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RESUMO

A leguminosa Crotalaria pallida é considerada uma espécie invasora na regido Neotropical e
em outras regides ao redor do mundo. Acredita-se que ela seja nativa da Africa, porém sua
histéria evolutiva é desconhecida devido a caréncia de dados sobre sua introducido e de
estudos genéticos e filogeogrificos com a planta. No presente trabalho buscou-se avaliar a
variabilidade e estruturacdo genética de populacdes de C. pallida e inferir os processos
histéricos evolutivos que explicam o padrdo de distribui¢do atual da espécie. A origem da
espécie na regido Neotropical foi discutida com relacdo as hipoteses de “eventos naturais
antigos de dispersdo a longa distancia” e de “introducdo recente mediada pelo homem”.
Foram analisadas amostras de 25 pontos de ocorréncia distribuidos na regido tropical,
incluindo onze pontos localizados no Brasil, sete na Africa, cinco em outros paises da
América Latina, um na India e um na Austrdlia. Os dados de sequéncias de duas regides
intergénicas, uma nuclear (ITS) e uma plastidial (rpl32-trnL), foram utilizados em anélises de
diversidade, filogeograficas e de estrutura populacional. Os padroes de diversidade e
estruturacdo geografica encontrados para as duas regides sequenciadas foram semelhantes.
Cada marcador apresentou apenas quatro haplétipos com poucos passos mutacionais de
diferenca entre eles. A regido Neotropical (Hd: 0,1139 — ITS e 0,0982 — rpl32-trnL) ndo
apresentou haplétipos exclusivos e, os dois haplétipos de cada marcador encontrados na
regido sdo compartilhados com amostras africanas. Todos os individuos brasileiros analisados
sd0 monomorficos para os marcadores estudados, indicando uma origem comum das
populacdes do pais. O baixo polimorfismo encontrado, provavelmente estd associado a
biologia da espécie e/ou a histéria demografica das populacdes da regido de distribuicdo
nativa, além de ser um padrdo comumente registrado em espécies invasoras. Os indices de
diversidade genética maiores na Africa (Hd: 0,5111 — ITS e 0,6667 — rpl32-trnL) e a auséncia
e haplétipos exclusivos nos neotrépicos sugerem que C. pallida tem origem africana e foi
introduzida recentemente na regido Neotropical, o que concorda com a hipétese de introducao
mediada pelo homem. A importancia da variabilidade genética para o estabelecimento e
propagacdo de uma espécie invasora € um assunto intensamente debatido e o alto potencial
invasor de C. pallida, a despeito da baixa diversidade genética, contribui na delimitacao das

caracteristicas que sao de fato relevantes durante o processo de invasao.



ABSTRACT

The herbaceous legume Crotalaria pallida is considered an invasive species in the Neotropics
and others regions across the world. This species is presumably native from Africa,
nevertheless its evolutionary history is unknown due to the lack of information about its
introduction and of genetical and phylogeographical studies with the plant. The present study
sought to investigate the genetic variability and structuring of C. pallida populations and to
understand the evolutionary processes that led to the current distribution pattern of the
species. The origin of the plant in the Neotropics was discussed contrasting the hypothesis of
“early natural events of long distance dispersion” and “recently introduction by humans”. We
analyzed samples of 25 sites spread around the Tropical region, comprising: eleven sites in
Brazil, seven in Africa, five in others Latin America countries, one in India and one in
Australia. The DNA sequence data of two intergenic regions, one nuclear (ITS) and one
plastidial (rpL32-trnL), was evaluated through diversity indices, phylogeographical and
population structure analyses. The patterns of diversity and geographic structure for the two
DNA regions were similar. Each marker exhibited only four haplotypes with a few mutational
differences between them. The Neotropical region (Hd: 0,1139 — ITS and 0,0982 — rpl32-
trnL) does not hold exclusive haplotypes and the two haplotypes of each marker found in this
region are shared with African samples. All Brazilians individuals analyzed are monomorphic
for both markers, indicating a common origin of the populations in this country. The low
polymorphism is probably associated to organism biology and/or to demographic history of
native populations; besides, it is a frequent pattern in invasive species. The higher diversity
indices in Africa (Hd: 0,5111 — ITS and 0,6667 — rpl32-trnL.) and absence of exclusive
haplotypes in the Neotropics suggest that C. pallida has an African origin and was recently
introduced in the Neotropical region, what supports the hypothesis of introduction by humans.
The importance of genetic variability for the establishment and spread of an invasive species
is intensely debated and the high invader potential of C. pallida, despite its low genetic
diversity, contributes to the delimitation of truly relevant characteristics for the invasion

process.
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Introducao

Nos dltimos séculos, as espécies invasoras afetaram substancialmente o
funcionamento e caracterizacdo dos ecossistemas ao redor do mundo (eg. Elton, 1958; Lodge,
1993; Mooney & Cleland, 2001; Sakai et al., 2001; Vila et al., 2010). Invasdes bioldgicas sdo
consideradas a segunda maior causa de perda da biodiversidade atual, depois da destrui¢dao
dos habitats (Vitousek et al., 1997). Invasdes ocorrem quando organismos atingem novos
limites geogréficos, por meio de acdes humanas, e seus descendentes propagam e persistem
causando impactos ecoldgicos e/ou econdmicos (Lockwood et al., 2007). A agricultura,
aquicultura, recreagdo, transporte, entre outras atividades humanas promovem, de forma
intencional ou acidental, o rompimento de barreiras naturais a dispersdo de diversas espécies
(Kolar & Lodge, 2001), alterando as comunidades naturais do mundo a uma taxa sem
precedentes (Mack et al., 2000). Esta alteracdo ocorre devido a modificacdo da ciclagem de
nutrientes (eg. Gaertner et al., 2014), impacto no regime hidrolégico (eg. Le Maitre, 2004),
aumento da intensidade e frequéncia de queimadas (eg. Schlesinger et al., 2013), entre outros
fatores. As respostas da espécie invasora as pressdes do novo ambiente e as novas interagdes
interespecificas podem alterar a histéria evolutiva das espécies nativas pela competicdo,
mudanca de nicho, hibridizacdo, predacdo e, em ultima andlise, pode levar a extincdo
(Mooney & Cleland, 2001).

O processo de invasdo envolve uma série de etapas sequenciais que contém uma ou
mais barreiras que devem ser superadas para a transicao para a proxima fase (Chapple et al.,
2012). Primeiramente a espécie deve sobreviver ao transporte (Fase 1) e entdo ser introduzida
em um novo ambiente (Fase 2). Nas etapas de estabelecimento (Fase 3) e propagacado (Fase 4)
a espécie ndo nativa deve ser capaz de se reproduzir, dispersar e estabelecer uma populacao
autossustentdvel (Chapple et al., 2012). As barreiras encontradas em cada fase estdo
diretamente relacionadas a diferentes processos genéticos, como efeito fundador, deriva
genética, fluxo génico e selecdo natural (Méder et al., 2016). As espécies invasoras sao
aquelas que conseguiram percorrer com sucesso 0 seu caminho através de cada estagio e/ou
barreira e propagaram (Chapple et al., 2012). Quando uma populacio introduzida se torna
amplamente distribuida e abundante, ela passa a ter o potencial de causar algum tipo de dano
ecoldégico ou econdmico (Lockwood et al, 2007). Por essa razdo um foco central dos estudos
de invasdo bioldgica € identificar as caracteristicas ou fatores que possam prever o destino

final de espécies introduzidas (PysSek & Richardson, 2007; Barrett, 2015; Bock et al., 2015).
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No geral, as espécies invasoras apresentam grande tolerancia a varidveis abidticas, alta
capacidade de dispersdo, reproducdo eficiente, alta capacidade competitiva e escassez ou
auséncia de inimigos naturais nos locais em que foram introduzidas (Kleunen et al., 2015).
Contudo, ainda ndo estd claro se essas ou outras caracteristicas sdo capazes de prever o
sucesso de invasdo (Bock ef al., 2015). A real importancia da variabilidade genética para o
estabelecimento e propagacdo de uma espécie na drea invadida, por exemplo, € um assunto
intensamente debatido (Reed & Frankham, 2003; Frankham, 2004; Roman & Darling, 2007;
Bock et al, 2015; Dlugosch et al., 2015; Michaelides et al., 2016; Trucchi et al., 2016). Na
disciplina de genética da invasdo, um atributo amplamente reconhecido é que as populagcdes
fundadoras irdo sofrer eventos demograficos de bottleneck com algum grau de intensidade
apos a introdugdo e, ocasionalmente, tais populagdes poderdo apresentar reduzido tamanho
efetivo, o que amplia os efeitos da deriva genética e reduz ainda mais a diversidade genética
(Dlugosch et al., 2015). De fato, uma avaliacdo dos dados de diversidade genética de 80
espécies de animais, plantas e fungos, confirmou uma reduc¢do na riqueza de alelos e na
heterozigosidade de populacdes invasoras quando comparadas com as populacdes nativas
(Dlugosch & Parker, 2008). O sucesso das invasdes, a despeito de tal reducdo, sugere que a
natureza da variabilidade ¢ mais importante que a quantidade de diversidade genética
introduzida para o progresso de uma invasdo, ja que a variagcdo total ndo esti necessariamente
atrelada a variacdo adaptativa (Dlugosch et al., 2015). Uma baixa diversidade genética de
populacdes introduzidas também pode ser explicada pelas caracteristicas das populacdes de
origem. Se a populacdo da area de distribui¢do nativa, fonte dos individuos introduzidos na
nova regido, apresenta uma reduzida variabilidade, subsequentemente as populacdes invasoras
também irdo exibir uma baixa variacao (Edelaar et al., 2015).

Neste cendrio de baixa diversidade e forte deriva genética, o sucesso da invasdo é
muitas vezes creditado ao grande numero de individuos introduzidos e ao nimero de
introducdes que ocorreram na regido, o que é denominado de pressdo de propagulo
(Lockwood et al., 2007). Quanto maior o tamanho da populacdo introduzida ou nimero de
introducdes independentes, maior a probabilidade da espécie se estabelecer no novo local ja
que a diversidade genética tende a aumentar (Blackburn ef al., 2015). Outro fator reconhecido
como fundamental para o sucesso da colonizagdo é a presenca de uma alta plasticidade
fenotipica, a qual torna as espécies introduzidas capazes de responder as condig¢des
encontradas no novo ambiente (Baker, 1965; Davidson et al., 2011). Esta capacidade pode

N

estar intimamente relacionada a histéria evolutiva das populagdes nativas da espécie. A
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ocorréncia frequente de distirbios ambientais na drea de distribuicdo original pode levar a
selecdo por gendtipos com alta plasticidade que seriam pré-adaptados para a colonizagdo de
outras regides (Hufbauer et al., 2012).

Sendo assim, compreender a historia evolutiva de espécies invasoras por meio da
comparacdo da variabilidade genética das populagdes nativas e invasoras pode fornecer pistas
sobre o papel da diversidade genética no sucesso da invasdo (Edelaar et al., 2015). E estudos
filogeograficos podem gerar novas percep¢des da dindmica de coloniza¢do e propagacdo
desses taxons (Sakai et al., 2001; Hierro et al., 2005). Marcadores moleculares também sio
ferramentas valiosas na resolucdo de questdes biogeogrificas de muitas espécies
supostamente invasoras quando ndo existem informagdes suficientes sobre suas histérias de
introducdo (Gildenhuys et al., 2015). Inferéncias filogeogrificas baseadas em dados
moleculares podem indicar, por exemplo, a area de distribui¢do nativa e diversidade de um
determinado tdxon (Ndlovu et al., 2013), com implica¢des para a taxonomia do grupo (Le
Roux et al., 2006).

Regides tropicais especialmente diversas possuem um grande risco potencial de
sofrer com um aumento na frequéncia de invasdes, porém o numero de estudos com
espécies invasoras € baixo para essas areas (Lowry et al. 2013; Rolim et al., 2015; Frehse et
al., 2016). A regido Neotropical se estende do centro do México ao sul do Brasil e é
considerada uma das mais biodiversas do planeta (Rull, 2008). O crescente conhecimento
acerca dos processos envolvidos na distribui¢do das espécies e o desenvolvimento de técnicas
no campo da filogeografia e filogenia tém contribuido para uma avaliagdo mais precisa do
padrao atual de diversidade da regido Neotropical (Antonelli & Sanmartin, 2011), porém
poucos estudos filogeograficos foram realizados com espécies invasoras na regido (eg. Facon
et al., 2003).

A leguminosa Crotalaria pallida € considerada uma espécie invasora na regiao
Neotropical (Fonseca et al., 2006). A espécie apresenta distribui¢do pantropical e pode ser
encontrada em campos arenosos ou argilosos, restingas, areas de cultivo e, principalmente, em
beira de estradas e terrenos baldios (Flores, 2004). Acredita-se que C. pallida é nativa da
Africa (Flores et al. 2006) e, possivelmente, foi transportada para o0 Novo Mundo durante o
trafico de escravos no século XVI (Cogni & Futuyma 2009). Sua distribuicdo natural €
obscurecida pelo amplo cultivo da planta para cobertura do solo, como adubo verde e para
controle de nematoides em agriculturas, seguida de naturalizacdo da mesma (Polhill, 1982;

Lorenzi, 2000). Até o presente momento, apenas um estudo buscou avaliar a variabilidade
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genética de C. pallida dentro de poucas populagdes da India (Satya er al., 2016) e um estudo
demonstrou diferencas de determinados caracteres entre populagdes brasileiras, o que poderia
estar relacionado a diferenciag¢do genética (Cogni et al., 2011).

A histéria evolutiva que resultou na distribui¢do atual de C. pallida é ainda
desconhecida, bem como sua variacdo genética e estrutura populacional, e estudos
filogeograficos podem contribuir para a resolucdo dessas incertezas e esclarecer a origem da
espécie na regido Neotropical. No presente estudo, marcadores moleculares foram utilizados
para explorar informagdes sobre a histéria evolutiva de C. pallida, tais como eventos de
colonizagdo, expansdao e fragmentacdo das populagdes. Foi realizada a comparacdo entre a
variabilidade na regido invadida e na provdvel regido nativa da espécie para confirmar a
hipotese de origem africana. No caso de invasdo, espera-se encontrar uma maior diversidade
genética na Africa quando comparada com os neotrépicos. Foram testadas as hipSteses de
“eventos naturais antigos de dispersdo a longa distancia” e de “introdu¢do recente mediada
pelo homem” para explicar a origem da espécie na regido Neotropical. Em um evento de
dispersdo a longa distancia espera-se observar um unico grupo de haplétipos neotropicais
estritamente relacionados, juntamente com uma filogenia que ilustra um clado monofilético
de amostras neotropicais, que sio agrupadas dentro das amostras da Africa. No caso de
introducdo mediada pelo homem, muito provavelmente a rede de haplétipos ndo seria
estruturada e a filogenia indicaria que ndo hé estrutura geogréfica entre as amostras da regiao
Neotropical e da Africa, devido a virias introducdes de diferentes fontes na drea de

distribuicdo natural e/ou ao curto periodo de tempo em que as populacOes estdo isoladas.

Objetivos

O presente estudo teve como objetivo principal avaliar a variabilidade genética e a
distribuicao geografica atual dos haplétipos de populacdes de Crotalaria pallida por meio da
andlise filogeografica e de estrutura populacional da espécie. Buscou-se inferir os processos
historico-evolutivos responsaveis pela diversidade e estruturacdo genética das populacdes
amostradas e estimar o tempo de coalescéncia entre as populacdes, correlacionando o tempo
de divergéncia e possiveis eventos geoldgicos e/ou climaticos aos quais as populacdes possam

ter sido submetidas.
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Material e Métodos

Organismo estudado

Crotalaria (Fabaceae: Papilionoideae: Crotalarieae) possui em torno de 700 espécies
nos trépicos e subtrépicos, principalmente na Africa e India (Polhill 1982; le Roux et al.,
2013). Brasil e México s@o considerados centro de diversidade do género no continente
americano (Palomino & Viasquez, 1991). Para o Brasil foram descritas 31 espécies nativas e
11 exdticas (Flores, 2004). Dentre as consideradas exoéticas estd Crotalaria pallida que
atualmente ocorre em altas densidades na regidao Neotropical (Cogni & Futuyma, 2009).

Crotalaria pallida é uma herbdcea anual que frutifica durante a maior parte de seu
ciclo de vida (Figura 1). O florescimento ocorre nos primeiros meses do ano e o periodo e a
intensidade de frutificacdo sdo varidveis entre as populacdes (Vercosa, 2016). A planta realiza
autofecundacdo (Almeida, 1986), mas também € polinizada por abelhas do género Xylocopa
(Jacobi et al., 2005) e ndo apresenta qualquer mecanismo de dispersdo de sementes a longa
distancia (Cogni et al., 2011). C. pallida ¢ diploide e possui 8 pares de cromossomos, assim
como a maioria das espécies de Crotalaria (Gupta & Gupta, 1978).

Esta espécie ndao forma monoculturas e coexiste com espécies nativas de Crotalaria o
que, de acordo com a classificacdo de Davis e Thompson (2000), seria um indicativo de uma
espécie colonizadora ndo invasora, apesar de seu sucesso variar entre as populacdes
dependendo do comportamento dos polinizadores encontrados no ambiente (Jacobi et al.,
2005). Embora nao tenha sido realizado nenhum estudo com os efeitos em sistemas naturais, a
espécie pode afetar as dreas invadidas de diversas maneiras: pela atracdo de formigas
(Guimaraes et al., 2006), intoxicacao de animais (Diaz et al., 2003), por aumentar o nivel de
nitrogénio do solo (Ohdan and Daimon, 1998) e alterar a comunidade de nematodas (Wang et
al., 2004). Usando ferramentas de modelagem de nicho, Fonseca e colaboradores (2006)
encontraram uma ampla vulnerabilidade de 4reas protegidas do Brasil a invasao de C. pallida,
sendo que a Mata Atlantica € a mais propensa quando comparada a outros ecossistemas. Ela
possui diversas caracteristicas geralmente associadas a um alto potencial invasor: grande
tolerancia a variaveis abidticas (encontrada em ambientes alterados e em areas com diversos
climas tropicais), eficiéncia na reproducdo (realiza auto-fecundacdo e atrai polinizadores) e
alta capacidade competitiva (apresenta alelopatia).

As populacdes de C. pallida sdo afetadas pela presenca do herbivoro especialista
Utetheisa ornatrix (Linnaeus, 1758) nos Neotrépicos, espécie considerada o principal inimigo

natural de Crotalaria (Cogni, 2010). Este herbivoro possui maior predisposi¢do a se alimentar
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de C. pallida do que de outras espécies nativas de Crotalaria na regido Neotropical, o que
pode dificultar a propagacao dessa leguminosa (Cogni, 2010). O mecanismo responsavel por
tal padrdo pode ser a troca de hospedeiro realizada pelo herbivoro especialista nativo e a falta

de resisténcia efetiva no hospedeiro introduzido (Cogni, 2010).

Figura 1. Crotalaria pallida localizada a beira de uma estrada em Itaparica, Bahia.

Amostragem e Germinacdo de Sementes

Foram analisadas amostras de Crotalaria pallida de 25 pontos de ocorréncia
distribuidos na regido tropical (Tabela 1, ANEXO 1). A amostragem no Brasil resultou em
onze populacdes localizadas entre as latitudes 20° e 25° do pais e no litoral da Bahia (Figura
2). Folhas de 20 individuos por populacdo foram coletadas e desidratadas em silica gel. Para
os 14 demais pontos de ocorréncia ao redor do mundo utilizou-se sementes doadas pelo
National Germplasm Resources Laboratory dos Estados Unidos (Tabela 2). As sementes
foram aquecidas em banho-maria a 65°C por 15 minutos para quebrar a dorméncia e, em
seguida, foram germinadas em caixas pldsticas transparentes (gerbox) sobre algodao
umedecido com 100 ml de 4gua destilada coberto por uma folha de papel filtro. As caixas
foram mantidas em estufa durante uma semana, quando as plantulas atingem cerca de 5 cm

(Figura 3).
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Tabela 1. Pontos de ocorréncia das amostras de C. pallida analisadas e o tipo de material disponivel para cada

ponto. BR: Brasil; N: nimero de individuos analisados.

Codigo Localidade N Material  Data da amostragem
CG Campo Grande-MS (BR) 8 folhas Jan/2014
CB Corumba-MS (BR) 5 folhas Jan/2014
1B Ibipora-PR (BR) 5 folhas Jan/2014
1G Igarapava-SP (BR) 5 folhas Maio/2014
LN Itacimirim-BA (BR) 5 folhas Jan/2015
ITAP Itaparica-BA (BR) 9 folhas Jan/2015
v Ivinhema-MS (BR) 5 folhas Jan/2014
MD Miranda-MS (BR) 5 folhas Jan/2014
NA Nova Alvorada-MS (BR) 5 folhas Jan/2014
PA Pindamonhangaba-SP (BR) 5 folhas Maio/2014
SS Sdo Simdo-SP (BR) 5 folhas Maio/2014
ANG Angola 9 sementes  Fev/1960
AUS Australia 2 sementes  Jan/1950
CR Costa Rica 2 sementes  Out/1968
CUB Cuba 2 sementes  Maio/1953
IN India 2 sementes  Abr/1954
NIG Nigéria 4 sementes  Nov/1949
PE Peru 1 sementes  Nov/1965
PR Porto Rico 2 sementes  Jun/1953
DC-A Rep. Democritica do Congo-A 6 sementes  Abr/1950
DC-B Rep. Democritica do Congo-B 3 sementes  Dez/1957
DC-C Rep. Democritica do Congo-C 3 sementes  Abr/1958
TAZ Tanzania 6 sementes  Maio/1953
VEZ Venezuela 2 sementes  Nov/1965
ZIM Zimbébue 3 sementes  Set/1946
TOTAL 109

Extracdo e Amplificacdo de DNA

O DNA das folhas desidratadas e das plantulas foi extraido usando o método 2x
brometo hexadeciltrimetilamonio (CTAB) de Doyle & Doyle (1987) (Figura 4). O produto da
extragdo das folhas foi purificado com o kit GFX PCR DNA e Gel Band Purification Kit (GE

Healthcare) ja que o excesso de compostos quimicos presentes podem interferir nas reacdes

de amplificacdo. As reagdes de PCR foram realizadas em um volume total de 25 pl contendo
0,6 unidades de Tag DNA polimerase (Biotools), tampao 1x [75 mM Tris HCI (pH 9,0), 50
mM KCI, 20 mM (NH4),SO4)], 1,5 mM de MgCl,, 0,2 mM de dNTP, 0,75 uM de cada

iniciador, 0,04mg/mL de albumina de soro bovino (BSA) e 1uL de DNA gendmico. Sete

regides nucleares (Tabela 3) e onze regides plastidiais (Tabela 4) foram testadas com

temperaturas de anelamento variando entre 48 e 63°C. A regiao nuclear ITS e a plastidial
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rpL32-trnl, ambas intergénicas, foram escolhidas por apresentarem melhor qualidade de
amplificacdo e maior variabilidade (Tabela 5). Outras regides plastidiais (trnL-F e trnH-psbA)
apresentaram resultados melhores ou semelhantes a regido ITS, porém optou-se por avaliar
marcadores com tipos de heranca diferentes a fim de melhor compreender a histéria evolutiva
da espécie. Os produtos de PCR foram avaliados em gel de agarose 1% e em seguida
sequenciados usando um sequenciador automatizado (ABI PRISM 3700 DNA Analyzer —
Applied Biosystems) no Laboratério de Biologia Molecular de Plantas do Centro de Biologia
Molecular e Engenharia Genética da Unicamp (CBMEG). As amostras foram sequenciadas
no sentido forward e reverse. As sequéncias consenso foram alinhadas com o algoritmo
Muscle (Edgar, 2004) no programa Geneious Pro 5.6.7 (http://www.geneious.com, Kearse et
al., 2012) e editadas manualmente. Os sitios heterozigotos das sequéncias de ITS foram
codificados de acordo com o codigo IUPAC de ambiguidade e a reconstru¢do de haplotipos
foi feita com o algoritmo Phase (Stephens et al. 2001) no programa DnaSP 5.10 (Librado &
Rozas 2009).
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Figura 2. Mapa dos pontos amostrais no Brasil. Em destaque, o mapa mostra as delimitagdes dos biomas

brasileiros.



Tabela 2. Nimero de acesso das sementes doadas pelo National Germplasm Resources Laboratory.

N° de acesso Pais de origem Continente
PI 263529 Angola Africa
PI 184801 Nigéria Africa
PI 189272 Rep. Democritica do Congo  Africa
PI 244591 Rep. Democritica do Congo  Africa
P1247482 Rep. Democritica do Congo  Africa
PI 208370 Tanzania Africa
PI 156532 Zimbébue Africa
PI 338590 Costa Rica América Central
P1209030 Cuba América Central
PI1209114 Porto Rico América Central
P1 308513 Peru América do Sul
PI 308557 Venezuela América do Sul
PI 186304 Austrélia Oceania
PI 215642 India Asia

=

:

Figura 3. Plantula gerada apés sete dias da germinagao.
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Figura 4. Fotografia de gel de DNA extraido de oito plantulas apés uma semana de germinacéo.

Tabela 3. Iniciadores nucleares testados.

Regido Primer Sequéncia Referéncia

ITS ITS 17SE ACGAATTCATGGTCCGGTGAAGTGTTCG White et al., 1990
ITS 26SE TAGAATTCCCCGGTTCGCTCGCCGTTAC e Sun et al., 1994

Gscp Gscp687 GATGCTCACTACAAGGCTTG Emshwiller &
Gscp994 AATGTGCTCTTTGTGGCGAAG Doyle, 1999

{RALS {RALS F GGTCTGCGAGCTGTTTTTGGAGAAG Choi et al.. 2006
{RALS R GCAATTCCCTCCTCAGCTAAAAGTG

Agtl Agtl-F GATTTCCGHATGGATGANTGGGG Li et al.. 2008
Agtl-R CCAYTCCTCCTTCTGHGTGCAGTT

At103 At103-F CTTCAAGCCMAAGTTCATCTTCTA Li et al.. 2008
At103-R TTGGCAATCATTGAGGTACATNGTMACATA

Eif3E Eif3E-F TTTGAATGTGGCAACTAYTCTRGTGCTGC Li et al.. 2008
Eif3E-R ACCTCTTCACACTCYYTCATCTT

AroB AroB-F GCATTCTACCAARCWCARTGTGT Li et al.. 2008
AroB-R GCTTTGTTTTCACATGAWCKCTTDATAGCA




Tabela 4. Iniciadores plastidiais testados.
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Regido Primer Sequéncia Referéncia
trnL-F trnL-c CGAAATCGGTAGACGCTACG Taberlet et al.
trnL-f ATTTGAACTGGTGACACGAG 1991
trnH-psbA psbA GTTATGCATGAACGTAATGCTC Sang et al. 1997
Tate & Simpson
trnH(GUG) CGCGCATGGTGGATTCACAATCC 2003
trnS(GCU)-
trnG(UCC) trnG(UUC) GTAGCGGGAATCGAACCCGCATC Shaw et al. 2005
trnS(GCU) AGATAGGGATTCGAACCCTCG
rpl32-trnL trnL(UAG) CTGCTTCCTAAGAGCAGCGT Shaw ef al. 2007
rpL32-F CAGTTCCAAAAAAACGTACTTC
trnQ-5’-rpsl6  trnQ(UUG) GCGTGGCCAAGYGGTAAGGC Shaw ef al. 2007
rpS16x1 GTTGCTTTYTACCACATCGTTT
3*tmV-ndhC  trnV(UAC)x2 GTCTACGGTTCGARTCCGTA
Shaw et al. 2007
ndhC ATTATTAGAAATGYCCARAAAATATCATATTC
psbD-trnT PSBD CTCCGTARCCAGTCATCCATA Shaw ef al. 2007
trnT(GGU)-R CCCTTTTAACTCAGTGGTAG
ndhF-rpl32 ndhF GAAAGGTATKATCCAYGMATATT Shaw ef al. 2007
rpL32-R CCAATATCCCTTYYTTTTCCAA
matK 3F_KIM CGTACAGTACTTTTGTGTTTACGAG Ki-Joong Kim
(Le Roux et al.,
IR_KIM ACCCAGTCCATCTGGAAATCTTGGTTC 2013)
rbcLa rbcL-a F ATGTCACCACAAACAGAGACTAAAGC Kress &
rbeL-a R CTTCTGCTACAAATAAGAATCGATCTC Erickson, 2007
Anadlise de dados

As diversidades haplotipica (h) e nucleotidica (w) foram calculadas utilizando o
programa Arlequin 3.5.1.3 (Excoffier & Lischer 2010) considerando cada indel como um
unico passo mutacional. Os cdlculos da heterozigosidade observada e esperada foram feitos de
acordo com Nei (1978). A rede de haplétipos para cada regido sequenciada foi inferida com o
algoritmo TCS Networks sem tolerancia a reticulagdo (Clement et al., 2002) implementado no
programa PopArt 1.7 beta (http://popart.otago.ac.nz). A codificagdo bindria de indels
presentes na regido rpL32-trnL foi incluida na matriz. A estruturagdo geografica foi avaliada a
partir da andlise de varidncia molecular hierdrquica (AMOVA), realizada com o programa
Arlequin 3.5.1.3 (Excoffier & Lischer 2010). As sequéncias foram organizadas em dois
grupos geograficos, a regido Neotropical e o continente Africano, considerado como provavel
distribui¢do nativa da espécie (Flores ef al. 2006). As amostras da India e da Austrélia ndo

foram utilizadas na anélise de estruturacao.
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Tabela 5. Qualidade de amplificacio e nimero de sitios polimérficos incluindo indel em cada marcador testado.
Resultados baseados em 26 individuos de Ibipora (5), Itacimirim (5), Miranda (5), Pindamonhangaba (5) e Rep.
Democritica do Congo A (6). Em destaque, os marcadores selecionados para o presente estudo. (+) satisfatéria;

(-) insatisfatoria.

Qualidade de NP sitios

Regido Amplificagdo  polimérficos

Nucleares
ITS
Gscp
tRALS
Agtl - -
At103 - -
Eif3E - -
AroB - -
Plastidiais
trnL-F + 3
trnH-psbA + 2
trnS-trnG - -
rpL32-trnL
trnQ-rps16
trnV-ndHC - -
psbD-trnT - -
ndhF-rpL.32
matK
rbcLa - -

+ + +
()

Para investigar eventos demograficos foram realizados testes de neutralidade (Tajima,
1989; Fu, 1997) e andlises de mismatch distribution (Rogers & Harpending, 1992) também
com o programa Arlequin 3.5.1.3 (Excoffier & Lischer, 2010). A dindmica demografica foi
explorada com a andlise multilocus de Extended Bayesian Skyline Plots — EBSP (Heled &
Drummond, 2008) realizada com o programa BEAST 1.8.1 (Drummond et al. 2012). Os
indels sdo considerados importantes caracteres informativos principalmente em regides do
cloroplasto (Egan & Crandall, 2008) por essa razao optou-se por inclui-los nas anélises como
passos mutacionais tnicos. Como o BEAST desconsidera a existéncia de gaps no cdlculo de
probabilidades posteriores, os gaps foram codificados com o programa SeqState (Miiller,
2005) de acordo com o esquema Simple Indel Coding (Simmons & Ochoterena, 2000) e
incluidos como uma particao independente de dados, sob o modelo estocéstico de Dollo (Le
Quesne, 1974; Farris, 1977). O modelo de substituicdo mais adequado (HKY para ambas as
regides) foi determinado no programa Mega 6.0 (Tamura et al., 2013) pelo método de

maxima verossimilhanca. Na auséncia de registro féssil para Crotalaria, a inferéncia foi
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calibrada usando uma distribuicdo normal a priori das taxas de substitui¢do para ITS, como
descrito por Pisa e colaboradores (2015). Foi utilizada uma média de 4,125e-3
(substitui¢cdes/sitio/milhdo de anos) e desvio padrdo de 1,81e-3, que abrange toda a gama de
taxas de substituicdo de uma ampla variabilidade de espécies herbédceas (Kay et al., 2006). As
ponderacdes dos operadores e o valor inicial para o tamanho populacional médio foram
ajustados de acordo com as recomendacdes do tutorial do BEAST. Foram realizadas 500
milhdes de iteragdes, com amostragem a cada 5000 geracdes. A convergéncia dos resultados
foi verificada com o programa Tracer v1.5 (Rambaut & Drummond 2009).

A inferéncia filogenética foi realizada separadamente para as regides ITS e rpL.32-trnLL
com o programa BEAST 1.8.1 (Bouckaert, 2014). As arvores foram enraizadas usando
sequéncias de um individuo de Crotalaria breviflora. Também foi incluida como grupo
externo uma sequéncia de ITS de C. vitellina (Genbank: KR013000). Os modelos de
substituicdo foram os mesmos utilizados para a andlise de EBSP e para ambos os dados foi
considerado um relégio molecular estrito. Os tempos de divergéncia entre as linhagens foram
estimados com a mesma distribuicdo normal das taxas de ITS utilizada anteriormente. As
arvores foram obtidas apos duas corridas independentes de 200 milhdes de iteragdes e
amostragem a cada 4000 geracdes. No programa Tracer v1.5 (Rambaut & Drummond 2009)
verificou-se a convergéncia dos dados (ESS > 200). As primeiras 5000 arvores foram
descartadas no TreeAnnotator e o resultado final foi visualizado no FigTree 1.4.2 (disponivel

em http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/).

Resultados

Os alinhamentos das regides ITS e rpLL.32-trnLL geraram sequéncias de 513pb e 346pb,
respectivamente (Tabela 6). A regido ITS apresentou seis sitios com substituicdes € apenas
um individuo analisado (NIG_276A) foi heterozigoto com um par de bases diferente entre os
alelos. As sequéncias do marcador plastidial possuem trés sitios com substituicdes e dois

indels de 5pb e 34pb cada.

Tabela 6. Caracterizacio das sequéncias de ITS e rpL32-trnL geradas.

. Sitios Sitios com Composic¢do nucleotidica (%)
Amplitude . . . Indels
invaridveis substituicdes A T C G
ITS 513 507 6 - 19,3 20,7 27,7 324

rpL32-trnL 346 307 3 2 38,8 47,6 5 8,6
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Tabela 7. Indices de diversidade e testes de neutralidade totais (incluindo amostras da Australia e india) e por

regido para cada marcador. N: nimero amostral, S: nimero de sitios polimdrficos incluindo indel, H: nimero de

haplotipos, Hd: diversidade haplotipica, m: diversidade nucleotidica, s.d: desvio padrdo, D: indice de Tajima, FS:

indice de Fu, r: indice de Harpending. Valores com p<0,05 sdo significativos estdo em negrito.

N S H Hd(.d) 7 (s.d.) D FS r
Neotropical 100 2 20,1139 (0,0418) 0,0379 (0,0498) -0.6305 0.7568 0.8111
ITS Africa 14 3 3 0,5111(0,1643) 0,1518(0,1294) -0.5067 0.2998 0.2084
TOTAL 116 6 4 0,3063(0,0438) 0,1175(0,0986) -0.7081 0.7556 0.5474
Neotropical 59 1 20,0982 (0,0514) 0,0245 (0,0475) -0.7008 -0.5686 0.6554
rpL32-trnL.  Africa 7 3 3 0,6667(0,1598) 0,3095(0.2536) 0.0503 0.4064 0.3107
TOTAL 68 3 40,2397 (0,0647) 0,0755(0,0882) -13.591 -18.055 0.3491

Tabela 8. Hapldtipos encontrados em cada ponto amostral.

Localidade Grupo Haplétipos ITS Haplétipos rpL.32-trnL
Campo Grande-MS (BR) Neotropical Hap_3 Hap_1
Corumba-MS (BR) Neotropical Hap_3 Hap_1
Ibipora-PR (BR) Neotropical Hap_3 Hap_1
Igarapava-SP (BR) Neotropical Hap_3 Hap_1
Itacimirim-BA (BR) Neotropical Hap_3 Hap_1
Itaparica-BA (BR) Neotropical Hap_3 Hap_1
Ivinhema-MS (BR) Neotropical Hap_3 Hap_1
Miranda-MS (BR) Neotropical Hap_3 Hap_1
Nova Alvorada-MS (BR) Neotropical Hap_3 Hap_1
Pindamonhangaba-SP (BR) Neotropical Hap_3 Hap_1
Sao Simao-SP (BR) Neotropical Hap_3 Hap_1
Angola Africa Hap_1 Hap_2
Australia - Hap_2 Hap_4
Costa Rica Neotropical Hap_1 Hap_2
Cuba Neotropical Hap_3 Hap_1
India - Hap_3 Hap_1
Nigéria Africa Hap_1 e Hap_4 Hap_3
Peru Neotropical Hap_1 Hap_2
Porto Rico Neotropical Hap_3 Hap_1
Rep. Democratica do Congo-A  Africa Hap_1 Hap_2
Rep. Democratica do Congo-B  Africa Hap_1 Hap_2
Rep. Democratica do Congo-C  Africa Hap_3 Hap_1
Tanznia Africa Hap_3 Hap_1
Venezuela Neotropical Hap_1 Hap_2
Zimbdbue Africa Hap_1 Hap 2
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As diversidades haplotipica e nucleotidica total e na regido Neotropical de ambos os
marcadores nao ultrapassaram 0,31 e 0,12, respectivamente (Tabela 7). Os marcadores
analisados apresentaram um baixo polimorfismo e a heterozigosidade encontrada no marcador
nuclear estd abaixo do que era esperado (Hopservada=0,02; Hesperada=0,27). Os indices de
diversidade calculados e o nimero de haplétipos sdo maiores na Africa quando comparados
com a regido Neotropical, apesar do nimero de individuos analisados da tltima ter sido
consideravelmente maior. A distribui¢ao e variabilidade de ITS e rpL32-trnLL apresentaram
padrdes semelhantes. A despeito da ampla distribuicao geografica das amostras, encontraram-
se apenas quatro haplétipos de cada marcador com poucos passos mutacionais de diferenca
(Figuras 5, 6 e 7 Tabela 8). Dois haplétipos s@o compartilhados entre o continente africano e
Neotropicos, um € exclusivo da Nigéria e outro exclusivo da Austrdlia. No Brasil foi
encontrado um tnico haplétipo de cada marcador (Hap_3 de ITS e Hap_1 de rpL32-trnL)
compartilhados com a Tanzania, Rep. Democraitica do Congo, India, Porto Rico e Cuba. Na
rede de rpL32-trnL, parece haver um haplétipo central que deu origem aos outros, porém o
fato de o maior nimero de individuos analisados serem provenientes do Brasil pode estar

viesando a analise.
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Figura 5. Distribui¢do geografica dos haplétipos de ITS de C. pallida. Todos os pontos amostrados
apresentaram um Unico haplétipo, exceto Nigéria que possui um individuo heterozigoto, sendo um dos alelos

exclusivos do local.
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Figura 6. Distribuicdo geogréfica dos haplétipos de rpL32-trnL de C. pallida. Todas os pontos amostrados

apresentaram um unico haplétipo.

A Andlise de Variancia Molecular hierarquizada (Tabela 9) realizada separadamente
para cada marcador indica que mais de 60% da variacdo encontra-se entre os grupos (Grupo
1: regido Neotropical; Grupo 2: Africa), 21,58% (ITS) e 38,66% (rpL32-trnL.) entre as
populacdes dentro dos grupos e menos de 1% dentro das populacdes. A diferenca entre os
grupos € efeito da presenga de haplétipos exclusivos da Nigéria (Hap_4 de ITS e Hap_3 de
repl32-trnL). Ha pouca variagdo dentro e entre populagdes ja que todas sdo monomorficas e
os haplétipos sdo pouco diversos. A maior parte da variacdo dentro dos grupos encontra-se no

grupo formado pelas amostras africanas.

Tabela 9. Andlise de varidncia molecular hierarquizada (AMOVA) das sequéncias de ITS e de rpL32-trnL
organizadas em dois grupos: Neotropical e Africa. Todos os valores com p<0,05. GL: graus de liberdade; SQ:

soma dos quadrados; CV: componentes da varidncia; PV: porcentagem de variacio.

ITS rpL32-trnL

Fonte de variagio GL SQ (6% PV |GL SQ (6\Y% PV
Entre Grupos 1 10,047 053153 776 | 1 2498 0,18692 6134
Interpopulacional 1, g9 (14785 2158 |20 6551 011782 38,66
(Dentro de Grupos)
Intrapopulacional 89 0,5 0,00562 0,82 | 40 0,00 0,00 0,00

TOTAL 109 25427 0,685 100 | 61 9,048 0,30473 100
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Figura 7. Rede de haplétipos de ITS (a) e de rpL32-trnL (b).

O valor do indice D de Tajima para os dados totais do marcador plastidial foi negativo
o que € indicio de expansdo populacional (Tabela 7). Contudo, este foi o unico valor
significativo (p<0,05) entre os testes de neutralidade calculados (indice de Fu e de
Harpending). O indice D de Tajima avalia o excesso de substituicdes presentes em uma tnica
amostra, enquanto o indice de Fu usa informacdes sobre a distribuicdo dos haplétipos e o
indice de Harpending utiliza dados da distribui¢do das diferencas das sequéncias (Ramos-
Onsins & Rozas, 2002). As andlises de mismatch distribution (Figura 8b,c.,e) indicam
estabilidade populacional na Africa e nos dados totais de ITS, ja que os histogramas
observados nao correspondem ao esperado para um cendrio de expansido populacional. Os
histogramas dos dados totais de rpL32-trnL. e de ambos os marcadores para a regido
Neotropical concordam com uma expansdo populacional (Figura 8a,d,f). A variacdo
demogréfica detectada pela andlise multilocus Extended Bayesian Skyline Plot (Figura 9)
ultrapassou o intervalo de confianca e sugere a ocorréncia de um aumento populacional a
partir de 10 mil anos, no Holoceno. Entretanto, observou-se no programa Tracer que a
probabilidade de ter ocorrido uma mudanca demogréfica € semelhante a probabilidade do

tamanho populacional ter se mantido constante.
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Figura 8. Gréficos de mismatch distribution para os dados totais (c,f) e por regido (a,b,d,e) de ITS (esquerda) e

rpL32-trnL (direita). O histograma representa a distribuicdo de diferencas par a par observada nas sequéncias

obtidas e a linha sélida representa a distribui¢do esperada em caso de expansdo populacional.
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Figura 9. Andlise multilocus EBSP indicando expansdo populacional recente. Em linha tracejada estdo

representados os intervalos de confianca (95% HPD).
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Figura 10. Inferéncia filogenética bayesiana para as sequéncias de ITS. Estdo representados os tempos de

divergéncia dos nés com probabilidade posterior maior que 0,9 (m) e em parénteses o 95% HPD. As areas onde

cada haplétipo s@o encontrados estdo entre parénteses, a frente dos mesmos. AU: Austrélia; AF: Africa; I: fndia;

N: Neotropical.
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As inferéncias filogenéticas dos marcadores nuclear (Figura 10) e plastidial (Figura
11) resultaram em topologias aparentemente diferentes apresentando ndés com baixa
probabilidade posterior. A divergéncia entre C. pallida e C. vitellina foi datada a cerca de
5,2904 milhdes de anos com um amplo intervalo 95% de Highest Posterior Density (95%
HPD 1,5425-17,305). A diversificagdo da espécie é mais recente ocorrendo entre o Plioceno e
o Pleistoceno. Todos os intervalos de 95% HPD para os tempos de divergéncia dos haplétipos

se sobrepdem.

C. breviflora

Hap 2 (AF-N)

Hap 3 (AF)

Hap 4 (AU)

Hap | (AF-I-N)

Figura 11. Inferéncia filogenética bayesiana para as sequéncias de rpL32-trnL. m: PP>0,9. Entre parénteses

estdo as dreas onde cada haplétipo é encontrado. AU: Austrdlia; AF: Africa; I: India; N: Neotropical.

Discussao
Diversidade e Estruturacdo Genética

Espécies amplamente distribuidas tendem a apresentar grande estruturacdo (eg.
Cennamo et al., 2013) e diversidade genética (eg. Pisa et al., 2015). Além disso, Cogni et al.
(2011) demonstraram que alguns caracteres de C. pallida (alcaldides e nectdrio extrafloral)
variam em escala regional, o que poderia estar relacionado a diferenciacdo genética entre as

populagdes. Contudo, a variabilidade genética encontrada nos dados do presente trabalho esta
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bem abaixo do que era esperado. Resultado semelhante também foi registrado para Ceiba
pentandra L. (Malvaceae), drvore distribuida em toda Africa equatorial e nos neotrépicos: os
haplétipos de ITS (N = 5) e do marcador plastidial (N = 2) exibiram poucos passos
mutacionais de diferencas, e sdo compartilhados pelas popula¢des de ambos os continentes
(Dick et al., 2007). Alguns estudos com espécies invasoras também descreveram baixos
indices de diversidade genética em marcadores nucleares e plastidias (eg. Hagenblad et al.,
2015; Shaik et al., 2015). Um dos poucos estudos realizados até o presente momento com o
objetivo de avaliar o polimorfismo genético de uma espécie de Crotalaria também verificou
uma baixa diversidade genética dentro e entre populacdes de C. longipes Wight & Arn.
(Jayanthi & Mandal, 2001).

Plantas que ndo apresentam qualquer mecanismo de dispersdo de sementes a longa
distancia, como € o caso de C. pallida (Cogni et al., 2011), podem desenvolver diferenciacado
genética em escala geografica local ou regional em poucas geracdes (Heywood, 1991; Linhart
& Grant, 1996). Entretanto, os dados atuais demonstraram auséncia de variacdo dentro das
populacdes e de estruturacio entre elas. A andlise de variancia molecular hierdrquica indicou
estruturacdo entre os grupos, mas o resultado pode ter sido enviesado pelo baixo nimero de
haplétipos e por apenas dois deles ndo serem compartilhados entre os grupos. A amostragem
local restrita pode impedir que a estruturacao fosse detectada, mas as diferengas entre todos os
haplétipos foram muito pequenas.

Apenas um estudo analisou a variabilidade intraespecifica de C. pallida e detectou alta
heterozigosidade e diversidade nos marcadores SCoT (start codon targeted) em individuos de
quatro populagdes da India (Satya er al., 2016). Possivelmente os marcadores utilizados no
presente trabalho ndo sdo os mais indicados para analisar a histéria evolutiva da espécie,
porém varios marcadores foram testados e todos apresentaram variabilidade reduzida. Ndlovu
e colaboradores (2013) encontraram doze haplétipos do marcador plastidial rpL32-trnL. em
Acacia pycnantha Bentham (Fabaceae), uma espécie de drvore original do sul da Australia e
invasora no oeste do pais e na Africa do Sul, portanto registraram maior variabilidade
considerando uma regido geogréafica mais restrita no mesmo marcador plastidial utilizado
neste trabalho. O marcador ITS é amplamente utilizado em estudos filogeogréficos de plantas
e, comparando a diversidade haplotipica registrada para esta regido em outras espécies
herbiceas com a encontrada para C. pallida, nota-se uma diferenca marcante. A diversidade
haplotipica de Senecio madagascariensis (0,763; Méder et al, 2016), Phalaenopsis amabilis

(0,857; Tsai et al, 2015) e Passiflora actinia (0,944; Teixeira et al., 2016), por exemplo, sao
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consideravelmente maiores que a de C. pallida (0,306). E importante destacar também que os
marcadores utilizados evoluem de maneira neutra e apresentam tipos de heranca diferentes e
ainda assim exibiram padroes de distribui¢ao e variabilidade semelhantes.

Supde-se frequentemente que as diferencas na variabilidade entre as espécies sao
decorréncia principalmente do tamanho populacional, com populacdes que sofreram
bottleneck com menor variabilidade do que as de tamanho estdvel. Porém tal reducdo ndo € o
unico fator responsdvel pela baixa diversidade genética (Amos & Harwood, 1998). A
reduzida variacdo genética da espécie pode ser explicada por aspectos bioldgicos do
organismo estudado. Espécies herbaceas tendem a apresentar menores valores de diversidade
genética e porcentagens de polimorfismo (Hamrick & Godt, 1996), o que é ainda mais
intensificado em plantas que realizam auto-fecundag¢do (Hamrick & Godt, 1996; Cole, 2003).
O processo recorrente de colonizagdo e extingdo que ocorre em metapopulagdes € outro fator
que, combinado com a ocorréncia de auto-fecundagdo, é capaz de reduzir o nimero efetivo
populacional e a variabilidade genética (Ingvarsson, 2002). Vercosa (2016) estudou 20
populacgdes brasileiras de C. pallida e detectou que quatro dessas populacdes ndo puderam ser
encontradas apds cinco meses da primeira coleta. A extincao dessas populagdes e a presenca
da espécie em habitats frequentemente alterados podem sugerir a ocorréncia de uma dinamica
de metapopulagdes.

O curto tempo de isolamento entre as populacdes é um fator capaz de explicar a
auséncia de estruturacdo. A falta de estruturacdo geogrifica pode ser encontrada, por
exemplo, em espécies com dispersdo recente mediada pelo homem devido a multiplas
introducdes de diferentes fontes da regido de origem, como descrito para a liana

Cardiospermum grandiflorum Sz. (Sapindaceae; Gildenhuys et al., 2015).

Tempo de diversificacdo e historia demogrdfica

A diversificacdo de C. pallida foi datada do Pleistoceno, porém com um grande
intervalo de confianca entre o meio do Plioceno ao fim do Pleistoceno. Nesses periodos o
clima da Terra sofreu oscilagdes frequentes levando a uma série de glaciacdes. Nos tropicos o
clima tornou-se mais frio e seco, o que levou ao aumento dos desertos e savanas e reducdo das
florestas imidas (Hewitt, 2000).

A incerteza em relacdo a estimativa dos pardmetros e a controvérsia entre os resultados
ndo permite a acurada inferéncia de qualquer evento demografico. A andlise de mismatch

distribution avalia a distribui¢do das frequéncias das diferencas entre as sequéncias. Assim, 0s
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histogramas unimodais observados eram esperados de acordo com os dados obtidos, porque
ha apenas dois ou quatro haplétipos com poucos pares de base diferentes entre eles. A
expansdo detectada pela anélise de EBSP também € duvidosa ja que foram detectadas chances
iguais de ocorrer uma ou nenhuma mudanca no tamanho populacional. Apesar de essas
andlises indicarem expansdo populacional, o excesso de homozigotos, a reduzida
variabilidade genética e a auséncia de estrutura sdo sinais de ocorréncia de um bottleneck, um

evento esperado em populagdes introduzidas em uma nova area.

Origem e distribuicao

A forma mais segura de se verificar a distribui¢do nativa e introduzida de uma espécie
€ checar registros na literatura. Nos Estados Unidos hé registro da introducao de C. pallida em
1909 trazida do leste da Africa para adubacdo verde (McKee & Enlow, 1931). Embora nao
haja nenhum registro da introducdo da espécie nos neotrdpicos, ela também € utilizada para
adubacdo verde em diversos paises da regido e é considerada uma das mais importantes ervas
daninha do Brasil (Lorenzi, 2000).

As redes de haplotipos e as drvores filogenéticas sugerem que ndo ha estrutura
geogrifica entre as amostras da regido Neotropical e da Africa. Tal resultado era esperado de
acordo com a hipétese de introdugdo recente mediada pelo homem. Esse cendrio concorda
com a hipdtese de aumento de suscetibilidade a qual prediz que uma espécie introduzida nao
seria coadaptada aos herbivoros da regido ndo nativa da planta, o que explica a alta taxa de
predacdo de sementes sofrida por C. pallida no Brasil e em outros paises da regido
Neotropical (Vergosa, 2016).

Nossos resultados ndo permitiram uma inferéncia precisa da distribui¢cdo nativa da
espécie e de sua origem na regido Neotropical, contudo, € possivel fazer certas inferéncias.
Quando as espécies t€m baixa diversidade genética, evidéncias sugerem que o ambiente
materno pode ter efeitos profundos sobre o sucesso da prole e a plasticidade fenotipica dentro
da geracdo pode desempenhar um papel significativo em algumas invasdes de plantas como
inferido para Cyperus esculentus L. (Cyperaceae) e Aegilops triuncialis L. (Poaceae) (Dyer et
al., 2010) bem como para a herbdcea invasora Impatiens glandulifera Royle (Balsaminaceae;
Hagenblad et al., 2015). Longos periodos de fragmentagdo e isolamento da populagdo nativa
podem tornar os individuos menos suscetiveis aos efeitos negativos de pequenas populagcdes
e, portanto, maior a probabilidade de ocorrer uma invasao bem sucedida (Trucchi et al, 2016).

Durante a introdu¢do em uma nova regido as populacdes tendem a sofrer bottleneck e
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apresentar consequente reducao da diversidade em relacdo a regido de distribuicao nativa (eg.
Edelaar er al., 2015). Comparando a regido Neotropical com a Africa, os fndices de
diversidade sdo maiores na udltima apesar do nimero menor de individuos analisados para a
regido, sugerindo a Africa como drea de distribuicio nativa da espécie, como previsto
anteriormente. Possivelmente, o aumento da amostragem na Africa resgataria uma
diversidade ainda maior, porém a espécie pode apresentar baixos niveis de diversidade mesmo
na distribui¢do nativa decorrente de flutuacdes populacionais sofridas ao longo do tempo e da
biologia da espécie.

A auséncia de estruturacido genética é um resultado comum em espécies introduzidas
recentemente (Gildenhuys et al., 2015), pois apesar do fluxo gé€nico ser reduzido ou até
mesmo ausente entre as populacdes geograficamente distantes, o curto tempo de isolamento
nao foi o suficiente para ocorrer a fixa¢ao de alelos (Jogesh et al., 2015). C. pallida é capaz de
se dispersar a apenas poucos metros da planta mde o que sugere a presenca de poucos
migrantes entre as populacdes distantes e pode ser um forte indicio de introdu¢do mediada
pelo homem. Porém, ha diversos registros de dispersdo a longa distincia através da dgua ou
do vento na familia Fabaceae (Renner, 2004) e a presenca de sementes durdveis e resistentes
em C. pallida poderia permitir tal dispersao.

A data da introdugdo da espécie na regido Neotropical € incerta, mas ha fortes indicios
de um evento recente e, portanto, nao se exclui a hipétese de Cogni & Futuyma (2009) de que
C. pallida foi trazida da Africa na época do trafico negreiro. O niimero exato de introdugdes
também € duvidoso. A homogeneidade genética de todas as populacdes brasileiras sugere uma
origem comum no pais através de uma introducdo tnica ou introdu¢des multiplas originadas
da mesma populacdo ou de populacdes geneticamente semelhantes. O mesmo foi sugerido
para a herbacea Jacobaea vulgaris (Asteraceae) introduzida na Austrdlia, Nova Zelandia e
América do Norte por nio haver diferenciacdo entre as populagdes nio nativas (Doorduin et
al., 2010).

Ainda que existam vdrios indicios da introdugdo recente de C. pallida nos neotrépicos
originada da Africa, possivelmente mediada pelo homem, estudos com novos marcadores com
maior variabilidade, utilizando amostras de uma distribui¢do ainda mais ampla da planta se
fazem necessdrios para confirmar tais afirmagdes. Amostras dos Estados Unidos, por
exemplo, onde se sabe a data certa da introduc@o podem auxiliar nesta tarefa, bem como uma
amostragem mais vasta da provével distribuicao nativa a fim de checar a maior diversidade

genética na drea.
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Uma importante consequéncia do presente estudo € que ele corrobora a ideia de que a
diversidade genética inicial ndo necessariamente limita o sucesso da invasido em plantas que
realizam autofecundac@o. Apesar de contraintuitivo, tal caracteristica € encontrada com cada
vez mais frequéncia na literatura (eg. Harrison & Mondor, 2011; Hagenblad et al., 2015;
Trucchi et al., 2016). Futuros experimentos comparando o desempenho dos individuos de
populacdes nativas e populacdes introduzidas poderiam desvendar quais os tracos com papel
fundamental para o sucesso da invasdo de C. pallida, uma espécie com uma aparente baixa
diversidade genética total, o que ndo estd diretamente relacionado a variabilidade adaptativa.
As caracteristicas comuns de espécies com alto potencial invasor ainda ndo sdo claramente
conhecidas e a compreensao completa da histdria filogeogréfica das espécies pode acrescentar

novas e importantes informagdes para essa area de estudo tao relevante nos dias atuais.

Conclusoes

e Crotalaria pallida possui uma baixa diversidade genética provavelmente associada a
biologia da espécie e/ou a histéria demografica das populacdes da regido de
distribuicao nativa.

e Os dados sdo controversos quanto a ocorréncia de um evento de expansdo ou de
bottleneck.

e Os dados sugerem que C. pallida tem origem africana e foi introduzida recentemente
na regido Neotropical, o que concorda com a hipétese de introducdo mediada pelo
homem.

e A auséncia de diferenciacdo entre e dentro das populacdes do Brasil sugerem uma
origem comum das mesmas.

e O alto potencial invasor de C. pallida, a despeito da baixa diversidade genética,
contribui na delimitagdo das caracteristicas que sdo de fato relevantes durante o

processo de invasao.
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Anexo 1. Localizagio dos paises de onde foram obtidas amostras de Crotalaria pallida.
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