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RESUMO — O Pantanal é uma grande planicie de formacdo recente, situada no centro
da América do Sul, conhecida por seus ciclos anuais de inundacdo. A flora da regido é
caracterizada pela convergéncia de diversos grupos fitogeograficos e poucos
endemismos, mas algumas excecdes ocorrem em ambientes isolados da inundacao.
Este é o caso da cactdcea Echinopsis calochlora, espécie ameacada de extincdo que
habita altas altitudes em formagdes montanhosas com substrato rico em ferro (Macico
do Urucum e Morraria do Mutum-Jacadigo) na borda oeste do Pantanal. No extremo
sudoeste do Pantanal, hd outra formacdo vegetacional diferenciada, a intrusdo do
Chaco no Brasil, onde ocorre a cactdcea congenérica E. rhodotricha, localmente
ameacada pelo desmatamento para formacdo de pastagens. O presente estudo
descreve a variabilidade genética populacional dessas espécies com o objetivo de
contribuir para o estabelecimento de politicas de conservacdo nas dareas onde
ocorrem. Para tanto, foram coletados fragmentos de ponta de raiz, de forma a nao
danificar os individuos, para posterior extracdo de DNA. Foram analisadas as
sequéncias de dois espacadores intergénicos do DNA plastidial: psbA-trnH e trnS-trnG.
Os parametros genéticos populacionais estimados foram relacionados a padroes
geograficos, atuais e do passado, obtidos através da construcdo de modelos de
distribuicao potencial baseados em variadveis bioclimaticas. Além disso, a posi¢ao de E.
rhodotricha na filogenia de Echinopsis foi determinada através de uma analise de
maxima verossimilhanca com sequéncias obtidas por este trabalho e outras ja
publicadas. Foram amostradas 169 plantas de nove popula¢ées de E. calochlora, sete
naturais, uma reintroduzida em area minerada e uma resgatada e mantida em casa de
vegetacdo. Nos remanescentes de Chaco arborizado foi coletado material de 191

individuos de oito populagdes naturais de E. rhodotricha. Até o momento, foram



obtidas 11 sequéncias de psba-trnH para E. calochlora e 11 para E. rhodotricha, e 14 de
trns-trnG para E. calochlora e 38 para E. rhodotricha. O marcador psbA-trnH ndo
apresentou variacdo intraespecifica em ambas as espécies. As sequéncias de trnS-trnG
geraram dois hapldtipos em E. calochlora e cinco em E. rhodotricha. As andlises das
sequéncias de E. rhodotricha revelaram a auséncia de estruturacdo genética
significativa e de correlacdo entre as distancias genéticas e geograficas. Echinopsis
rhodotricha assumiu uma posicdo basal no clado Echinopsis sensu lato e ndo estd
proximamente relacionada a E. calochlora. As distribuicGes potenciais estimadas para
ambas as espécies durante o Ultimo Maximo Glacial s3o substancialmente menores do
que as de hoje, indicando que E. calochlora e E. rhodotricha provavelmente
experimentaram ciclos de expansdo e retracdo durante as altera¢des climdticas do
Quaternario. Apesar de incipientes, as analises genéticas revelaram que E. rhodotricha
apresenta maiores indices de diversidade genética se comparada a E. calochlora. A
auséncia de estruturacao populacional em E. rhodotricha, mesmo com a analise de
marcadores de heranga materna, indica que ha consideravel fluxo génico populacional
e que a conectividade entre os Unicos remanescentes de Chaco do Brasil deve ser
mantida. Dada a baixa diversidade genética observada, para a obtencdo de um
panorama mais completo sobre a histéria evolutiva de ambas as espécies serd
necessaria a ampliagdo do numero de marcadores analisados. Desta forma, sera
possivel uma contribuicdo mais efetiva da genética para a conservacdo e manejo
destas espécies cujos habitats sdo Unicos no Brasil e encontram-se extremamente
ameacados.

Palavras-chave: Chaco brasileiro; Echinopsis calochlora; E. rhodotricha; espécies

endémicas; Macico do Urucum; modelagem de distribuicdo potencial; trnS-trnG



ABSTRACT (Phylogeography and conservation genetics of the genus Echinopsis
(Cactaceae) in Brazilian Pantanal) — Pantanal is a large recent plain, at the center of
South America, known by its annual flood cycles. Flora of the region is characterized by
convergence of several phytogeographic groups and few endemisms, which occur
mainly in flood-free environments. This is the case of the cactus Echinopsis calochlora,
an endangered species that inhabits high altitudes on hills with high iron content
(“Macico do Urucum” and Mutum-Jacadigo’s Hill) at Pantanal west edge. In extreme
Pantanal southwest, there is another distinct vegetation group, the Chaco intrusion in
Brazil, where the cactus E. rhodotricha occurs, locally threatened by deforestation for
pastures. The present study describes the intraspecific genetic variability of these
species with the goal of contributing to the establishment of conservation policies. To
do this, were collected root fragments in a way to not damage the individuals, for DNA
extraction. Sequences of two plastidial DNA intergenic spacers were analyzed: psbA-
trnH and trnS-trnG. The estimated population genetic parameters were related to
current and past geographic patterns, obtained through the construction of potential
distribution models based on bioclimatic variables. Additionally, the position of E.
rhodotricha in Echinopsis phylogeny was determined through a maximum likelihood
analysis with sequences obtained from this work and other ones already published.
We sampled 169 plants from nine populations of E. calochlora, seven native, one
reintroduced in an exploited area and one rescued and kept in the greenhouse. In
wooded Chaco remnants we collected material from 191 individuals from eight native
populations of E. rhodotricha. Until now, we obtained 11 psba-trnH sequences for E.
calochlora and 11 for E. rhodotricha, and 14 trns-trnG sequences for E. calochlora and

38 for E. rhodotricha. The psbA-trnH marker did not show intraspecific variation in



both species. The trnS-trnG sequences produced two haplotypes in E. calochlora and
five in E. rhodotricha. The analysis of the sequences from E. rhodotricha revealed the
absence of significant genetic structure and of correlation between genetic and
geographic distances. Echinopsis rhodotricha assumed a basal position in the
Echinopsis sensu lato clade and is not closely related to E. calochlora. The potential
distributions estimated for both species during the Last Glacial Maximum are
substantially smaller than the current ones, indicating that E. calochlora and E.
rhodotricha probably have undergone expansion and retraction cycles during the
Quaternary climatic changes. Although being incipient, the genetic analysis revealed
that E. rhodotricha has higher genetic diversity indices when compared to E.
calochlora. The absence of population structuring in E. rhodotricha, even when
analyzing maternally-inherited markers, indicate that considerable gene flow exists
across populations and that the connectivity between the only Chaco remnants from
Brazil should be maintained. Given the observed low genetic diversity, it will be
necessary to increase the number of analyzed markers for the acquisition of a more
comprehensive overview on the evolutionary history from both species. Thus, a more
effective contribution from genetics to conservation and management of these
species, whose habitats are unique in Brazil and stand extremely threatened, shall be

possible.

Key words: Brazilian Chaco; Echinopsis calochlora; E. rhodotricha; endemic species;

“Macico do Urucum”; potential distribution modelling; trnS-trnG
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INTRODUGAO GERAL

Macico do Urucum e Morraria do Mutum-Jacadigo

O Pantanal é uma grande planicie sedimentar (160 mil km?) situada no Centro-
Oeste do Brasil (140 mil km?), leste da Bolivia (15 mil km?) e norte do Paraguai (5 mil
km?; Junk et al., 2006). Sua topografia quase plana, em geral entre 80 e 150 m acima
do nivel do mar, ocasiona periddicos alagamentos em algumas sub-regides devido a
dificuldade de escoamento dos rios da Bacia do Rio Paraguai (Franco e Pinheiro, 1982).
Em meio a planicie inundavel destacam-se dois conjuntos de formagdes montanhosas
ao norte e ao sul da cidade de Corumba, no estado de Mato Grosso do Sul (MS), na
regido fronteirica com a Bolivia (Fig. 1 A). Estes conjuntos sdo representados pela Serra
do Amolar e pelo Macico do Urucum e Morraria do Mutum-Jacadigo, respectivamente

(Franco e Pinheiro, 1982).
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Figura 1. A. Localizagdo do Macico do Urucum e Morraria do Mutum-Jacadigo e da por¢do
brasileira do Chaco no estado de Mato Grosso do Sul. B. Morrarias que compdem o Macigo do
Urucum e Morraria do Mutum-Jacadigo, na borda oeste do Pantanal (adaptado de Franco e
Pinheiro, 1982). BOL = Bolivia, BRA = Brasil. C. Localizacdo do Chaco brasileiro dentro do “Gran
Chaco” (reproduzido e adaptado de Riveros, 2002).
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O Macico do Urucum - erroneamente assim caracterizado, em razao deste
vocabulo n3o exprimir o verdadeiro significado geomorfolégico da regido® -
compreende um relevo residual, originado de restos de uma plataforma muito antiga,
cuja litologia data do Pré-Cambriano (4.600 - 550 milhGes de anos - Ma; Franco e
Pinheiro, 1982). O conjunto de relevo é constituido por blocos de falhas que foram
provavelmente reativados no Terciario Superior (23 - 2 Ma) durante o climax da

orogenia andina (Almeida, 1959).

O Maci¢o do Urucum é composto pelas seguintes morrarias: Urucum (971 m),
Santa Cruz (1.065 m; ponto mais alto do MS), Sdo Domingos (800 m), Grande (951 m),
Rabichdo (700 m) e Tromba dos Macacos (500 m; Franco e Pinheiro, 1982; Neves e
Damasceno-Junior, 2011; Fig. 1 B). Por estarem em meio a planicie alagdvel, as
morrarias do Maci¢o do Urucum e a Morraria do Mutum-Jacadigo estabelecem um
abrupto ecdétono na regido (Fig. 2 A), o que permite o estabelecimento de diversas
fitofisionomias, como Floresta Estacional Semidecidual Aluvial, Floresta Estacional
Semidecidual Submontana, Savana Arborizada, Savana Gramineo-Lenhosa, e Reliquia

sobre Bancada Lateritica, além de areas de transicdao e capoeiras2 (Pott et al., 2000).

Ha um grande interesse econdmico nas morrarias do Macico do Urucum e na
Morraria do Mutum-Jacadigo devido aos depdsitos de ferro e manganés do conteldo

litologico dessas areas (Anjos e Okida, 2000; Fig. 2 B). O estado de MS possui a terceira

1 ~ o N
Guerra e Guerra (2008) propdem que o termo deva ficar reservado as grandes massas de rochas
eruptivas ou metamorficas, que abrangem areas relativamente extensas.

*Areas cuja madeira foi utilizada como lenha para siderurgia na década de 50 e aquelas desmatadas para
implantagao de pastagens cultivadas e depois abandonadas, estando sob processo de regeneragao
natural (Pott et al., 2000).
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maior reserva de minério de ferro no Brasil, e, apesar da producdo atual no estado ser
pouco expressiva, a producdo brasileira vem crescendo a taxas altas nos ultimos anos
(somente em um ano - entre 2006 e 2007 - houve um aumento de 11,6%) e ja ocupa a
posicdo de lider na producdo mundial do minério, superando paises com China,

Australia, india e Russia (MME, 2009).
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Figura 2. A. Vista de morraria do Macico do Urucum (Foto: Paulo Robson de Souza). B.
Extracdo de minério de ferro, no Macigo do Urucum. C. Area de Chaco sensu stricto, no
Pantanal Sul. D. Individuo de Echinopsis calochlora. E. Individuos de E. rhodotricha.

Do ponto de vista conservacionista, estes niumeros sdo preocupantes, pois,
diferentemente do minério de manganés, que é lavrado através de tuneis escavados, o
minério de ferro é lavrado a céu aberto nas encostas dos morros (Anjos e Okida, 2000),
sendo necessdria a retirada total da cobertura de vegetacdo, o que ameaca a

biodiversidade local. O Macico do Urucum é considerado uma das Areas Prioritérias
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para a Conservacdo da Biodiversidade da Flora do Cerrado e Pantanal devido a
convergéncia de diversos grupos fitogeograficos e a presenca de espécies de

distribuicdo restrita (MMA, 1999).

O Pantanal é reconhecido como um local de baixo endemismo. Do ponto de
vista geoldgico, isso pode ser explicado pela sua formagao recente. A depressdo do Rio
Paraguai, que engloba as Planicies e Pantanais Mato-grossenses, comecgou a se formar
no final do Tercidrio (23 - 2 Ma), em reflexo a orogenia andina (Franco e Pinheiro,
1982). No inicio do Pleistoceno, a Depressdo do Rio Paraguai ja deveria ter seus limites
definidos (Franco e Pinheiro, 1982), no entanto, a deposicao de sedimentos produzida
em ambiente fluvial e/ou fluviolacustre iniciada no Quaternario perdura até hoje
(Franco e Pinheiro, 1982). Outra razao para o baixo endemismo, sugerida por Junk et
al. (2006), é a instabilidade climatica da regido em que o Pantanal estd situado, uma
vez que, durante o Quaternario, as frequentes mudancas climaticas teriam ocasionado
periodos intermitentes de alagamento em larga escala e secas severas na regiao, ndo

havendo tempo para adaptagdes locais.

No Pantanal, comparativamente a regidao da planicie, os morros rochosos
apresentam um maior nimero de espécies de plantas endémicas (Pott et al., 2009).
Estas areas xéricas em meio a planicie inunddavel sdo isoladas entre si e funcionam
como ilhas, proporcionando um dos raros centros de endemismos no Pantanal. Pott et
al. (2000) listaram duas espécies endémicas para a regido do Macico do Urucum:
Gomphrena centrota E. Holzh. (Amaranthaceae), ocorrente em bancadas lateriticas; e
Aspilia grazielae ). U. Santos (Asteraceae), em campos de Savana Gramineo-Lenhosa.

Tomas et al. (2010) citam Discocactus ferricola Buining & Brederoo (Cactaceae) como

16



endémico de bancadas lateriticas da regido. Em campos sujos, também pode ocorrer
Echinopsis calochlora K. Schum. (Neves e Damasceno-Junior, 2011), outra espécie de
cactacea que também é considerada endémica (Eggli, 2002) além de ser indicadora de
solos com altas concentragdes de minério de ferro (Garcia, 2008). Aspilia grazielae e E.
calochlora estdo na Lista Oficial das Espécies da Flora Brasileira Ameacadas de Extincao
(MMA, 2008), enquanto G. centrota necessita de estudos adicionais para ser

enquadrada com seguranca na condicdo de espécie ameacgada (MMA, 2008).

Chaco Brasileiro

O Chaco é uma ampla provincia fitogeografica situada nas planicies do nordeste
da Argentina, oeste do Paraguai, sudeste da Bolivia. No Brasil, ocorre apenas em uma
area restrita da borda oeste do MS (Prado, 1993; Fig. 1 A, C). Sua extensdo é de
aproximadamente 800 mil km?, e compreende uma das poucas areas no mundo onde
a transicdao entre a zona tropical e a zona temperada n3o ocorre na forma de um
deserto, mas sim como florestas semiaridas e bosques (Morello, 1967). O Chaco é
plano por toda a sua extensao (Ramella e Spichiger, 1989), e seus solos sdo derivados
da acumulago massiva de “loess” fino e sedimentos aluviais durante o Quaternario
(Putzer, 1962). Rochas de qualquer tamanho sdao completamente ausentes, resultando
no desenvolvimento de solos compactos com drenagem dificultada (Prado, 1993). Os

efeitos de intrusdes ocednicas passadas nas planicies Chaco-Pampeanas sdo claros,

*Sedimento edlio de granulac3o fina constituido de argila muito quartzosa e rica em calcério (Guerra e
Guerra, 2008).
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devido a predominéancia de solos salinos, algumas vezes com horizontes altamente
alcalinos (Pennington et al., 2000). O Chaco esta sujeito a baixa umidade do solo,
geadas no periodo seco, alagamentos e temperaturas do ar de até 49°C no periodo

Umido (Pennington et al., 2004).

As florestas do Chaco sdao dominadas por arvores do género Schinopsis Engl.
(Anacardiaceae), junto com Aspidosperma quebrachoblanco D.F.K. Schldt.
(Apocynaceae), Tabebuia nodosa (Griseb.) Griseb. (Bignoniaceae), e varias espécies de
Vachellia Wight & Arn. (Fabaceae) e Bulnesia Gay (Zygophyllaceae). Existe uma camada
descontinua de arbustos, consistindo principalmente de espécies espinhentas
Mimosoideae e de um estrato geralmente esparso de Bromeliaceae e Cactaceae, com

poucas gramineas (Pennington et al., 2000; Fig. 2 C).

Assim como as florestas tropicais sazonalmente secas, a vegetacdo do Chaco
também cresce em areas de baixa precipitacdo e alta sazonalidade, e provavelmente
ocupa uma area menor atualmente do que nas eras glaciais (Pennington et al., 2004).
Whitney et al. (2011), em sua reconstrucao paleoclimatica dos ultimos 45 mil anos do
interior da América do Sul, baseada em dados palinoldgicos, verificaram dois periodos
em que o aumento de pdélen de taxons caracteristicos de florestas tropicais
sazonalmente secas indicam climas mais secos e/ou sazonais: um na segunda fase do
ultimo periodo glacial (19,5 mil anos) e outro no periodo do Holoceno inicial-médio
(10 - 3 mil anos). Possivelmente durante esses periodos a vegetacdo chaquenha

também passou por expansoes.
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Em um estudo realizado na area de Corumba a Porto Murtinho (MS), Prado et
al. (1992) concluiram que, das dareas descritas como Chaco no Brasil, somente as
florestas préoximas de Porto Murtinho poderiam ser aceitas como vegetacao
chaquenha sem ressalvas, uma vez que tanto suas espécies dominantes como as
demais sdo elementos de Chaco sensu stricto. Esses autores constataram que os
bosques dominados por Schinopsis brasiliensis Engl. ndo contém nenhum elemento
chaquenho, e, assim, somente 10-20% (1-2 mil km?) do que foi inicialmente indicado
por Hueck (1955) como intrusdo do Chaco no Brasil (aproximadamente 10 mil km?)
pode ser considerado de fato como vegetacdo chaquenha. Apesar de estas formagdes
vegetacionais abrigarem vdrias espécies de distribuicdo Unica no Brasil, ndo ha
Unidades de Conservagcdo para a regido, e grande parte dessas dreas vem sendo

desmatada para o plantio de pastagens (Silva et al., 2008, 2011).

O grupo de estudo

Cactaceae Juss. é uma familia composta por plantas suculentas, nativas do
Novo Mundo, com excecdo de uma espécie — Rhipsalis baccifera ().S.Muell.) Stearn —
que ocorre na Africa tropical, Madagascar, em ilhas do Oceano Pacifico, e no Sri Lanka,
e que foi provavelmente dispersa do Novo Mundo para essas outras areas por
passaros (Anderson, 2001). A distribuicdo da familia vai do Canada até o extremo sul
da América do Sul, e pode ser encontrada em habitats que variam de desertos
extremamente secos a exuberantes florestas tropicais (Anderson, 2001). As cactaceas

possuem diversas adaptacdes morfofisioldgicas para sobreviver em ambientes secos,
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evitando a perda e melhorando a absor¢do e armazenamento de agua, como o
desenvolvimento de espinhos, auséncia de folhas (com excecdo do género Pereskia), e

sistema radicular superficial bastante ramificado (Andrade, 2008).

Suas mais de 1.300 espécies (Hunt e Taylor, 2006) estao subdivididas em quatro
subfamilias, que, segundo a classificacgdo mais aceita atualmente (a do consdrcio
“International Cactaceae Systematics Group”; Anderson, 2001), inclui: Pereskioideae,
Maihuenioideae, Opuntioideae e Cactoideae. Cactoideae é a maior em numero de
espécies e a mais diversificada em termos de formas e habitos (Nyffeler, 2002; Taylor e

Zappi, 2004).

Entre as tribos de Cactoideae, Trichocereae possui importante
representatividade em MS (Eggli, 2002). Um dos géneros de Trichocereeae é
Echinopsis Zucc., o qual é caracterizado por formas de crescimento que podem variar
de cactos lenhosos grandes a pequenos e globosos (Anderson, 2001), distribuidos na
América do Sul (Eggli, 2002). Recentemente, Schlumpberger e Renner (2012)
publicaram uma filogenia molecular deste género, onde encontraram polifilia em
varios niveis e evolugdo convergente de caracteristicas florais ligadas as sindromes de

polinizagdo e das formas de crescimento.

No estado de MS, este género é representado por E. calochlora K. Schum. (Fig.
2 D), endémica das morrarias do Macico do Urucum e Morraria do Mutum-Jacadigo,

no municipio de Corumba (Eggli, 2002), e por E. rhodotricha K. Schum. (Fig. 2 E), que
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ocorre na regido sudoeste de MS em remanescentes de Chaco arborizado®, no
municipio de Porto Murtinho, estendendo-se pelo Paraguai, Uruguai e Argentina (Eggli,

2002).

Alguns autores reconhecem duas subespécies para E. calochlora: E. calochlora
K. Schum. ssp. calochlora e E. calochlora K. Schum. ssp. glaetzleana P.). Braun &
Esteves. A subespécie glaetzleana é descrita para a Serra da Bodoquena, a noroeste da
cidade de Bonito (MS; Eggli, 2002) e difere da subespécie-tipica por ter cladddios de
somente 7,5 cm de didametro, de 14 a 16 costelas em vez de 13 e flores menores
(Anderson, 2001). Echinopsis rhodotricha também é dividida em duas subespécies: E.
rhodotricha K. Schum. ssp. rhodotricha e E. rhodotricha K. Schum. ssp. chacoana
(Schiitz) P.J. Braun & Esteves. A subespécie rhodotricha tem de oito a 13 costelas, de
guatro a sete espinhos radiais e ocorre no Brasil, Paraguai, Uruguai e nordeste da
Argentina. Ja a subespécie chacoana possui de 12 a 18 costelas, sete ou oito espinhos
radiais, e ocorre somente na regidao do Chaco Boreal do Paraguai (Anderson, 2001;
Eggli, 2002). A relagdo filogenética entre essas duas espécies e, mesmo entre E.
rhodotricha e o restante do género Echinopsis, é desconhecida, uma vez que esta
espécie ndo foi incluida na filogenia recém-publicada do grupo (Schlumpberger e

Renner, 2012).

Echinopsis calochlora ocorre principalmente nos campos acima de 800 m de

altitude do Macico do Urucum e da Morraria do Mutum-Jacadigo (mas pode ser

*(Ou “Savana Estépica Arborizada”) Formagdo composta por arvores e arvoretas espinhentas, esparsas,
com folhas miludas e cobertura continua de gramineas, em solo argiloso. A vegetacdo é de arvores
espagadas com altura entre 4 e 10 metros, muitos arbustos espinhosos, cactos grandes e pequenos, e o
chdo forrado de samambaia-rediviva (Selaginella), que na época seca fica cinzenta e parece morta, mas
reverdece com as chuvas (Silva et al., 2011).
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encontrada a partir dos 400 m, em alguns locais), e indica a ocorréncia de ferro de alta
qualidade (Garcia, 2008), o que pGe em risco a existéncia de seu habitat. A mineracdo
deste tipo de substrato é uma crescente ameaca para esta espécie e outra cactacea, D.
ferricola (ICMBio, 2011). O estudo realizado pela Fundacdo Biodiversitas, que auxiliou
na elaboracdo da Lista Oficial das Espécies da Flora Brasileira Ameacadas de Extincdo
(Fundacdo Biodiversitas, 2005; MMA, 2008), classificou E. calochlora como “em
perigo”, critérios A3c (de acordo com normas estabelecidas pela IUCN, em 2003). Isso
significa que ha uma reducdo no tamanho da populacdo de maior ou igual a 50%
projetada ou suspeita para os préximos 10 anos ou trés geragdes, qualquer que seja o
mais longo, baseada em um declinio na area de ocupacao, na extensdao de ocorréncia
e/ou na qualidade do habitat. Outra espécie do género Echinopsis, Echinopsis eyriesii
(Turpin) Pfeiff. & Otto (= E. oxygona (Link) Zucc. ex Pfeiff. & Otto), ocorrente no estado
do Rio Grande do Sul, também aparece neste estudo, como “criticamente em perigo”,
critério B2ab(v)’ (Fundagdo Biodiversitas, 2005). Cactaceae inclui um grande nimero
de espécies ameacadas (Hunt, 1992; Anderson et al., 1994), e isto pode ser atribuido
ao fato destas plantas serem altamente vulnerdveis a altera¢cdes ambientais, dadas as
suas baixas taxas de crescimento individual e populacional; alta longevidade; e baixas
taxas de recrutamento. No Brasil, as principais ameacas as cactidceas sdo a
fragmentacdo de habitats, perda de qualidade do habitat, a mineracdo, e o comércio e

coleta ilegal (ICMBio, 2011).

5% ~ . . . . .

Area de ocupacdo estimada menor que 10 km?, e estimativas que indicam estar severamente
fragmentada ou conhecida em uma Unica localidade; declinio continuo observado, inferido ou projetado
em numero de individuos maduros.
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Tanto E. calochlora como E. rhodotricha possuem grandes flores laterais,
brancas, com antese noturna, de aroma agradavel e que duram apenas uma noite
(Eggli, 2002). Essas caracteristicas se encaixam em duas sindromes de polinizagdo:
falenofilia/esfingofilia (mariposas/esfingideos) e cantarofilia (besouros; Faegri e Van
der Pijl, 1979). Observacdes em campo indicam que E. calochlora é polinizada por
mariposas (D. R. M. Neves, com. pess.), e E. rhodotricha, por besouros (C. S. Souza,
com. pess.). Para E. calochlora, também foi observado que formigas dispersam as
sementes (D. R. M. Neves, com. pess.). Mirmecoria (dispersdao por formigas) ja foi
relatada para outras duas espécies de Cactaceae, Melocactus glaucescens Buining &
Brederoo e M. paucispinus Heimen & R.J.Paul (Fonseca et al., 2012). Além disso, foi
observada reproducdo vegetativa em algumas populagdes (C. R. Lehn, com. pess.).
Nesses individuos, pode ocorrer a formacado de pequenos brotos, que se destacam da
planta-mae e enraizam em outro local para formar novos individuos. Este é a principal
forma de reproducdo vegetativa em cactos (Anderson, 2001). Em muitas espécies de
Cylindropuntia (Engelm.) F.M. Knuth, estes pedacos do caule sdo dispersos através de
animais (aderindo-se na pele ou no pélo; Anderson, 2001). Ndo ha dados sobre os
sistemas reprodutivos de E. calochlora e E. rhodotricha, entretanto, ja foi observada
auto-incompatibilidade em outras espécies do género (E. chiloensis (Colla) Friedrich &
G.D.Rowley, Ossa e Medel, 2011; E. terscheckii (Parm.) Friedrich & G.D.Rowley, Ortega-

Baes et al., 2011; E. schickendantzii F.A.C.Weber, Alonso-Pedano e Ortega-Baes, 2012).

Tempo de geragdo e taxas de evolugdo molecular em Cactaceae
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Cactos sao, em geral, espécies de crescimento lento e ciclo de vida longo, e isto
estd possivelmente associado a limitacdo da disponibilidade de dgua com que lidam
nos locais onde ocorrem (Godinez-Alvarez et al., 2003). No entanto, é possivel verificar
variacoes dentro da familia. Em Cactaceae, a longevidade geralmente estd associada
com a forma de vida (i. e., globoso, expansivo, colunar, cilindrico, arbustivo e
arborescente; Gibson e Nobel, 1986; Anderson, 2001). Rosas-Barrera e Mandujano
(2002) afirmam que espécies arborescentes, colunares e arbustivas como Carnegiea
gigantea (Engelm.) Britton & Rose, Pereskia spp. Mill. e Opuntia rastrera F.A.C. Weber
possuem longos ciclos de vida (que podem durar milhares de anos), plantulas grandes
e crescimento rapido. J& espécies globosas como Ariocarpus scaphirostris Boed.,
Astrophytum asterias (Zucc.) Lem. e Mammillaria hernandezii Glass & R.C. Foster
possuem ciclos de vida mais curtos, plantulas pequenas e crescimento mais lento.
Estima-se que os grandes cactos colunares Neobuxbaumia acrocephala (F.A.C. Weber
ex K. Schum.) E.Y. Dawson, N. tetetzo (F.A.C.Weber ex K.Schum.) Backeb. e N.
mezcalaensis Bravo do Vale Tehuacan, no México Central, que podem atingir de 10 a
15 m de altura, vivem cerca de 300 anos (Esparza-Olguin et al., 2005). J4 o pequeno
cacto colunar Ferocactus wislizeni (Engelm.) Britton & Rose, comum na regido norte do
Deserto de Sonora, pode atingir uma longevidade de no maximo 50 anos (Bowers,
2000). Em Cactaceae, mesmo os ciclos de vida mais curtos sdo longos (cerca de 50

anos), comparando-se ao de espécies arbdreas de outras familias (Loehle, 1988).

Além da alta longevidade, os representantes de Cactaceae também possuem
longos tempos de geracdo (o tempo da germinacdo da semente até a producdo de

frutos/sementes; Smith e Donoghue, 2008). Um tempo de geracdo de
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aproximadamente 20 anos é verdadeiro para muitos cactos (Gorelick, 2009). Baixas
taxas de evolucdo molecular sdo comuns em espécies que apresentam longos tempos

de gerac¢do (Smith e Donoghue, 2008).

Consequéncias genéticas em populacdes pequenas e isoladas

Populagdes naturais de espécies raras, em perigo ou ameacadas de extin¢do
sdo tipicamente pequenas (Ellstrand, 1992; Gaudeul et al., 2000; Jaramillo et al., 2011).
Estas populagdes sdo mais propensas a extingdo do que populacdes grandes e estaveis.
Espécies que conseguiram sobreviver a redu¢des no tamanho populacional geralmente
pagam um alto preco genético por isso, apresentando altos niveis de endogamia, baixo
vigor reprodutivo, diversidade genética reduzida e habilidade de evoluir comprometida

(Frankham et al., 2008; Foster et al., 2010; Jacquemyn et al., 2010).

Quando os tamanhos populacionais sdo reduzidos, a diversidade genética pode
ser perdida em consequéncia da deriva genética (Ellstrand, 1992; Maki, 2001;
Frankham et al., 2008). Neste processo, as frequéncias dos alelos flutuam de uma
geracdo para a outra ao acaso e a perda da diversidade decorre do fato de que, em
pequenas populacdes, alguns alelos, especialmente aqueles raros, podem ndo ser
transmitidos a préxima geracdo, enquanto outros se fixam na populacdo (Franklin,
1980; Frankham et al., 2008). Essas populacées tém menos chances de resistir as
pressdes seletivas de uma mudang¢a ambiental, e ficam mais vulnerdveis a extingao

(Franklin, 1980; Lande e Barrowclough, 1987).
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A endogamia - o cruzamento entre individuos aparentados - é inevitavel em
populacdes pequenas e isoladas (Frankham et al., 2008). Suas principais consequéncias
sdo reducdes na heterozigosidade, redugdes na reproducdo e sobrevivéncia (perda do
vigor reprodutivo), e aumento do risco de extincdo (Lambert et al., 2006a, 2006b;
Chaves et al.,, 2010). A perda do vigor reprodutivo como uma consequéncia da
endogamia é conhecida como depressdo endogdmica. Neste processo, a endogamia
aumenta as chances de expor os alelos deletérios (existentes em todas as populagdes;
cuja expressao geralmente tem heranca recessiva) em homozigose. A endogamia nao
altera diretamente a frequéncia dos alelos, como a deriva genética. Ela esta
relacionada com a alteracdo das frequéncias genotipicas, pois aumenta a frequéncia

de homozigotos e diminui a de heterozigotos (Frankham et al., 2008).

Populagdes naturais de espécies raras, em perigo ou ameacadas de extingdo
geralmente estdo geograficamente isoladas, mas nem sempre estdo isoladas
reprodutivamente (Ellstrand, 1992). Neste contexto, o fluxo génico é uma importante
forca em conservacdo de plantas e seu potencial papel deve ser considerado em
qgualquer programa de manejo para conservacdao de espécies ameacadas (Ellstrand,
1992). Se, por um lado, a auséncia de fluxo génico em populacdes pequenas reduz o
seu “fitness” reprodutivo através dos baixos tamanhos efetivos populacionais e da
depressdao endogamica (especialmente em espécies alégamas; Franklin, 1980; Frankel
e Soule, 1981; Beardmore, 1983; Simberloff, 1988), por outro, a presenca de fluxo
génico pode quebrar a diferenciacdo adaptativa local de pequenas populacdes
(Antonovics, 1976; Simberloff, 1988), podendo levar a extin¢do local de variantes

genéticas Unicas (Ellstrand, 1992).

26



Espécies auto-incompativeis que ocorrem em populacdes pequenas também
podem ter o seu “fitness” reduzido devido a uma disponibilidade limitada de
coespecificos compativeis (Byers e Meagher, 1992; Glémin et al., 2008). Dois padrdes
podem ser esperados em populacdes pequenas de uma espécie auto-incompativel: (1)
um numero menor de producdo de sementes por individuo devido a cruzamentos
limitados; e (2) um aumento na variacdo da producdo de sementes por individuo,
devido a variacdo de coespecificos disponiveis (Byers e Meagher, 1992). A baixa
producdo de sementes pode levar a um decréscimo do “fitness” em gendtipos
particulares e aumentar a possibilidade de extingao local da espécie (Byers e Meagher,

1992).

Caracteristicas do genoma plastidial e uso de sequéncias ndo-codificantes em estudos

populacionais de plantas

Embora o genoma plastidial evolua mais lentamente do que o nuclear (as taxas
evolutivas sdo cerca de metade das do DNA nuclear - ncDNA; Wolfe et al., 1987), os
polimorfismos neutros de cpDNA possuem um maior poder para detectar
diferenciacdo entre populagées que estdo divergindo ou divergiram recentemente (em
populacdes onde o fluxo génico seja limitado, por exemplo), quando comparados aos
polimorfismos neutros de ncDNA (Hamilton et al., 2003). Isso pode ser explicado pelo
fato de que, pelo genoma plastidial ser haploide, e, na maioria dos casos,
uniparentalmente herdado, os tamanhos efetivos populacionais sdo menores quando

comparados aos do genoma nuclear, diploide e herdado biparentalmente (Moore,
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1995). Os processos da deriva genética sdo entdo mais acelerados neste genoma do
gue no nuclear, estruturando-o mais rapidamente entre as populacdes ou linhagens
que estdo divergindo (Hamilton e Miller, 2002). Além desta vantagem, como a heranca
do cpDNA em angiospermas é frequentemente materna (procede para Cactaceae;
Harris e Ingram, 1991; Ritz et al.,, 2007; Butterworth e Edwards, 2008), é possivel
estimar o fluxo génico mediado via dispersdao de sementes independentemente do

fluxo génico mediado via pélen (Hamilton e Miller, 2002).

Sequéncias ndo-codificantes de DNA plastidial (coDNA) podem ser usadas como
marcadores genéticos para estudos de avaliagido da diversidade genética
intraespecifica em plantas (Ding et al., 2012; Fehrmann et al.,, 2012; Geleta e
Bryngelsson, 2012; Liu et al., 2013; Tnah et al., 2013). Segundo Hamilton et al. (2003),
regioes desse genoma, especialmente os espacadores intergénicos, tém apresentado
substancial polimorfismo do tipo insercdo/delecdo (“indels”) dentro e entre
populacdes. Com o intuito de avaliar a utilidade de sequéncias de cpDNA para estudos
de filogeografia de plantas, Byrne e Hankinson (2012) testaram 13 regides ndo-
codificantes supostamente altamente varidveis em seis espécies de quatro diferentes
familias para as quais a estrutura filogeografica ja havia sido obtida com marcadores
RFLP, detectando altos niveis de variabilidade intraespecifica estruturada em duas
linhagens. Trés espacadores intergénicos (trnQ-rps16, trnS—trnG e psbA—trnH) foram
as regides que mais variaram entre individuos na maioria das espécies, tendo esses
mesmos autores encontrado niveis de variabilidade similares aos obtidos utilizando
técnicas de RFLP em uma avaliacgdo da estrutura filogeografica do complexo

Calothamnus quadrifidus R. Br. ex W.T. Aiton (Myrtaceae; estudo ainda ndo publicado).
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Estes espacadores sdo, portanto, fortes candidatos a terem os seus niveis de
variabilidade testados em familias onde ndo é possivel identificar quais sdo as regides
mais varidveis e adequadas para avaliar a diversidade genética intraespecifica. Este é o
caso de Cactaceae, onde, até o momento, estudos filogeograficos com marcadores de
cpDNA ainda sdo extremamente raros. Somente Paterson et al. (2009) utilizaram estes
marcadores para este fim, tendo encontrado baixa variabilidade no intron do trnL em

populagdes introduzidas de Pereskia aculeata Mill., na Africa do Sul.

Estudos genéticos populacionais em Cactaceae

Apesar de o terceiro maior centro de diversidade de Cactaceae estar situado no
Brasil (representando 130 espécies, a maioria das quais sdo endémicas; ICMBio, 2011),
poucas cactaceas brasileiras tiveram os seus niveis de diversidade genética e
estruturacdo populacional investigados (cerca de sete espécies; ICMBio, 2011).
Lambert et al. (2006b) encontraram baixa variabilidade genética e altos valores de
estruturacao genética e endogamia nas populagdes de Melocactus paucispinus Heimen
& R.J.Paul, espécie endémica da Cadeia do Espinhaco no estado da Bahia (BA) e
ameacada de extincdo. Em outro estudo, Lambert et al. (2006a) encontraram baixa
variabilidade genética e altos niveis de endogamia também para M. glaucescens
Buining & Brederoo, espécie endémica do municipio de Morro do Chapéu-BA, e
criticamente ameacada de extingdo. Moraes et al. (2005), no entanto, verificaram alta
variabilidade genética apesar dos baixos tamanhos populacionais em Praecereus

euchlorus (Weber) Taylor e Pilosocereus machrisii Dawson, dois cactos colunares com
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distribuicdo geografica marcadamente disjunta nos estados de Sdo Paulo, Minas Gerais
e Goids, que ocorrem na forma de populacdes pequenas e isoladas em dreas de
ambientes xéricos. Esses autores também encontraram alta diferenciacdo genética
entre as popula¢cdes amostradas, de acordo com a sua distribuicdo insular. Machado
(2004) também encontrou este padrdao em Discocactus zehntneri Britton & Rose,
espécie endémica do norte da BA e que se subdivide em duas subespécies: D.
zehntneri ssp. zehntneri, que cresce como rupicola em afloramentos rochosos em meio
a caatinga, e D. zehntneri ssp. boomianus (Buining & Brederoo) N.P.Taylor & Zappi, que
cresce em solos arenosos ou cascalhentos em dreas montanhosas do norte da
Chapada Diamantina. Todos estes estudos utilizaram aloenzimas como marcador
(ICMBio, 2011). Estes marcadores moleculares também foram amplamente utilizados
em estudos envolvendo a familia realizados na Venezuela (Nassar et al., 2001, 2002,
2003) e no México (Nason et al., 2002; Clark-Tapia e Molina-Freaner, 2003; Parra et al.,

2008).

Outros marcadores também ja foram utilizados para realizar analises genéticas
populacionais em Cactaceae. Otero-Arnaiz et al. (2005) realizaram um estudo
populacional refinado sobre Polaskia chichipe (Gosselin) Backeb., uma espécie de
cactdcea que esta passando por selecdo artificial devido aos seus frutos comestiveis no
Vale Tehuacdn, México central. Através das analises de cinco loci de microssatélites,
esses autores ndao encontraram diferencas nos niveis e distribuicdo da variabilidade
genética entre as populacbes selvagens e manipuladas. Jd4 Paterson et al. (2009)
utilizaram sequenciamento de DNA (nuclear e plastidial) e microssatélites para

determinar a origem de populagdes invasoras da cactidcea Pereskia aculeata Mill. na
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Africa do Sul. Esses autores puderam inferir, através das dos baixos niveis de
variabilidade genética encontrados nas populac¢des introduzidas, que estas plantas sdo
a progénie de uma Unica ou varias introducdes de uma mesma fonte, possivelmente

provenientes de locais ao norte do estado do Rio de Janeiro, no Brasil.

Modelagem de distribuigdo potencial

Quando o conjunto de dados de presenca disponiveis de uma espécie nao
cobre toda a extensdo de sua distribuicdo natural, programas de modelagem de
distribuicdo de espécies podem calcular uma aproximacado da extensdo completa da
sua distribuicdo (Scheldeman e van Zonneveld, 2010). Estes programas identificam
locais com ambientes similares aqueles onde a espécie ja foi observada (nicho
realizado) - e, portanto, locais onde a espécie potencialmente ocorra (nicho
fundamental; Hutchinson, 1957) — através de pontos de presenca da espécie e
“rasters” de variaveis ambientais cobrindo a area de estudo (Scheldeman e van
Zonneveld, 2010). Os resultados da analise de modelagem de distribuicdo potencial
podem ser usados para avaliar o impacto das mudancas climaticas na distribuicdo de
espécies, identificar “gaps” em colecbes de espécies de plantas selvagens, identificar
zonas adequadas para a producdo de colheitas e arvores, priorizacdo de areas para

conservacgao, entre outros (Scheldeman e van Zonneveld, 2010).

Andlises de modelagem de distribuicdo de espécies tém sido aplicadas em
cactdceas, para examinar os efeitos possiveis futuras mudancas climaticas nos padrdes

de distribuicdo de espécies e para identificar areas prioritarias a conservagdo e uso
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sustentavel. Téllez-Valdés e Davila-Aranda (2003) examinaram os efeitos da mudanca
climatica nos futuros padrdes de distribuicio de 20 espécies de cactos do Vale
Tehuacan-Cuicatlan, no México, e os seus resultados destacaram a importancia de
levar em consideracdo os efeitos das possiveis futuras mudancas climaticas na escolha
de areas para conservacdo. Ja Davila et al. (2012), diferenciaram popula¢ées do cacto
colunar endémico desse mesmo vale Neobuxbaumia tetetzo em uma aproximacao
bioclimatica e avaliaram os efeitos da mudanca climatica na distribuicdo da espécie
nesta area. Por ultimo, llloldi-Rangel et al. (2012) identificaram uma rede de areas
prioritarias espacialmente coerentes para a conservacao do género Opuntia no México
permitindo o uso humano sustentavel, através da andlise de modelos de distribuicao

de 60 espécies e outros critérios.

Outros estudos, como os de Alba-Sanchez et al. (2010) e Quiroga et al. (2012),
gue comparam as distribuicdes potenciais do passado com as do presente a fim de
compreender a histéria biogeografica, ainda ndo foram realizados com espécies de

Cactaceae.
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OBJETIVO GERAL

Este estudo pretende contribuir para o estabelecimento de politicas de
conservacdo de E. calochlora e E. rhodotricha, através de analises da distribuicdo da

variabilidade genética e da histéria evolutiva de suas populagdes.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Os objetivos especificos sdo:

1. Georreferenciar as populacdes de E. calochlora na borda oeste do
Pantanal, e de E. rhodotricha no Chaco brasileiro;

2. Descrever a distribuicdo da variabilidade genética populacional das
espécies com marcadores de cpDNA;

3. Correlacionar os dados genéticos populacionais com as caracteristicas do
habitat das espécies;

4. Entender a historia evolutiva de E. calochlora e E. rhodotricha através de
suas relacdes filogenéticas e da modelagem das suas distribuicdes
potenciais no presente e passado;

5. Subsidiar a escolha de individuos de E. calochlora para transplantacdo na
restauracdo de areas lavradas por minério do Macico do Urucum, e as
acGes do Plano de Acdo Nacional para Conservacao das Cactaceas (ICMBio,

2011).
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Resumo

Premissa do estudo — O Pantanal é uma grande planicie recente inunddavel situada no centro
da América do Sul. Formag¢des montanhosas, isoladas da inundagdo, abrigam uma das poucas
espécies endémicas da regido, a cactacea Echinopsis calochlora, ameacada de extingdo pela
intensiva mineracdo de ferro em seu habitat. Préximo a esta regido estd a borda leste do
Chaco onde ocorre a congenérica E. rhodotricha, localmente ameacgada pelo desmatamento
para pastagens. Através de analises genético-espaciais dessas espécies, este estudo tem como
objetivo contribuir para o estabelecimento de politicas de conservacgao.

Materiais e métodos — Através da anadlise das sequéncias de dois espagadores intergénicos de
cpDNA (psbA-trnH e trnS-trnG), foram estimados indices de diversidade, testes de neutralidade
e de estruturacdo populacional. A posicdo de E. rhodotricha na filogenia de Echinopsis foi
determinada através de analise de maxima verossimilhanca. Padrdes geograficos, atuais e do
passado, foram obtidos através da construcdo de modelos de distribuicdo potencial baseados
em varidveis bioclimaticas.

Principais resultados — As sequéncias de trnS-trnG geraram dois haplétipos em E. calochlora e
cinco em E. rhodotricha. As andlises filogenéticas revelaram que E. calochlora e E. rhodotricha
ndo sdo grupos irmdos e que esta Ultima possui uma posicdo basal no clado Echinopsis sensu
lato. A distribuicdo dos haplétipos de E. rhodotricha ndo apresentou estruturacdo genética e
correlagdo entre as distancias genéticas e geograficas. As distribuicGes potenciais de ambas as
espécies estimadas para o Ultimo Maximo Glacial sdo substancialmente menores do que as de
hoje.

Conclusbes — Apesar de incipientes, as analises genéticas revelaram que E. rhodotricha
apresenta maiores indices de diversidade genética se comparada a E. calochlora. A auséncia de
estruturacdo populacional em E. rhodotricha, mesmo com a andlise de marcadores de heranca
materna, indica que ha consideravel fluxo génico populacional e que a conectividade entre os
Unicos remanescentes de Chaco do Brasil deve ser mantida. Dada a baixa diversidade genética
observada, para a obten¢do de um panorama mais completo sobre a histdria evolutiva de
ambas as espécies serd necessaria a ampliacdo do nimero de marcadores analisados. Desta
forma, serd possivel uma contribuicdo mais efetiva da genética para a conservagdo e manejo
destas espécies cujos habitats sdo Unicos no Brasil e encontram-se extremamente ameagados.

Palavras-chave: Chaco brasileiro; Echinopsis calochlora; E. rhodotricha; espécies endémicas;
Macico do Urucum; modelagem de distribuicdo potencial; trnS-trnG
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Abstract (Phylogeography and conservation genetics of the genus Echinopsis —

Cactaceae — in Brazilian Pantanal)

Premise of the study — Pantanal is a large recent flood plain, at the center of South America.
Mountainous formations, flood-free, shelter one of the few endemic species of the region, the
cactus Echinopsis calochlora, endangered by the intensive iron mining in its habitat. Close to
this region is located the Chaco east edge, where the congeneric E. rhodotricha occurs, locally
threatened by deforestation for pastures. Through genetic-spatial analysis of these species,
this study aims to contribute to the establishment of conservation policies.

Methods — Through the analysis of sequences from two cpDNA intergenic spacers (psbA-trnH
and trnS-trnG), diversity indices, neutrality tests and population structuring tests were
estimated. The position of E. rhodotricha in Echinopsis phylogeny was determined through a
maximum likelihood analysis. Current and past geographic patterns were obtained through the
construction of potential distribution models based on bioclimatic variables.

Key results — The trnS-trnG sequences produced two haplotypes in E. calochlora and five in E.
rhodotricha. The phylogenetic analysis revealed that E. calochlora and E. rhodotricha are not
sister groups and that this last one has a basal position in Echinopsis sensu lato. The E.
rhodotricha’s haplotypes distribution did not show genetic structuring and correlation
between genetic and geographic distances. The potential distributions from both species
estimated to the Last Glacial Maximum are substantially smaller than the current ones.

Conclusions — Although being incipient, the genetic analysis revealed that E. rhodotricha has
higher genetic diversity indices when compared to E. calochlora. The absence of population
structuring in E. rhodotricha, even when analyzing maternally-inherited markers, indicates that
exists considerable gene flow across populations and that the connectivity between the only
Chaco remnants from Brazil should be maintained. Given the low genetic diversity observed, it
will be necessary to increase the number of analyzed markers for the acquisition of a more
comprehensive overview on the evolutionary history from both species. Thus, a more effective
contribution from genetics to conservation and management of these species, whose habitats
are unique in Brazil and stand extremely threatened, shall be possible.

Key words: Brazilian Chaco; Echinopsis calochlora; E. rhodotricha; endemic species; “Maci¢o do
Urucum”; potential distribution modelling; trnS-trnG
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INTRODUCAO

O Pantanal é uma grande planicie sedimentar (160 mil km?) situada no Centro-
Oeste do Brasil (140 mil km?), leste da Bolivia (15 mil km?) e norte do Paraguai (5 mil
km?; Junk et al., 2006). Sua topografia quase plana, em geral entre 80 e 150 m acima
do nivel do mar, ocasiona periddicos alagamentos na regido devido a dificuldade de
escoamento dos rios da Bacia do Rio Paraguai (Franco e Pinheiro, 1982). Em meio a
planicie inundavel destaca-se um conjunto de formagdes montanhosas na regido
fronteirica entre o Brasil e a Bolivia (Fig. 1 A, B), representado pelo Macico do Urucum
e pela Morraria do Mutum-Jacadigo (Franco e Pinheiro, 1982). Comparativamente a
regido da planicie, esses morros rochosos apresentam um maior numero de espécies
de plantas endémicas (Pott et al., 2009), pois estas dareas isoladas da inundagdo
funcionam como ilhas, proporcionando um dos raros centros de endemismos no
Pantanal. Em contrapartida, algumas espécies deste local estdo ameacadas de extin¢cdo
devido a mineracdo do ferro do conteudo litolégico dessas morrarias (Anjos e Okida,
2000). Este é o caso de Echinopsis calochlora K. Schum. (Cactaceae; MMA, 2008), que
ocorre em campos de altitude do Macico do Urucum e indica a ocorréncia de ferro de

alta qualidade (Garcia, 2008).

Outro ambiente que se destaca na paisagem do Pantanal é a intrusdao do Chaco
no Brasil. Em sua distribuicdo total, o Chaco ocupa uma extensao de aproximadamente
800 mil km?, mas no Brasil ocupa apenas uma area restrita de aproximadamente 1 - 2
mil km? (Hueck, 1955; Prado et al., 1992; Fig. 1 A, C). As areas de Chaco no Brasil
compreendem apenas algumas manchas de Savana Estépica Florestada ou Savana

Estépica Arborizada no municipio de Porto Murtinho, na borda oeste do estado de
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Mato Grosso do Sul (MS; IBGE, 1992; Silva et al., 2008). Apesar de estas formacgoes
vegetacionais abrigarem vdrias espécies de distribuicdo Unica no Brasil, como a
cactdcea Echinopsis rhodotricha K. Schum., ndo had Unidades de Conservacdo para a
regido, e grande parte dessas dreas vem sendo desmatada para o plantio de pastagens

(Silva et al., 2008, 2011).

As populagdes de E. calochlora no Macigo do Urucum e de E. rhodotricha no
Chaco brasileiro estdo sujeitas a varias consequéncias genéticas, em razdo de suas
caracteristicas e da destruicdo dos habitats onde ocorrem. Quando os tamanhos
populacionais sdo reduzidos, a diversidade genética pode ser perdida em
consequéncia da deriva genética (Ellstrand, 1992; Maki, 2001; Frankham et al., 2008).
Outro processo que pode ocorrer em popula¢des pequenas e isoladas é a endogamia
(Frankham et al., 2008), que pode levar a reducdes na heterozigosidade, reproducdo e
sobrevivéncia, e a um aumento do risco de extincdo (Lambert et al., 2006a, 2006b;

Chaves et al., 2010).

Sequéncias nado-codificantes de cpDNA podem ser usadas como marcadores
genéticos para estudos de avaliagao diversidade genética intraespecifica em plantas
(Ding et al., 2012; Fehrmann et al., 2012; Geleta e Bryngelsson, 2012; Liu et al., 2013;
Tnah et al., 2013). Com o intuito de avaliar a utilidade desses marcadores para estudos
de filogeografia de plantas, Byrne e Hankinson (2012) testaram 13 regides de cpDNA
ndo-codificantes supostamente altamente varidveis em seis espécies de quatro
diferentes familias para as quais a estrutura filogeografica ja havia sido obtida com
marcadores RFLP, detectando altos niveis de variabilidade intraespecifica. Trés

espacadores intergénicos (trnQ-rps16, trnS—trnG e psbA—trnH) foram as regides que
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mais variaram entre individuos na maioria das espécies. Estes espacadores sdo,
portanto, fortes candidatos a terem os seus niveis de variabilidade testados em
familias onde nao é possivel identificar quais sdo as regides mais varidveis e adequadas
para avaliar a diversidade genética intraespecifica. Este é o caso de Cactaceae, onde,
até o momento, estudos filogeograficos com marcadores de cpDNA ainda sdo
extremamente raros. Somente Paterson et al. (2009) utilizaram estes marcadores para
este fim, tendo encontrado baixa variabilidade no intron do trnL em populacdes

introduzidas de Pereskia aculeata Mill., na Africa do Sul.

Pesquisas que enfoquem os efeitos genéticos da diminuicdo e perda do habitat
de cactdceas sdo extremamente importantes para identificar e priorizar areas
protegidas que considerem a viabilidade das popula¢des no futuro (ICMBio, 2011).
Inclusive, a elaboracdo de estudos para subsidiar a criacdo de Unidades de
Conservacdo que incluam E. calochlora é umas das acdes previstas no Plano de Acdo
Nacional para Conservacdo das Cactdceas (ICMBio, 2011). Neste contexto, este estudo
pretende contribuir para o estabelecimento de politicas de conservacdo de E.
calochlora e E. rhodotricha, através de andlises da distribuicdo da variabilidade
genética e da histdria evolutiva de suas populacées. Também sdo apresentados dados
sobre as relacdes filogenéticas de E. calochlora e E. rhodotricha, e os modelos de suas
distribuicdes potenciais no presente e passado, que ajudaram a compreender os

padrdes de diversidade genética atuais dessas espécies.

MATERIAIS E METODOS


http://www.theplantlist.org/tpl/record/kew-2414656

COVRE & LORENZ-LEMKE 56

Areas de estudo — O Macico do Urucum compreende um relevo residual,
originado de restos de uma plataforma muito antiga, cuja litologia data do Pré-
Cambriano (4.600 - 550 milhGes de anos - Ma; Franco e Pinheiro, 1982), e que foi
provavelmente reativado no Tercidrio Superior (23 - 2 Ma) durante o climax da
orogenia andina (Almeida, 1959). E composto pelas seguintes morrarias: Urucum (971
m), Santa Cruz (1.065 m; ponto mais alto do MS), Sdo Domingos (800 m), Grande (951
m), Rabichdo (700 m) e Tromba dos Macacos (500 m; Franco e Pinheiro, 1982; Neves e
Damasceno-Junior, 2011; Fig. 1 B), que, por estarem em meio a planicie alagavel,
estabelecem um abrupto ecétono na regido, permitindo o estabelecimento de diversas
fitofisionomias (Floresta Estacional Semidecidual Aluvial, Floresta Estacional
Semidecidual Submontana, Savana Arborizada, Savana Gramineo-Lenhosa, Reliquia
sobre Bancada Lateritica, areas de transicdo e capoeiras; Pott et al., 2000). Por esta
razdo, e por abrigar algumas espécies endémicas (Gomphrena centrota E. Holzh. —
Amaranthaceae - e Aspilia grazielae J. U. Santos - Asteraceae, Pott et al., 2000;
Discocactus ferricola Buining & Brederoo e Echinopsis calochlora K. Schum.—
Cactaceae, Tomas et al., 2010; Eggli, 2002), o Maci¢co do Urucum é considerado uma
das Areas Prioritarias para a Conservacdo da Biodiversidade da Flora do Cerrado e

Pantanal (MMA, 1999).

O Chaco é uma ampla provincia fitogeografica (800 mil km?) situada nas
planicies do nordeste da Argentina, oeste do Paraguai, sudeste da Bolivia, e em uma
pequena area na borda oeste do estado de MS, no Brasil (1-2 mil kmz; Prado, 1993;
Prado et al., 1992; Hueck, 1955; Fig. 1 A, C). O Chaco compreende uma das poucas

areas no mundo onde a transicdo entre a zona tropical e a zona temperada nao ocorre
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na forma de um deserto, mas sim como florestas semiaridas e bosques (Morello,
1967), compostos por arvores do género Schinopsis Engl. (Anacardiaceae), espécies de
Aspidosperma quebrachoblanco D.F.K. Schldt. (Apocynaceae), Tabebuia nodosa
(Griseb.) Griseb. (Bignoniaceae), Vachellia Wight & Arn. (Fabaceae), Bulnesia Gay
(Zygophyllaceae), uma camada descontinua de arbustos consistindo principalmente de
espécies espinhentas de Mimosoideae, e um estrato geralmente esparso de
Bromeliaceae e Cactaceae, com poucas gramineas (Pennington et al., 2000). Assim
como as florestas tropicais sazonalmente secas, a vegetacdo do Chaco também cresce
em dreas de baixa precipitacdo e alta sazonalidade, e provavelmente ocupa uma area
menor atualmente do que nas eras glaciais (Pennington et al., 2004). Whitney et al.
(2011), verificaram dois periodos em que as florestas tropicais sazonalmente secas
ocuparam grandes extensdes durante os ultimos 45 mil anos, no interior da América
do Sul: um na segunda fase do ultimo periodo glacial (19,5 mil anos) e outro no

periodo do Holoceno inicial-médio (10 - 3 mil anos).

Espécies estudadas — Tanto E. calochlora como E. rhodotricha possuem
grandes flores laterais, brancas, com antese noturna, de aroma agraddavel e que duram
apenas uma noite (Eggli, 2002). Essas caracteristicas se encaixam em duas sindromes
de polinizagdo: falenofilia/esfingofilia (mariposas/esfingideos) e cantarofilia (besouros;
Faegri e Van der Pijl, 1979). Observa¢ées em campo indicam que E. calochlora é
polinizada por mariposas (D. R. M. Neves, com. pess.), e E. rhodotricha, por besouros
(C. S. Souza, com. pess.). Para E. calochlora, também foi observado que formigas

dispersam as sementes (D. R. M. Neves, com. pess.) e que pode ocorrer reproducdo
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vegetativa em algumas populacdes, através da formacdo de pequenos brotos que se
destacam da planta-mae e enraizam em outro local para formar novos individuos (C. R.
Lehn, com. pess.). Ndo ha dados sobre os sistemas reprodutivos de E. calochlora e E.
rhodotricha, entretanto, ja foi observada auto-incompatibilidade em outras espécies
do género (E. chiloensis (Colla) Friedrich & G.D.Rowley, Ossa e Medel, 2011; E.
terscheckii (Parm.) Friedrich & G.D.Rowley, Ortega-Baes et al., 2011; E. schickendantzii

F.A.C.Weber, Alonso-Pedano e Ortega-Baes, 2012).

Alguns autores reconhecem duas subespécies para E. calochlora: E. calochlora
K. Schum. ssp. calochlora e E. calochlora K. Schum. ssp. glaetzleana P.). Braun &
Esteves. A subespécie glaetzleana é descrita para a Serra da Bodoquena, a noroeste da
cidade de Bonito (MS; Eggli, 2002) e difere da subespécie-tipica por ter cladddios de
somente 7,5 cm de didmetro, de 14 a 16 costelas em vez de 13 e flores menores
(Anderson, 2001). Echinopsis rhodotricha também é dividida em duas subespécies: E.
rhodotricha K. Schum. ssp. rhodotricha e E. rhodotricha K. Schum. ssp. chacoana
(Schiitz) P.J. Braun & Esteves. A subespécie rhodotricha tem de oito a 13 costelas, de
guatro a sete espinhos radiais e ocorre no Brasil, Paraguai, Uruguai e nordeste da
Argentina. J4 a subespécie chacoana possui de 12 a 18 costelas, sete ou oito espinhos
radiais, e ocorre somente na regido do Chaco Boreal do Paraguai (Anderson, 2001;
Eggli, 2002). Neste estudo, para as analises genéticas, somente foram amostrados
individuos das subespécies tipicas. A relacao filogenética entre E. rhodotricha e E.
calochlora e, mesmo entre E. rhodotricha e o restante do género Echinopsis, é
desconhecida, uma vez que esta espécie nao foi incluida na filogenia recém-publicada

do grupo (Schlumpberger e Renner, 2012).
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Coleta e extragdo de DNA — As amostras de E. calochlora foram coletadas em
populacdes distribuidas ao longo do Macico do Urucum e da Morraria do Mutum-
Jacadigo, e as de E. rhodotricha em manchas de Chaco arborizado (Savana Estépica
Arborizada; Silva et al., 2011) no municipio de Porto Murtinho (MS). Como se tratam
de espécies localmente ameagadas, somente fragmentos de ponta de raiz foram
retirados, de forma a n3do danificar os individuos. As amostras foram acondicionadas
em silica gel para secagem, e os individuos georreferenciados através de aparelho de
GPS. O DNA foi extraido com CTAB (brometo de cetiltrimetilamonio) seguindo o

protocolo de Roy et al. (1992).

Os espacadores intergénicos cloroplasmaticos trnH-psbA e trnS-trnG foram
amplificados por PCR com “primers” universais descritos por Sang et al. (1997) e
Hamilton (1999), respectivamente. As reacdes de amplificacdo do marcador trnH-psbA
foram realizadas em um volume de 25 pl contendo os seguintes reagentes: 1 unidade
de Taq polimerase (Invitrogen); tampado 1X; 0,2 mM dNTPs; 3 mM MgCl,; 0,2 uM de
cada “primer” e 10 ng de DNA gendmico. Para a o marcador trnS-trnG foram utilizadas
as mesmas condicdes exceto a concentracdo de MgCl, (1,5 mM) e a quantidade de
DNA gendmico (20 ng). As condi¢cdes de amplificacdo foram as seguintes: (1) trnH-
psbA: 80°C, 5 min; 35x (94°C, 30 s; 56°C, 30 s; 72°C, 1 min); 72°C, 10 min; e (2) trnS-
trnG: 80°C, 5 min; 30x (95°C, 1 min; 66°C, 4 min); 66°C, 10 min. Ambos os protocolos
foram adaptados de Shaw et al. (2005). Apds a amplificacdo, os produtos de PCR foram
purificados utilizando polietilenoglicol (PEG) 20% seguindo o protocolo de Dunn e

Blattner (1986). Os produtos de PCR purificados foram sequenciados, com os
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“primers” direto e/ou reverso, no sequenciador ABI-PRISM 3100 Genetic Analyzer
(Applied Biosystems) conforme as orientagGes da fabricante. As sequéncias obtidas

foram verificadas através da ferramenta BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) e serdo

depositadas na base de dados GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/).

Andlises genéticas — Descritores bdsicos como diversidade nucleotidica () e
haplotipica (h) foram calculadas no programa Arlequin v.3.5 (Excoffier e Lischer, 2010).
Com a finalidade de avaliar a dinamica demografica das espécies, os indices de
neutralidade D de Tajima (Tajima, 1989) e FS de Fu (Fu, 1996) também foram
calculados pelo programa Arlequin v.3.5 (Excoffier e Lischer, 2010). Utilizando o
mesmo programa, foi feita a andlise da variancia molecular (AMOVA; Excoffier et al.,
1992) para estimar a diferenciacdo genética entre as popula¢des e entre grupos. Os
haplétipos gerados foram determinados através do programa DnaSP v.5.10.01
(Librado e Rozas, 2009). A correlacdo entre as distancias genéticas e geograficas, para
testar a hipotese de isolamento por distancia, foi avaliada com o programa Alleles In
Space (AIS) v.1.0 (Miller, 2005) através da realizacdo do teste de Mantel (Mantel, 1967)

e do teste de Autocorrelacdo Espacial (Cliff e Ord, 1973; Sokal e Oden, 1978a, 1978b).

A filogenia recém-publicada do género Echinopsis inclui sequéncias de E.
calochlora, mas ndo de E. rhodotricha (Schlumpberger e Renner, 2012). Para investigar a
posicdo de E. rhodotricha na filogenia do género e compreender melhor seu
relacionamento filogenético com E. calochlora, comparamos uma sequéncia de trns-

trnG de E. rhodotricha, produzida pelo presente estudo, com sequéncias de outras
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Echinopsis sensu lato publicadas por Schlumpberger e Renner (2012). A sequéncia de
Lasiocereus fulvus F. Ritter, produzida neste mesmo estudo, foi utilizada como grupo
externo. As espécies cujas sequéncias foram utilizadas e seus respectivos nimeros de
acesso ao GenBank estdo descritos no Apéndice 1. O relacionamento filogenético entre
as sequéncias foi determinado com programa RAxML v.7.4.2 (Stamatakis, 2006) através
da analise de maxima verossimilhanca (Felsenstein, 1981), utilizando os parametros de
100 réplicas para o suporte de “bootstrap” e o modelo de substituicdo nucleotidica GTR

(“Generalised Time Reversible”), o mesmo utilizado por Schlumpberger e Renner (2012).

Modelagem de distribuigdo potencial — Para determinar a extensdo da
distribuicao potencial de E. calochlora e E. rhodotricha nas condi¢des climaticas atuais
(entre os anos de 1950 e 2000, aproximadamente) e durante o Ultimo Mdaximo Glacial
(UMG; 21 000 anos), o software Maxent v.3.3.3k, que utiliza o principio da “Mdaxima
Entropia” (Phillips et al., 2006), foi empregado. Os pontos de ocorréncia das espécies
foram obtidos nas coletas deste estudo, através de GPS, na base de dados de cole¢des

cientificas speciesLink (http://www.splink.org.br/), na plataforma de dados de

biodiversidade GBIF (http://www.gbif.org/) e no Herbario da Fundagdo Universidade

Federal de Mato Grosso do Sul (CGMS), e os “grids” ambientais através do site

http://www.worldclim.org/ (Hijmans et al., 2005). Para modelar a distribuicdo

potencial atual de E. calochlora e E. rhodotricha, foram utilizados os “grids” das 19
variaveis climaticas que formam BIOCLIM (varidveis derivadas dos valores mensais de
temperatura e precipitacdo, a fim de gerar varidveis com maior significado biolégico) e

o “grid” de altitude, em resolucdo espacial de 30 arco-segundos (~ 1 km?). Os modelos
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de distribuicdo potencial no passado (UMG) foram obtidos através da projecdo do
nicho realizado atual em cendrios climdaticos gerados através de dois modelos
climaticos globais (GCMs): “Community Climate System Model” (CCSM) e “Model for
Interdisciplinary Research on Climate” (MIROC). Estes cendrios estdo disponiveis como
“grids” ambientais das varidveis do BIOCLIM, em resolucdo espacial de 2,5 arco-
minutos (4,75 km?). No software Maxent, foi marcada a opgdo “Remove duplicate
presence records” (que poderiam favorecer as condi¢cdes climaticas de locais com uma
maior amostragem), e o corte do “10 percentile training presence” foi aplicado. Os
resultados gerados foram visualizados através do programa DIVA-GIS v.7.5 (Hijmans et

al., 2001).

RESULTADOS

No Maci¢co do Urucum e Morraria do Mutum-Jacadigo foram obtidas amostras
de 169 individuos de E. calochlora pertencentes a sete populagdes naturais, uma
reintroduzida em drea minerada e uma resgatada e mantida em casa de vegetacao
(Tab. 1). Nos remanescentes de Chaco arborizado foi obtido material de 191 espécimes
de E. rhodotricha em oito popula¢des naturais (Tab. 1). Nas populacdes menores, o
maior nimero possivel de individuos foi amostrado. Foram obtidas sequéncias para 11
individuos de E. calochlora e 11 de E. rhodotricha, do marcador psbA-trnH; e para 14
de E. calochlora e 38 de E. rhodotricha, do trnS-trnG. As caracteristicas dos
alinhamentos, amostragem e estimativas basicas de diversidade genética estdo

descritos na Tab. 2.



COVRE & LORENZ-LEMKE 63

Nenhum polimorfismo intraespecifico foi verificado dentro do espacador
intergénico psbA-trnH nas duas espécies estudadas. Para o trnS-trnG, as sequéncias de
ambas as espécies foram polimérficas. Nas sequéncias de E. rhodotricha ocorre uma
regido de microssatélites (cpSSR) com um motivo de seis nucleotideos (GAGGAA) a
partir do sitio #618. Os demais polimorfismos estao descritos na Tab. 2. Somente dois
hapldtipos foram encontrados ao longo da distribuicdo de E. calochlora (Fig. 2). Como
a amostragem ainda é baixa e o numero de hapldtipos encontrados foi pequeno, ndo
foram realizadas as demais analises populacionais para esta espécie. Para E.
rhodotricha cinco haplétipos foram registrados, sendo que o Hapldtipo 1, mais
frequente, ndo estd presente apenas na populagado BR, distante 15,6 km das demais. O
segundo haplétipo mais frequente (Haplétipo 2) estd distribuido em todas as
populacdes amostradas, e o Hapldtipo 3, nas populag¢des centrais (RC3 e P3). Os outros

dois hapldtipos encontrados (Haploétipos 4 e 5) foram verificados somente na

populagdo BR (Fig. 2).

A AMOVA revelou que a maior parte da diversidade genética existente nas
populacdes de E. rhodotricha amostradas pode ser atribuida a variacdes dentro das
populacdes (95,70%). O indice de fixacdo se mostrou baixo (Hartl e Clark, 1997; ¢st = -
0,04304 P=0289%) “indicando auséncia de estruturacgo genética. No entanto, quando as
populacdes foram divididas em dois grupos (Grupo 1: BR; Grupo 2: P1, P2, P3, RC1,
RC2, RC3 e SM; Tab. 1, Fig. 2), foi encontrado um nivel muito alto de estruturacao
genética entres estes (Hartl e Clark, 1997; ¢t = -0,46380 p=°'11535). O teste de Mantel
ndo evidenciou correlacdo entre as distancias genéticas e geograficas, refutando a

hipétese de isolamento por distancia (r = -0,044 P=0.72%) " 3ssim como a andlise de
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Autocorrelacdo Espacial, na qual ndo houve um aumento continuo da distancia

genética com o aumento da distancia geografica (p = 0,933).

Os indices de neutralidade D de Tajima e Fs de Fu ndo mostraram valores
significativos (D = - 0,53971 P%?%? e Fs = -1,13918 *">?*’) indicando que as populagdes

de E. rhodotricha ndo passaram por expansao demografica, recentemente.

A andlise de maxima verossimilhanga com as sequéncias do marcador trnS-trnG
de Echinopsis sensu lato disponibilizadas por Schlumpberger e Renner (2012) gerou
uma darvore semelhante a deste trabalho, e colocou E. rhodotricha como grupo irmao
de todas es espécies analisadas, com excecdo de E. bonnieae (Halda, Hogan & Janeba)
Halda & Malina e E. famatimensis (Speg.) Werderm., que formam um grupo com
divergéncia mais antiga em relacdo as demais espécies (Fig. 3). Nesta analise fica claro
que E. calochlora e E. rhodotricha ndo sdo espécies proximamente relacionadas e que
o grupo irmdo de E. calochlora é E. oxygona (Link) Zucc. ex Pfeiff. & Otto, de

morfologia similar, que ocorre no estado do Rio Grande do Sul, no Brasil.

Os modelos das distribuicdes potenciais atuais gerados com os “grids”
climaticos e de altitude com resolucdo espacial de 30 arco-segundos (~ 1 km?) n3o
diferiram substancialmente dos obtidos com somente os “grids” climaticos com
resolucdo espacial de 2,5 arco-minutos (4,75 km?), e, por esta razdo, aqui ndo sdo
apresentados. A Fig. 4 mostra as distribuicdes potenciais de E. calochlora e E.
rhodotricha no presente comparadas as possiveis distribuicdes durante o UMG,
geradas através de “grids” climaticos com resolucdo espacial de 2,5 arco-minutos. Os

modelos de distribuicdo atuais obtidos foram congruentes com as descricdes de
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ocorréncia conhecidas para ambas as espécies. As distribuicbes potenciais de E.
calochlora e E. rhodotricha durante o UMG foram substancialmente menores, nos dois

cenarios climaticos analisados.

DISCUSSAO

Echinopsis calochlora e E. rhodotricha apresentaram, de forma geral, baixa
variabilidade nos marcadores analisados. No marcador psbA-trnH n3do houve
polimorfismos mesmo entre as popula¢des mais distantes e isoladas de E. calochlora e
E. rhodotricha (27,9 e 28,9 km, respectivamente). A maioria dos sitios polimdrficos
encontrados nas sequéncias de trnS-trnG foram “indels” em regides de repeti¢cdes
simples (microssatélites), que possuem uma taxa mutacional reconhecidamente maior

gue as substituicoes nucleotidicas (Frankham et al., 2008).

Byrne e Hankinson (2012) relataram que, entre 13 regides nao-codificantes de
cpDNA supostamente altamente varidveis, os espacadores intergénicos trnS-trnG e
psbA-trnH estdo entre as trés regides que mais variaram entre individuos para a
maioria das espécies analisadas, em diferentes familias. Em Cactaceae, Paterson et al.
(2009) encontraram baixos niveis de variacdo intrapopulacional em Pereskia aculeata
Mill. através do intron trnL do cpDNA. A maioria dos estudos genéticos populacionais
realizados com Cactaceae utilizou aloenzimas como marcador (ICMBio, 2011) e, de
modo geral, esses trabalhos relatam alta diversidade genética em espécies de habito
colunar (longos ciclos de vida), com reproducdo predominantemente alégama e

polinizadas por morcegos (Nassar et al., 2001). Mesmo Stenocereus eruca (Brandegee)
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A.C. Gibson & K.E. Horak, uma espécie colunar clonal e com habitat extremamente
restrito no Deserto de Sonora, apresentou alta diversidade clonal, supostamente
devido a ocorréncia de recrutamentos sexuais episddicos (Clark-Tapia et al., 2005).
Espécies endémicas e ameacadas, que habitam locais de altitude elevada, com
polinizadores territorialistas e autocompativeis como Melocactus paucispinus Heimen
& R..Paul e M. glaucescens Buining & Brederoo, no entanto, apresentaram baixa

diversidade de aloenzimas (Lambert et al., 2006a, 2006b).

Echinopsis calochlora possui a maioria dessas caracteristicas (endémica,
ameacada e habita locais de altitude elevada), e, embora os estudos de biologia
reprodutiva em Echinopsis relatem auto-incompatibilidade (Ortega-Baes et al., 2011;
Ossa e Medel, 2011; Alonso-Pedano e Ortega-Baes, 2012), a autocompatibilidade ndo
pode ser descartada. Além disso, E. calochlora possui dispersores de sementes
(formigas) que ndo se deslocam por longas distancias (0,5 - 7 m; Lambert et al., 20063;
Fonseca et al., 2012). A auséncia de fluxo génico entre populacbes e os pequenos
tamanhos populacionais, entdo, poderiam acarretar a perda de alelos através da
endogamia e da deriva genética, explicando a baixa diversidade genética encontrada.
Por outro lado, as baixas taxas de fluxo génico e o isolamento das populacbes de E.
calochlora em “ilhas de altitude” em meio a planicie pantaneira poderiam acarretar
em uma alta diferenciacdo entre as populagdes. Esse padrao ja foi encontrado em
outras espécies de plantas cujas populacdes ficam isoladas em areas de alta altitude
quando analisadas com marcadores do cpDNA, aloenzimas e/ou microssatélites
nucleares (Pitcairnia geyskesii L.B. Sm. - Bromeliaceae, Sarthou et al., 2001; Sedum

lanceolatum Torr. - Crassulaceae, DeChaine e Martin, 2005; Alcantarea imperialis
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(Carriere) Harms e A. geniculata (Wawra) J.R. Grant - Bromeliaceae, Barbara et al.,
2007; entre outros). A baixa divergéncia genética também pode ser um indicativo de
origem e colonizacdo recente das populacées (ex., Lorenz-Lemke et al., 2010).
Entretanto, mesmo usando marcadores com reconhecida variabilidade intraespecifica,
nado é possivel afirmar com os dados obtidos até o momento se a baixa variabilidade
genética encontrada em E. calochlora é inerente da espécie, devido a sua histéria

evolutiva, ou a lentas taxas evolutivas destes marcadores no grupo estudado.

As sequéncias de E. rhodotricha permitiram uma maior resolu¢do dos padrdes
filogeograficos, se comparadas as de E. calochlora. O resultado da AMOVA, indicando
que 95,70% da variabilidade intraespecifica de E. rhodotricha esta distribuida dentro
das populacdes é inesperado para sequéncias de cpDNA. O resultado desta anadlise
estd possivelmente associado a proximidade das populacdes amostradas, que podem
estar conectadas através de fluxo génico. Durante o trabalho de campo foram vistos
frutos de E. rhodotricha bicados por aves, um indicio de que a dispersdo das sementes
desta espécie pode atingir longas distancias. A auséncia de correlacdo entre as
distancias genéticas e geograficas apoia este resultado, uma vez que a dispersao das
sementes a longas distancias poderia contribuir para a conexdao genética entre as

populacdes (Frankham et al., 2008).

Entretanto, a populacdo BR pode ser considerada diferenciada das demais.
Quando esta populacdo foi comparada com o grupo de todas as demais, foi verificado
um valor muito alto de indice de fixacdo (Hartl e Clark, 1997; dcr = -0,46380 P~21153%) o
gue indica que estas populacdes devem ter estado isoladas por um periodo muito

longo de tempo para alcancar o nivel de divergéncia observado (Hartl, 2000). Além
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disso, o mapa de distribuicao dos haplétipos (Fig. 2) mostra que a populagdo BR possui
dois haplotipos exclusivos (Hapldtipos 4 e 5), e ndo compartilha o Haplétipo 1, o mais
frequente entre as demais. A imagem de satélite evidencia uma vasta drea de terreno
mais elevado (~ 350 m) e com vegetacdo densa (ndo chaquenha), conhecida como
Serra da Bocaina, isolando a populacdo BR das demais. Esta matriz desfavoravel pode

ter funcionado como uma barreira, diminuindo o fluxo génico entre estas populagées.

As sequéncias do marcador trnS-trnG também permitiram a identificacdo do
posicionamento filogenético de E. rhodotricha no género Echinopsis. A arvore gerada
neste estudo (Fig. 3) coloca E. rhodotricha como grupo irmdo de todas as espécies do
clado Echinopsis, exceto E. bonnieae e E. famatimensis. Uma das possiveis razées para
E. rhodotricha nao ter agrupado com nenhuma espécie em particular é a ndo inclusao
de sequéncias de espécies de fora do clado Echinopsis (Echinopsis sensu lato), ou,
simplesmente, porque as espécies mais proximamente relacionadas a E. rhodotricha

nao foram amostradas no estudo de Schlumpberger e Renner (2012).

O modelo da distribuicdo potencial atual de E. calochlora baseado em “grids”
climaticos e de altitude para E. calochlora revelou alguns locais adicionais aos ja
amostrados na distribuicdo conhecida (Brasil e Bolivia), onde esta espécie poderia
ocorrer (interior da Bolivia, sudoeste do estado de MS, e leste do Brasil; Fig. 4).
Modelos de distribuicdo potencial, no entanto, mostram apenas as dreas onde as
condicOes sdo favoraveis para a espécie, ndo significando necessariamente que ela ira
ocorrer nestas areas. LimitacOes de dispersdo devido ao sistema reprodutivo e
barreiras geograficas podem impedir que uma espécie ocupe outras areas geograficas

com condicdes semelhantes as do seu nicho realizado (Scheldeman e van Zonneveld,
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2010). Além disso, “grids” de tipo de solo, um fator determinante para a ocorréncia
desta espécie (indicadora de solos com altos indices de ferro) ndo puderam ser
incluidos nesta analise. A distribuicdo potencial de E. rhodotricha, no entanto, ndo
divergiu da distribuicdo conhecida para a espécie, e mostra que as populacdes
amostradas neste estudo estdo no centro da regido onde ha uma maior probabilidade

de ocorréncia desta cactacea.

A comparag¢ao dos modelos de distribuicao potencial atual com os projetados
nas condig¢des climaticas do UMG revela que, ha cerca de 21 000 anos, as populagdes
de E. calochlora e E. rhodotricha apresentavam uma abrangéncia reduzida. Se este
padrdo geral for extrapolado para os periodos glaciais mais antigos, é provavel que as
populagdes de Echinopsis do Pantanal tenham experimentado repetidos ciclos de
expansdo e retracao de sua distribuicdo geografica. Isto deve ter sido mais marcante
em E. rhodotricha, uma vez que E. calochlora apresenta exigéncias de habitat
especialmente relacionadas ao tipo de solo. Echinopsis rhodotricha mostrou distincdo
de linhagens intraespecificas altamente diferenciadas, mesmo em populacbes
separadas por poucos quildmetros. E possivel afirmar, entdo, que a vegetacdo da Serra
da Bocaina tem atuado como uma forte barreira ao fluxo génico nas populac¢des do
Chaco brasileiro, mantendo-as isoladas mesmo durante os periodos glaciais mais frios
e secos. Outro importante padrdao evidenciado é que, apesar de ser uma espécie
tipicamente chaquenha, E. rhodotricha ndo acompanharia a expansao da distribuicao
de florestas tropicais sazonalmente secas inferida por Whitney et al. (2011) durante o

UMG, no arco pleistocénico proposto por Prado e Gibbs (1993).



COVRE & LORENZ-LEMKE 70

Das populacdes de E. calochlora amostradas, as duas que contém o Hapldtipo 2
(VB e VT) estdo situadas na Morraria de Santa Cruz (Fig. 1, Fig. 2). Os individuos da
populacdo VT (Tab. 1), nos quais somente foi encontrado o Haplétipo 2, tinham sido
removidos de seu habitat natural, para a extracdo de minério de ferro no local, e
transferidos para o mesmo local onde ocorre a populagdo nativa V3 (Fig. 2, Tab. 1).
Esta populacdo possui exclusivamente o outro tipo de haplétipo encontrado. A
literatura descreve que a ocorréncia de fluxo génico entre populacdes geneticamente
diferentes pode quebrar possiveis adaptacbes locais (Antonovics, 1976; Simberloff,
1988), levando a extingdo de variantes genéticas Unicas presentes em pequenas
populacdes (Ellstrand, 1992). No presente caso, este polimorfismo genético nao reflete
diferencas adaptativas locais uma vez que ambos os hapldtipos encontrados em E.
calochlora foram detectados na populagdo VB. Dentre estas trés populagdes, esta é a
Unica que ainda ndo foi minerada e foi a maior populacdao natural de E. calochlora

observada em campo neste estudo, e, portanto, deve ser especialmente preservada.

Em E. rhodotricha, os haplétipos mais incomuns foram encontrados na

populacdo BR (Fig. 2, Tab. 1). Esta populacdo habita uma estreita faixa de Chaco

arborizado com aproximadamente 1 km de extensdo, contigua a uma rodovia, isolada
das demais manchas de vegetacdo chaquenha por outros tipos vegetacionais. No
entanto, esta interpenetracdo de diferentes formag¢des vegetacionais, tipica desta
regido transicional (Silva et al., 2008), ndo é o principal fator responsavel pela
fragmentacdo do habitat de E. rhodotricha no Chaco brasileiro. Os individuos da
populacdo SM, por exemplo (Fig. 2, Tab. 1), habitam uma area de aproximadamente

1.000 m? circundada por pastagem cultivada. A principal atividade econémica da



COVRE & LORENZ-LEMKE 71

regido chaquenha em territdrio brasileiro no Pantanal é a pecudria de corte, sendo que
a vegetacdo nativa é altamente impactada pelo desmatamento para a formacdo de
pastagens (Silva et al., 2008, 2011). A conservacdo destas dreas seria interessante nao
apenas para a manutencdo da riqueza genética de E. rhodotricha, mas também de
outras espécies de plantas que compartilham o mesmo habitat. Além disso, areas
transicionais sdo de grande importancia em processos evolutivos, pois grande parte da
variacdo adaptativa esta concentrada nestas regides (Smith et al., 2001). As savanas
estépicas desta borda do Chaco agrupam espécies de distribuicdo Unica no Brasil, e até
mesmo endémicas, como o outro cacto Cleistocactus baumannii ssp. horstii (P.J.
Braun) N.P. Taylor (Eggli, 2002). Esta regidao, assim como grande parte do Pantanal, nao
possui Unidades de Conservacdo que preservem a sua biodiversidade (Silva et al.,

2008).

Este estudo fornece os primeiros indicios sobre a distribuicdo da variabilidade
genética em E. calochlora que auxiliardo nas decisbes para a restauracdo dos
individuos resgatados de dreas mineradas, e, futuramente, irdo subsidiar a criacdo de
Unidades de Conservacdao que incluam esta espécie ameacada dentro do Plano de
Acdo Nacional para Conservacdo das Cactaceas (ICMBio, 2011). Da mesma forma, os
dados filogeograficos obtidos para E. rhodotricha podem subsidiar a escolha de areas
de Chaco brasileiro que conservem a maior parte da riqueza genética desta espécie,

guando uma Unidade de Conservacdo for criada para ecossistema.
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Tabela 1. Populagbes de Echinopsis calochlora e E. rhodotricha amostradas na borda oeste do
Pantanal e em manchas de Chaco arborizado no municipio de Porto Murtinho-MS,
respectivamente. As localizacGes precisas foram retidas por questées de conservacgao.
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Cédigo Localidade Procedéncia Coord. Geograficas Alt. (m) N
E. calochlora
J Morro do Jacadigo natural 19°13'S 636 23
57°50'W
MD MMX, Morro Sao Domingos natural 19°11'S 419 30
57°37'W
V3 Vale MCR, Mina 03 natural 19°11'S 905 4
57°34'W
VAL Vale Urucum, Area da Antena viveiro 19°11'S 628 6
Leste 57°36'W
VB Vale MCR, Morro Bonito natural 19°12'S 1022 30
57°35'W
VE Vale MCR, Morro Encanto natural 19°13'S 945 30
57°36'W
VM Vale Urucum, Area do Mirante natural 19°11'S 920 15
57°36'W
VP Vale Urucum, Area do Piscindo natural 19°11'S 976 1
57°36'W
VT Vale MCR, Mina Tamandua reintroduzida 19°13'S 925 30
na Mina 03 57°34'W
Total: 169
E. rhodotricha
BR Rodovia natural 21°44'S 137 20
57°30'W
P1 Fazenda Patold, Area 1 natural 21°41'S 97 23
57°43'W
P2 Fazenda Patold, Area 2 natural 21°41'S 96 30
57°42' W
P3 Fazenda Patol4 Area 3 natural 21°41'S 92 27
57°42' W
RC1 Fazenda Retiro Conceicdio, Area 1 natural 21°40'S 90 30
57°46'W
RC2 Fazenda Retiro Conceicdio, Area 2 natural 21°40'S 88 27
57°46'W
RC3 Fazenda Retiro Conceicdo, Area 3 natural 21°41'S 90 28
57°45'W
SM Fazenda Sao Manoel natural 21°47'S 117 6
57°39'W
Total: 191
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Tabela 2. Dados das sequéncias obtidas de Echinopsis calochlora e E. rhodotricha.

Tamanho do alinhamento
Tamanho das sequéncias
% CG
N2 individuos sequenciados
N2 populagdes analisadas
N2 sitios varidveis
N2 substituicdes
Transicdes (sitio)
Transversoes (sitio)
N2 “indels” (sitio)
N2 haplétipos
Diversidade nucleotidica (m)
(+/- desvio padrao)
Diversidade haplotipica (h)
(+/- desvio padrao)

Marcadores
psbA-trnH trnS-trnG
E. calochlora  E. rhodotricha  E. calochlora E. rhodotricha
300 306 965 962
210-300 125-306 503-965 245-962
20,96 20,56 35,27 35,69
11 11 14 38
7/9 8/8 8/9 8/8
0 0 1 3
0 0 1 1
0 0 0 0
0 0 1 (#519) 1 (#768)
0 0 0 2 (#630, #636)
0 0 2 5
0,000274 0,000797
) ) (+/-0,00036)  (+/- 0,00067)
0,2637 0,6302

(+/- 0,1360)

(+/-0,0475)
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Apéndice 1. SEQUENCIAS DE trns-trnG UTLIZIDAS NA ANALISE FILOGENETICA. Sequéncias do espacador intergénico cloroplasméatico trnS-trnG
publicadas por Schlumpberger e Renner (2012) utilizadas na analise de maxima verossimilhanga deste estudo.

Espécie Origem N2 GenBank
Echinopsis atacamensis ssp. pasacana (F.A.C.Weber) G.Navarro [BOS518] Catamarca, Argentina JQ779486
Echinopsis atacamensis ssp. pasacana (F.A.C.Weber) G.Navarro [BOS593] Tucumadn, Argentina Q779487
Echinopsis aurea Britton & Rose [BOS309] Cérdoba, Argentina 1Q779472
Echinopsis aurea Britton & Rose [BOS313] Cérdoba, Argentina 1Q779471
Echinopsis aurea Britton & Rose [BOSx29] San Luis, Argentina JQ779475
Echinopsis aurea ssp. fallax (Oehme) M.Lowry La Rioja, Argentina JQ779474
Echinopsis aurea ssp. shaferi (Britton & Rose) M.Lowry Catamarca, Argentina Q779473
Echinopsis aurea var. callochrysea (F.Ritter) J.Ullmann Salta, Argentina JQ779476
Echinopsis bonnieae (Halda, Hogan & Janeba) Halda & Malina Catamarca, Argentina JQ779502
Echinopsis breviflora (Backeb.) M.Lowry (= Lobivia sanguiniflora var. breviflora (Backeb.) Rausch) Salta, Argentina JQ779469
Echinopsis calochlora K.Schum. Sudoeste do Brasil, leste da Bolivia  JQ779485
Echinopsis chiloensis (Colla) H.Friedrich & G.D.Rowley Chile Q779489
Echinopsis chrysantha Werderm. Salta, Argentina JQ779470
Echinopsis densispina Werderm. Salta, Argentina 1Q779482
Echinopsis famatimensis (Speg.) Werderm. La Rioja, San Juan, Argentina JQ779501
Echinopsis haematantha (Speg.) D.R.Hunt [BOS175] Salta, Argentina Q779480
Echinopsis haematantha (Speg.) D.R.Hunt [BOS493] Salta, Argentina Q779481
Echinopsis jajoiana (Backeb.) Blossf. [BOSx79] Jujuy, Argentina JQ779468
Echinopsis jajoiana (Backeb.) Blossf. [BOSx88] Jujuy, Argentina JQ779467
Echinopsis marsoneri Werderm. Jujuy, Argentina 1Q779466
Echinopsis oxygona (Link) Zucc. ex Pfeiff. & Otto [BOSx01] Rio Grande do Sul, Brasil 1JQ779483
Echinopsis oxygona (Link) Zucc. ex Pfeiff. & Otto [BOSx06] Rio Grande do Sul, Brasil Q779484
Echinopsis terscheckii (Parmentier ex Pfeiff.) H.Friedrich & G.D.Rowley La Rioja, Argentina Q779488
Echinopsis tubiflora (Pfeiff.) Zucc. ex K.Schum. [BOS106] Tucumadn, Argentina 1Q779479
Echinopsis tubiflora (Pfeiff.) Zucc. ex K.Schum. [BOS386] Salta, Argentina Q779477
Echinopsis tubiflora (Pfeiff.) Zucc. ex K.Schum. [BOS387] Salta, Argentina JQ779478

Lasiocereus fulvus F.Ritter Amazonas, Peru 1Q779525
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Figura 1. A. Localiza¢do do Macico do Urucum e Morraria do Mutum-Jacadigo e da por¢do
brasileira do Chaco no estado de Mato Grosso do Sul. B. Morrarias que compdem o Maci¢o do
Urucum e Morraria do Mutum-Jacadigo (adaptado de Franco e Pinheiro, 1982). BOL = Bolivia,
BRA = Brasil C. Localizacdo do Chaco brasileiro dentro do “Gran Chaco” (reproduzido e

adaptado de Riveros, 2002).
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Figura 2. Distribuicdo dos haplétipos da regido do cpDNA trnS-trnG, encontrados em oito
populac¢des de Echinopsis calochlora, e oito de E. rhodotricha. Nota: Os cédigos das populagdes
correspondem aos da Tab. 1, e o tamanho dos graficos é proporcional ao nimero de
individuos amostrados por populagao.
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Figura 3. Arvore de méaxima verossimilhanca construida através da analise de sequéncias do
espacador intergénico cloroplasmatico trnS-trnG pelo programa RAXxML. A sequéncia de
Echinopsis rhodotricha foi obtida neste trabalho e comparada com as demais espécies
analisadas no estudo de Schlumpberger e Renner (2012). Nota: Os cédigos entre colchetes
representam o numero de coletor da fonte de DNA utilizada, em espécies que se repetem.
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Figura 4. Modelo da distribuicdo potencial atual e passada (durante o Ultimo Méaximo Glacial —
21 000 anos) estimada para Echinopsis calochlora e E. rhodotricha, conforme os cenarios
climaticos CCSM e MIROC. Nota: Os valores na legenda representam a probabilidade de
ocorréncia da espécie em cada célula.



CONSIDERAGOES FINAIS

Embora a baixa variabilidade dos marcadores utilizados em E. calochlora tenha
impedido a realizacdo de analises mais aprofundadas, foi possivel observar que essa
espécie possui niveis de diversidade genética substancialmente menores que os de E.
rhodotricha. Auséncia de fluxo génico e pequenos tamanhos populacionais parecem
ser boas explicagOes para esse resultado, uma vez que caracteristicas da ecologia desta
espécie levam a confirmacao destas hipdteses, e diferem muito das observadas em E.

rhodotricha.

Echinopsis rhodotricha, no entanto, apresentou uma diversidade genética
substancial, considerando a extensado da distribuicdo geografica amostrada. A auséncia
de estruturacdo genética encontrada entre a maioria das populacbes e a observacdo
de frutos bicados por aves sdo indicios de que essas populacdes possivelmente estdo
conectadas pelo fluxo génico, exceto uma populacdo que apresentou dois haplétipos
exclusivos e parece ter se mantido isolada das demais mesmo durante os periodos
glaciais mais intensos, através da Serra da Bocaina. Estes resultados mostram que,
mesmo num dos extremos da distribuicdao geografica de E. rhodotricha, ha presenca de
linhagens altamente diferenciadas que, muito provavelmente, sdao Unicas em toda a
sua distribuicdo. Desta forma, a preservacdo dos fragmentos brasileiros de Chaco
arborizado é interessante ndo sé para a conservac¢ao das populacdes de E. rhodotricha

locais, mas de toda a espécie.

Os resultados deste trabalho sdo os primeiros dados sobre a filogeografia e

histéria evolutiva de E. calochlora e E. rhodotricha, espécies tipicas de formacoes
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vegetacionais onde inexistem informacgdes sobre estes aspectos para qualquer planta,
no Brasil. Com o refinamento da amostragem, nossos resultados poderdo, com maior
propriedade, auxiliar nas decisGes para o manejo de populacdes de E. calochlora
resgatadas das areas mineradas no Macico do Urucum, além de, futuramente,
subsidiar a criacdo de Unidades de Conservag¢do que incluam E. calochlora, no Macico
do Urucum, e E. rhodotricha, no Chaco brasileiro, dois ambientes que, ultimamente,

vem sofrendo constante pressdo antrdpica.

As perspectivas para a conclusdo deste estudo sdo: aumentar o nimero de
plantas sequenciadas; investigar se existem popula¢des da subespécie glaetzleana P.J.
Braun & Esteves de E. calochlora na Serra da Bodoquena (MS); e avaliar marcadores
genéticos com taxas evolutivas mais rdpidas, como regides de microssatélites do

genoma nuclear (os quais ja estdo sendo desenvolvidos para E. rhodotricha).
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