. glabrus with C. myrianthus, besides the three populations of C. pallidulus
var. pallidulus and other species of Complex emerging in another clade. For the AFLP
technique, we obtained polymorphic fragments used as characters in the genetic
affinity relationships through the neighbor-joining analysis (performed using the PAUP).
It was observed that the two varieties of C. pallidulus emerge in different clades, while
the two populations of C. pallidulus var. glabrus emerge in the same clade, C.
pallidulus var. pallidulus appeared as a paraphyletic taxon, as it appears grouped with
different species, a result that confirms the distinct nature of these two varieties. C.
erythroxyloides and C. aff. erythroxyloides shown by the two methods of molecular
analysis, to be distinct species. C. splendidus, C. ceanothifolius and C. myrianthus are
not well resolved, blending, often with C. pallidulus var. pallidulus. Finally, there was
congruence between the topologies obtained with the analysis based on combined
sequencing data with that obtained by AFLP. The study of biogeography indicated that
the distribution area of the ancestral group is probably wide, situated between Minas
Gerais and Santa Catarina, since the distribution of species of the complex occurs

preferentially in those states.
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8. ANEXOS

Os anexos abaixo correspondem a analises utilizando a plataforma Windows.

Anexo 1. Analise de maxima parcimonia utilizando o programa PAUP

Para esta analise sera necessario ter instalado no computador dois programas:
* BioEdit
s PAUP

1. Preparacao para a matriz

No programa BioEdit deve-se alinhar todas as sequéncias, editar o nome das
espécies (cuidado para ndo apresentar nomes idénticos, caso haja diversos individuos
de uma mesma espécie identifica-los de modo diferente) e codificar os eventos de
indels caso queira. Com os indels codificados, anote num papel todas as posicbes de

comeco e final desses eventos, assim como regides ambiguas.

Os espaco entre os nomes e identificacbes ndo podem ser separados por
espaco ( ) ou hifen (- ). O ideal é utilizar o “underline” ( _ ). Colocar o terminal que

sera considerado grupo externo no topo da matriz.

Para montar a base da sua matriz escolha a opcao file > export - tab-

delimited text (title.tab.sequence) = digitar o nome do arquivo xt

2. Construindo sua matriz

Abrir o arquivo ____ .txt dentro do programa WordPad ou Bloco de Notas.

Pode-se entdo visualizar (nome — tabulag&o — sequéncia):

nomel
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
nome2
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
nome3
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN

nomeN
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NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN

Antes da matriz, adicionar algumas linhas. A matriz tem de seguir 0 seguinte

modelo:

#Nexus

Begin data;

Dimensions ntax= xx nchar= xx;

Format datatype= DNA Symbols=“012 .... 8 9” gap= -;
Options gapmode=missing;

Eliminate Xx-xX XX-XX XX-XX XXX-XXX XXX-XXX ...... XXXX-XXXX;

Matrix [Comeca sua matriz de dados]

nomel NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
nome2 NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
nome3 NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
nomeN

NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN

End;
Os dados né&o preenchidos correspondem a:

- ntax: niumero de terminais da sua analise;
- nchar: nimero de caracteres totais da sua analise;

- symbols: caso nao haja eventos a serem codificados, esta opcdo nao é necessaria.
Os numeros colocados neste espaco devem compreender aos numeros utilizados na

matriz.

- eliminate: numeros que correspondem as posi¢oes dos indels codificados ou regides

ambiguas excluidas.

Preste atengéo: se algum dado ou ponto e virgula faltar na matriz, ao executa-
la no programa PAUP este ird& mostrar o erro e ndo serad possivel continuar o

procedimento.
Obs: se houver ~ entre os caracteres na matriz, trocar para -.

3. Gerando um bloco de comando
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Para a andlise de parcimbnia pode-se utilizar o seguinte bloco de comando
digitado no WordPad ou Bloco de notas:

Begin PAUP;

set autoclose=yes warnreset=no increase=auto;

set criterio=parsimony;

hsearch nreps=1000 nchuck=20 chuckscore=1 addseq=random;

savetrees brlens=yes file= _____hsearch.tre replace=yes;

contree /strict=yes treefile=___ con.tre percent=50 replace=yes;
log start=yes file=____.log replace=yes;

describetrees;

bootstrap search= heuristic nreps=1000 conlevel=50;
savetrees from=1 to=1 file= boot.tre
savebootP= nodelabels maxdecimals=1 replace=yes;

log stop;

END;

Através desse bloco de comando sera possivel realizar diversas etapas como:
busca através do método de parcimbnia, salvando as melhores arvores; obter e salvar
0 consenso estrito; obter a descri¢cdo das arvores sobre os caracteres, Cl e RI; e obter

os valores de “bootstrap” para os ramos.

Neste bloco de comando o critério selecionado foi a parciménia (linha 3), sendo
descrita na linha seguinte os seus parametros com: 1000 réplicas, retencdo de 20
arvores para cada busca e adicdo das sequéncias de modo aleatério (randémico). A
linha 6 mostra 0 comando para 0 consenso estrito e 0 arquivo que sera salvo (treefile=
______con.tre). Na posicdo onde se encontra o “underline” substitua pelo nome

desejado para o arquivo.

Na linha 7 ser& criado um arquivo do tipo log, onde serdo guardadas todas as
informagbes das proximas linhas de comando. Na linha 8 serdo descritos os dados
sobre a arvore. Nas proximas linhas serdo gerados os valores de “bootstrap” e sendo
salvo um de suas arvores.

4. Executando a matriz no PAUP
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Cole os seus arquivos da matriz e do bloco de comando na raiz do programa.
Abra o programa PAUP e execute sua matriz da seguinte forma:

execute nomedasuamatriz.txt; <enter>

Verifique se o programa aceitou sua matriz mostrando sua descri¢ao.

Processing of file “nomedoarquivo.txt” begins...
Data read in DNA format

Data matrix has xx taxa, xxxx characters

xxx characters excluded via “Eliminate” command.
Valid character-state symbols: 012..89ACGT
Missing data identified by ‘?’

Gaps identified by *-*

“Equate” macros in effect:

R,r = =>{AG}
Y,y ==>{CT}
M.m = => {AC}
K,k ==>{GT}
S,s ==>{CG}
W,w = => {AT}
H,h = => {ACT}
B,b ==>{CGT}
V,v ==>{ACG}
D,d ==> {AGT}

N,n = => {ACGT}

Processing of file “nomedoarquivo.txt” completed.

A seguir execute o bloco de comando da seguinte forma:
exe nomedoblocodecomando.txt; <enter>

Ao terminar todos os comandos digitar quit; <enter>

obs: A arvore a ser utilizada é a .con porque ela representa 0 consenso estrito,
e os valores de bootstrap a serem plotados para a andlise de maxima parcimonia

serdo obtidos no arquivo log criado na raiz do programa PAUP.
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Anexo 2. Andlise bayesiana utilizando o programa MrBayes

Para esta analise sera necessario ter instalado no computador trés programas:

PAUP
MrMODELTEST
MrBAYES.

1. Abrir o programa PAUP.

2. Executar sua matriz com os dados moleculares. Para isso selecionar a op¢éo
FILE - OPEN. A matriz deve conter um cabecalho utilizado para o programa PAUP
(versdo windows) ou digitar a seguinte linha de comando (versdo DOS): execute

nomedoarqguivo.nex; . (O arquivo deve estar na mesma pasta que o programa Paup).

3. Copiar o arquivo MrModelblock dentro da pasta do programa MrModeltest2.
Colar este arquivo na mesma pasta que o programa Paup. Executar o arquivo

Mrmodelblock, digitando a linha de comando: execute mrmodelblock;

4, Irdo aparecer na tela os diversos testes realizados pelo programa (os modelos
evolutivos).
5. Serdo criados dois arquivos mrmodel.scores e mrmodelfit. Estes arquivos

podem ser renomeados se achar necessidade.

6. Procurar a pasta onde foi salva o arquivo mrmodel.scores, provavelmente na

pasta do programa PAUP. Copiar o arquivo.

7. Cole o arquivo na raiz do Windows (C:). Nesse mesmo local também deve

estar localizado o programa MrModeltest2.

8. Abrir o prompt de comando, para isso clicar em Iniciar - Todos o0s
programas > Acessérios - Prompt de comando. A tela de DOS do Windows

abrira.

9. Para chegar até a raiz (C:), dé o comando cd\ e tecle enter para chegar a raiz
C:/.

10. Digitar a linha de comando mrmodeltest2 < mrmodel.scores > modelos. out

e tecle enter. Aparecera uma mensagem Program is done.
11. Digitar exit <enter>.

12. Abrir o arquivo modelos .out no bloco de notas. No documento havera dois
blocos de comandos: um para o PAUP para se fazer analise de Méaxima

verossimilhanca e depois 0 bloco para andlise bayesiana (MrBayes). Procurar a
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andlise referente a hLRT (HIERARCHICAL LIKELIHOOD RATIO TESTS). Observar no
final do bloco hLRT a linha de comando referente a andlise bayesiana (MrBayes).
Copiar desde alinha que comeca com a chave ([!) até o comando END;.

[!
MrBayes settings for the best-fit model (xxx+x+x) selected by hLRT in MrModeltest 2.2

]
BEGIN MRBAYES;

Prset statefreqpr=xXxxxXxXxxxxx;
Lset nst=x rateS=xxXXXXX;
END;

13. Abrir a matriz rodada no PAUP no bloco de notas e colar as linhas de comando
no final do arquivo. Deletar a linha de comando OPTIONS GAPMODE=MISSING;. Se
houver a linha de comando Eliminate, substituir pela palavra Exclude. Recortar e
colar depois do END da matrix e antes das linhas de comando para analise bayesiana.
Se houver a linha de comando SYMBOLS “0 1 2 3 ...” deletar. Salvar a matriz num

novo arquivo, por exemplo, matrizbay.txt. Fechar o bloco de notas.
14, Abrir o programa MrBayes.

15. Copiar o arquivo matrizbay.txt para a pasta do programa MrBayes. Para

executar a matriz digite execute matrizbay.txt; <enter>.
Ird analisar a matriz mostrando informacfes a seu respeito.

Executing file “matrizbay.txt”
DOS line termination
Longest line length = xxxx
Parsing file
Expecting NEXUS formatted file
Reading data block
Allocated matrix
Matrix has xx taxa and xxxx characters
Data is DNA
Gaps coded as —
Setting default partition (does not divide up characters).
Taxon 1 - nomel
Taxon 2 - nome2

Taxon N > nomeN
Setting output file names to “matrizbay.txt.run<i>.<p/t>”
Successfully read matrix
Exiting data block
Excluding character(s)
Reading MrBayes block
Setting statefregpr to XXXXXXXXXXXXXX(X,X,X,X)
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Successfully set prior model parameters
Setting Nst to x
Setting rates to Xxxxx
Successfully set likelihood model parameters
Exiting MrBayes block
Reached end of file

16. Caso a matriz ndo siga até a leitura final € necessario corrigir o erro indicado

pelo programa.

17. Para iniciar a analise digitar uma linha de comando:

mcmc ngen=10000000 nruns=2 nchains=4 printfreq=1000 samplefreq=1000;
Esta linha de comando significa:

-mcmc: para iniciar a anélise

- ngen: o nimero de busca que sera feita

- nruns: o numero de corridas simultaneas, mas independentes

- nchains: o nimero de cadeias utilizadas

- printfreq: sera mostrado na tela a cada 1000 buscas o seu valor

- samplefreq: sera salvo os valores no arquivo (matrizbay.run.t) a cada 1000 buscas

18. Ao executar esse comando aparecerdo na tela (a cada 1000 buscas) os
menores valores encontrados para as 4 cadeias (os valores entre os 3 ( xxx) — cadeias
frias e 1 [xxx] — cadeia quente) e para as duas corridas (sao separadas pelo *). No final

da linha o tempo estimado para o término da analise sera indicado ( X:XX:XX):

1000 — (-2847.80) (-2850.15) (-2860.13) [-2750.66] * (-2832.80) (-2855.77) [-2800.13]
(-2810.66) — X:XX:XX

19. Terminando o namero de réplicas proposto, 0 programa perguntara se havera
prosseguimento na analise. Ao digitar N a analise é terminada. Minimizar o programa

MrBayes.

20. Abrir no WorDPad ou bloco de notas os arquivos matrizbay.txt.runl e

matrizbay.txt.run2 (arquivos p).
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21. Ao abri-los pode-se observar diversas colunas. Na primeira encontram-se as
geracOes salvas. Na segunda coluna apresentam-se os comprimentos das arvores
(LnL).

LnL

0 110 000 ngen 1 000 000

Nesta coluna deve-se observar a partir de que geracéo os valores tornam-se 0s
maiores (uma vez que os valores sdo negativos). Como no gréfico ao lado, chega-se a
um ponto, no qual os valores ficam mais constantes. Este é o valor do “burnin”. O

“burnin” é o valor que sera utilizado para descartar as arvores antes desse ponto.

Por exemplo: Numa analise com 1 milhdo de geracdes e salvando uma a cada 1000
geracbes [(1milhdo/1000) + 1], temos uma total de 100.001 arvores salvas.
Observando que o ponto, onde a analise mantém seu valor é de 110.000, o valor do

“burnin” é de 110. (logo as 110 primeiras arvores serdo descartadas).

22. Voltar para o programa MrBayes.
23. Abrir um bloco de log. (log start; <enter>)

24, Para obter as probabilidades posteriores e o consenso de maioria, entrar com a

seguinte linha de comando:
sumt burnin=xxx contype=halfcompat showtreeprobs=no nruns=2;

Diversos arquivos serdo criados. No arquivo matrizbay.txt.con sera salvo uma arvore
de consenso de maioria para cada corrida (duas arvores). No arquivo log criado

(log.out) estaréo as probabilidades posteriores para 0s ramos.

25. Ao terminar de calcular todas as probabilidades, entrar com a linha de

comando para fechar o arquivo log. (log stop; <enter>)

26. Para sair do programa digitar: quit; <enter>
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Anexo 3. Combinacéao de marcadores e Teste de congruéncia ILD

1. Combinando os dois marcadores

Para analisar simultaneamente os dados dos dois marcadores, abrir um dos
arquivos das matrizes do bloco de notas (A) e considere este arquivo como base. Abrir
0 outro marcador (B) e copiar somente a matriz. Colar a matriz (B) no arquivo da
matriz (A), abaixo desta. Conferir se os terminais estdo exatamente na mesma ordem
e com os nomes idénticos. No exemplo abaixo, a matriz apresenta dois marcadores.
Se quiser, pode-se identificar cada matriz correspondente ao seu marcador, desde que
0 comentario esteja entre colchetes (por exemplo, [rps16]). Qualquer informacéo a ser
colocada entre colchetes nao € lido pelo programa. Verificar se o nimero de terminais
€ 0 mesmo (ntax). Se os dois marcadores apresentarem 0 mesmo numero de
terminais, e exatamente os mesmos terminais, pode prosseguir a analise. Entretanto,
se um dos marcadores ndo possuir o mesmo numero de terminais, este que falta deve
ser eliminado da outra matriz. O nimero total de caracteres sera a soma dos dois
marcadores. O comando que o0 programa ird reconhecer que existe mais de uma
matriz € o comando “INTERLEAVE”.

#Nexus

[ITS, trnL-F, rps16]

Begin data;

Dimensions ntax= 14 nchar= 1730;

Format datatype= DNA Symbols= “0 1 2 3 4” gap= - INTERLEAVE;
Options gapmode=missing;

Eliminate 36-40 89-93 98-103 1336-1340 1348-1349 1367-1371

Matrix

[ITS]

Croton_urucurana TCCGTAGGTGAACCTGCG
Croton_pallidulus_var._pallidulus_1 TCCGTAGGTGAACCTGCG
Croton_pallidulus_var._pallidulus_2 TCCGTAGGTGAACCTGCG
Croton_pallidulus_var._pallidulus_3 TCCGTAGGTGAACCTGCG
Croton_dichrous_1 TCCGTAGGTGAACCTGCG
Croton_dichrous_2 TCCGTAGGTGAACCTGCG
Croton_splendidus_1 TCCGTAGGTGAACCTGCG
Croton_splendidus_2 TCCGTAGGTGAACCTGCG
Croton_ceanothifolius TCCGTAGGTGAACCTGCG
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Croton_aff._erythroxyloides TCCGTAGGTGAACCTGCG

Croton_erythroxyloides TCCGTAGGTGAACCTGCG
Croton_dusenii TCCGTAGGTGAACCTGCG
Croton_myrianthus TCCGTAGGTGAACCTGCG
Croton_pallidulus_var._glabrus TCCGTAGGTGAACCTGCG
[trnL-F]

Croton_urucurana ACTAAGTGATAACTTTCAAA
Croton_pallidulus_var._pallidulus_1 ACTAAGTGATAACTTTCAA-
Croton_pallidulus_var._pallidulus_2 ACTAAGTGATAACTTTCAA-
Croton_pallidulus_var._pallidulus_3 ACTAAGTGATAACTTTCAA-
Croton_dichrous_1 ACTAAGTGATAACTTTCAA-
Croton_dichrous_2 ACTAAGTGATAACTTTCAA-
Croton_splendidus_1 ACTAAGTGATAACTTTCAA-
Croton_splendidus_2 ACTAAGTGATAACTTTCAA-
Croton_ceanothifolius ACTAAGTGATAACTTTCAA-
Croton_aff._erythroxyloides ACTAAGTGATAACTTTCAA-
Croton_erythroxyloides ACTAAGTGATAACTTTCAAA
Croton_dusenii ACTAAGTGATAACTTTCAAA
Croton_myrianthus ACTAAGTGATAACTTTCAA-
Croton_pallidulus_var._glabrus ACTAAGTGATAACTTTCAA-
end;

Um detalhe que deve ser tomado em conta é o comando “eliminate” (mostra
guais regibes da sequéncia tem de ser eliminados). Caso apenas uma matriz
apresente regibes eliminadas, é conveniente que esta figue em primeiro, bastando
copiar a linha de comando “eliminate” da matriz original e colar. Entretanto se mais de
uma matriz apresentar regides eliminadas, o nimero de caracteres tera de ser somado

a matriz anterior. Vide exemplo:
Matriz 1 — 900 caracteres  Eliminate 15-32 45-51
Matriz 2 — 850 caracteres  Eliminate 30-35 48-53 (SOMAR 900)

Ao unir todos os dados tem-se que somar 0s caracteres da matriz anterior, e a
linha final de Eliminate sera 15-35 45-51 930-935 948-953
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Apb6s todas as modificacBes, deve-se salvar o arquivo da matriz combinada.
Com a matriz pronta, pode-se criar o bloco de comando e rodar o programa. Para isso,
repetir os passos 3 e 4 do Anexo de Parcimonia.

O teste de congruéncia ILD é realizado quando dois ou mais marcadores sao

combinados.

2. Criando um bloco de comando

#NEXUS

Begin PAUP;

log file = ildtest.log;

hompart partition= [regioes] nreps=100 /start=stepwise addseq=random nreps=10
savereps=no randomize=addseq rstatus=no hold=1 swap=TBR multrees=yes;

log stop;

End;

Através desse bloco de comando sera possivel realizar o teste ILD para
identificar se as diferentes regides, ou marcadores, podem ser combinados. A terceira
linha mostra o comando em que ir4 salvar no arquivo ildtest.log todas as informacfes
gue aparecerem na tela do computador. A seguir, inicia-se a linha de comando para o
teste de particdo. Os demais comandos jA foram comentados no Anexo anterior
(Parcimdnia) no topico 3. Gerando um bloco de comando.

Salvar o arquivo (por exemplo, ildtest.txt). Esta andlise sera realizada no
programa PAUP, portanto, recortar o arquivo e colar na mesma pasta do programa
PAUP.

2. Complementando sua matriz

Abrir 0 arquivo que contém as matrizes combinadas no bloco de notas. O
modelo utilizado para cada diferente marcador continua sendo o0 mesmo para este das
combinagbes, com a diferenca de que ao final da matriz, depois de ; End; deve-se
acrescentar um comando:

End; (Final da matriz)
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Begin sets;

charset d1= 1-XX; (1° bloco de dados)
charset d2= XX-XXX; (2° bloco de dados)
charpartition [Regioes]= Regiaol:d1, Regiao2:d2;

end;

Os dados néo preenchidos correspondem a:

- charset d1: caracteres do marcador 1 a ser utlizado, por exemplo, se forem

utilizados 750 caracteres deve-se anotar 1-750;

- charset d2: caracteres do marcador 2 a ser utlizado, por exemplo, se forem utlizados

mais 900 caracteres, deve-se anotar 751-1650;

Novamente prestar atencdo: se algum dado ou ponto e virgula faltar na matriz,
ao executa-la no programa PAUP este ira mostrar o erro e nao sera possivel continuar
o procedimento. Certificar-se de que o nome dado apdés o comando “charpartition” seja
0 mesmo do utilizado no bloco de comando na quarta linha (hompart charpartition =
[regiBes]).

3. Executando a matriz no PAUP

Colar os arquivos da matriz e do bloco de comando na raiz do programa. Abrir

o programa PAUP e executar sua matriz da seguinte forma:

execute nomedasuamatriz.txt; <enter>

Para iniciar a analise de particdo executar o bloco de comando da seguinte

forma:

exe ildteste.txt; <enter>

Quando a andlise terminar, o programa ir4 apresentar um valor para P. Como a
hip6tese nula é que os dados sdo homogéneos, quando o valor de P for menor ou
igual a 0,05 os dados sdo considerados incongruentes, caso contrario, os dados

podem ser utilizados e combinados.
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Anexo 4. Utilizag&o do software GeneMapper Version 4.1

1. Ao abrir o programa, o primeiro passo € clicar em File>New Project e escolher
AFLP, posteriormente adicionar amostras ao projeto em File>Add Samples to
Project, selecionar a aba Files e navegar pelas pastas até encontrar o arquivo ou
pasta em que foram salvos os dados de seqiienciamento, depois de feita esta etapa
clicar em Add to List e posteriomente em Add;

2. Observar se existe um método de andlise ou se deverda ser criado um

(consultar o AFLP System Analysis Getting Started Guide na pagina 15);

3. Apés estas etapas observar o método de analise a ser empregado para o
projeto, e também o Size Standard a ser utilizado (em geral utiliza-se 0 GS500(-250)
ROX);

4. Clicar em Analysis>Analyse ou simplesmente na seta verde acima do painel

de amostras, e escolher um nome a ser salvo para a sua analise;

5. As amostras a serem analisadas serdo aquelas em que aparecerem um
guadrado verde na coluna SQ indicando que o sequenciamento foi realizado de modo
correto, ou que sua amostra esta adequada para ser analisada. Se ndo aparecer este

guadrado verde em SQ sua amostra ndo podera ser analisada;

6. Depois de realizada esta etapa, clicar em Analysis>Display Plots para
mostrar o eletroferograma para cada amostra que se quer analisar, nesta etapa €
importante observar cada pico, pois muitas vezes o software considera picos que
estdo muito préximos como dois diferentes picos, o que pode interferir na analise

posteriormente;

7. Na tela aberta do Samples Plot, observar que existem trés diferentes
coloragdes indicando qual marcador de fluorescéncia foi utilizado (o vermelho
corresponde ao padrdo ROX utilizado), mais ao lado podem-se observar trés caixas a
direita, indicando: No Table, Sizing Table e Genotypes Table, clicar na segunda e
aparecerd uma lista abaixo do eletroferograma indicando quais os picos que foram
selecionados de acordo com o método de analise escolhido, sendo importante
observar o tamanho do pico (que vai variar se desejar uma intensidade alta ou baixa,
por exemplo, a altura acima de 100 que pode ser considerado um pico interessante
para a analise), e nesta etapa, se desejar modificar o tamanho do pico a ser escolhido,

ter4 que modificar o método de analise, em Analysis>Analysis Method Editor;
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8. Aparecera uma tela com diversas abas, em que a correspondente a Allele
diversos componentes podem ser observados, e modificados de acordo com a
necessidade, sendo que os principais sdo Analyse Dyes (em que se pode modificar o
marcador de fluorescéncia utilizado) e em Panel>Bin width (bp) o normal é 1.0
(equivalente a agrupar tamanhos dos picos de um em um, por exemplo de 100 a 101,
de 101 a 102 e assim por diante), porém pode-se utilizar tamanhos maiores, por
exemplo 2.0 (equivaleria a agrupar os tamanhos dos picos de 2 em 2). Na aba Peak
Detector, pode-se modificar em Ranges>Sizing o Start Size (a partir de qual
tamanho se quer que a analise comece, por exemplo, no caso deste projeto a partir de
75pb) e o0 Stop Size (geralmente 500pb);

9. Apo6s as modificacdes, procede-se novamente a observacao dos picos, como
na etapa seis. Todas as amostras da corrida devem ser observadas, pois como fora
dito, muitas vezes o software pode considerar um pico muito préximo do outro como
diferentes, sendo que podem ser 0os mesmos, a0 menos para a analise. Feita a
observacao, procede-se a etapa de exportar os dados de presenca ou auséncia dos

picos para cada amostra em um arquivo do tipo Excel ou Bloco de Notas.

10. Para tanto, observa-se uma aba Genotypes no painel inicial, em que diversos
resultados podem ser analisados, sendo que o importante a ser observado é a
guantidade de alelos obtidos para a analise. Clicar em Tools>Gene Mapper Manager,
e abrir a aba Report Settings, clicar em New para abrir o editor. Adicionar 0 nome
gue se deseja (por exemplo, o numero da combinagcdo a ser testado), e abaixo em
namero de alelos acrescentar a quantidade de alelos observado anteriormente. Na
aba Genotype, adicionar as colunas que desejar, podendo utilizar as teclas Ctrl ou
Shift para selecionar Sample File, ou Sample Name, e todos os alelos. Salvar em

OK, e depois clicar em Done para fechar o Gene Mapper Manager;

11. Selecionar todas as amostras do projeto em Edit>Select All, clicar em
Analysis>Report Manager, e selecionar em Report Setting o nome digitado. Clicar
em File>Export Table, escolher a pasta em que se deseja salvar 0 arquivo, homea-lo
e clicar em Save. Existem algumas op¢des de como exportar o arquivo, uma em cima
Export File as em que se pode salvar em arquivo .txt ou .csv (o primeiro se refere a
arquivo de texto, podendo ser utilizado para o Bloco de Notas posteriormente, e 0
outro a arquivo do Excel), e o abaixo existem basicamente as mesmas opcoes (as
etapas 10 e 11 deste protocolo podem ser melhor detalhadas nas paginas 81 e 82 do

guia mencionado anteriormente na etapa 2);

12. Fechar o Report Manager e posteriormente o programa em File>EXxit.
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Anexo 5. Analise de Neighbour Joining utilizando o programa PAUP

1. Construindo sua matriz

Abrir o arquivo .Ixt obtido no anexo anterior, do programa GeneMapper,
dentro do programa WordPad ou Bloco de Notas. Pode-se entédo visualizar (home —
tabulacdo — sequéncia) (NNNNN indica os 0 e 1 — auséncia ou presenca dos picos):

nomel
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
nome2
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
nome3
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN

nomeN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN

Antes da matriz, adicionar algumas linhas. A matriz tem de seguir 0 seguinte

modelo:

#Nexus

Begin data;

Dimensions ntax= xx nchar= xx;
Format datatype= STANDARD gap= - ;

Options gapmode=missing;

Matrix [Comeca sua matriz de dados]

nomel NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
nome2 NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
nome3 NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
nomeN

NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN

End;
Os dados né&o preenchidos correspondem a:
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- ntax: nimero de terminais da sua analise;
- nchar: nimero de caracteres totais da sua analise;

Obs: como a matriz trata de presenca ou auséncia dos caracteres (no caso de AFLP
0s picos, indicando a presenca ou nao de fragmentos) o formato a ser executado €
STANDARD e nao DNA, que corresponde as bases A, T,C e G.

Preste atencdo: se algum dado ou ponto e virgula faltar na matriz, ao executa-
la no programa PAUP este irA mostrar o erro e ndo sera possivel continuar o
procedimento. Importante lembrar também que a espécie a ser considerada como
grupo-externo deve ser posicionada como a primeira da analise, pois somente

deste modo o programa vai enraizar nesta espécie.

Obs: se necessario combinar dados de diferentes combinacdes, ndo se esquecer de
posicionar os nomes de cada combinacdo na mesma ordem da primeira, que sera
considerada a original. Além disso, deve ser acrescido um comando INTERLEAVE

apos gap:- e antes de ;.
2. Executando a matriz no PAUP

Cole o seu arquivo da matriz na raiz do programa. Abra o programa PAUP e

execute sua matriz da seguinte forma:

execute nomedasuamatriz.txt; <enter>

Verifigue se o programa aceitou sua matriz mostrando sua descri¢cao.

Processing of file “nomedoarquivo.txt” begins...

Data matrix has xx taxa, xxxx characters
Valid character-state symbols: 01
Missing data identified by ‘?’

Gaps identified by *-*

Processing of file “nomedoarquivo.txt” completed.

A seguir execute seguinte comando:NJ; <enter> Aparecera uma arvore de
Neighbour Joining. Posteriormente a este comando deve-se salvar a arvore com o
seguinte comando: savetrees file= .tre brlens=yes; Desta forma, serd salva a
arvore, com as distancias relativas apresentadas como no programa, na forma de um

filograma, que poderdo ser analisadas posteriormente em um programa especifico
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para visualizagdo de arvores filogenéticas. (Obs: o programa Treeview ndo aceita a

visualizacdo, indicando um erro de sintaxe, porém na versdo mais atualizada

TreeviewX € possivel a observagéo e analise).

Se necesséario para uma andlise mais apurada, deve-se buscar através do

modo heuristico réplicas de bootstrap para verificagdo dos indices de confiabilidade

para os diferentes ramos e clados apresentados na arvore. Para tanto, deve-se digitar

um comando log start; que indicard um arquivo em que sera salvo as informacgfes da

sua analise (se estiver de modo correto aparecera Logging output to file” log”.).

Apos feita esta etapa deve-se entdo digitar bootstrap nreps=1000; (se necessario

aumentar o numero de réplicas modificar este nimero). Em seguida aparecera na tela

as seguintes informacgdes:

Bootstrap method with heuristic search:
Number of bootstrap replicates = 1000
Starting seed =
Optimality criterion = parsimony
Character-status summary:
Of __ total characters:
All characters are of type 'unord'
All characters have equal weight
___characters are constant
____variable characters are parsimony-uninformative
Number of parsimony-informative characters=
Gaps are treated as "missing"
Starting tree(s) obtained via stepwise addition
Addition sequence: simple (reference taxon=__ )
Number of trees held at each step during stepwise addition = 1
Branch-swapping algorithm: tree-bisection-reconnection (TBR)
Steepest descent option not in effect

Initial 'MaxTrees' setting = 100

Branches collapsed (creating polytomies) if maximum branch length is zero

'MulTrees' option in effect
Topological constraints not enforced

Trees are unrooted

The limit of 100 trees (= 'MaxTrees') has been reached.

Do you want to increase 'MaxTrees'? (Y/n) paup>n
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Antes de terminar o niumero de réplicas proposto, 0 programa perguntara se
havera prosseguimento na andlise, pois quer saber se deseja aumentar 0 numero

méaximo de arvores a serem salvas. Ao digitar N a andlise continua.

Ao executar este comando aparecerdo na tela os valores encontrados para
bootstrap. No comec¢o da linha o tempo corrido para a analise sera indicado
(X:XX:XX). Ao final das 1000 réplicas propostas, aparecera a seguinte informacao:

1000 bootstrap replicates completed
Note: Effectiveness of search may have been diminished due to tree-buffer
overflow.
Time used = XX:XX:XX.X

Bootstrap 50% majority-rule consensus tree

Depois desta linha aparecera uma arvore de consenso de maioria, com 0s
indices de confiabilidade de bootstrap a serem empregados posteriormente na
confeccdo da arvore a ser apresentada. Outras informacdes abaixo serdo passadas,

sendo que ao final aparecera:

XXXX groups at (relative) frequency less than 5% not shown.

Ao terminar todos os comandos digitar quit; <enter> As informacfes (indices
de bootstrap) a serem observadas e posteriormente plotadas na arvore de Neighbour

Joining devem ser lidas no arquivo log criado, que estara na raiz do programa PAUP.
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