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RESUMO

Aspidosperma pyrifolium Mart. & Zucc. é uma espécie com distribui¢do ampla e disjunta,
variagcdo morfoldgica e taxonomia complexa. Neste estudo ¢ tratada como um complexo de
espécies, e utilizada como modelo para delimitacdo de espécies através de multiplos critérios
operacionais (genéticos, morfoldgicos e ecologicos). Consideramos que espécies sdo segmentos
de linhagens de uma metapopulacdo evoluindo separadamente, pois este € um conceito
universal que diminuiu as visdes conflitantes do que ¢ considerado espécie. Realizamos analises
filogenéticas com dados concatenados (ITS e rpl32-trnL) e de coalescéncia para testar o
monofiletismo do complexo e seus grupos. Desenvolvemos marcadores microssatélites
polimérficos para A. pyrifolium usados na avaliacdo da diversidade genética e estruturagao de
cinco populacdes naturais. Analisamos a morfologia através de morfometria, incluindo
caracteristicas quantitativas, tanto vegetativas quanto reprodutivas. As analises ecoldgicas,
incluiram modelagem e testes de similaridade de nicho ecologico. Nossos resultados
recuperaram o complexo A. pyrifolium como monofilético, com 3 subclados relacionados a
regides geograficas e vegetacdes especificas, resultados também corroborados na arvore de
espécies. O clado 1 ocorre na Caatinga no Nordeste do Brasil, o clado 2 nas manchas de Floresta
Estacional na regido Centro-Oeste no Brasil e clado 3 na vegetagdo chaqueana no Mato grosso
do Sul, Paraguai e Bolivia. Todas as analises de estrutura populacional sugeriram a formacao
de dois grupos genéticos, um com as populagdes do Mato Grosso do Sul (clado 3) e o outro
com as populagoes do Nordeste (clado 1), concordando com os resultados da filogenia e
coalescéncia. Entretanto, ressaltamos que o clado 2 n3o pode ser testado nas analises
populacionais pois essas mesmas ndo puderam ser coletadas. Esses clados ndo foram
recuperados nas analises morfométricas (PCAs), devido a grande sobreposicdo dos caracteres
morfoldgicos. Os modelos de nicho ecologico e o teste de similaridade indicaram baixa
sobreposi¢cao do nicho entre os clados. Assim, com base nos resultados obtidos, propormos uma
nova circunscricdo de Aspidosperma pyrifolium, com segregagdo dos clados 2 (4. martii) e 3
(A. guaraniticum), que sdo diferenciados pela genética, nicho ecoldgico e areas de distribuicio
geografica. Essa nova circunscrigdo foi apresentada em uma monografia que inclui descricdes,
chave de identificagdo, pranchas, informag¢des sobre distribui¢cdo, habitat preferencial, fenologia

e status de conservacdo.

Palavras-Chaves: Filogenia, Coalescéncia, Analise morfométrica, Modelagem de nicho

ecologico e Similaridade de nicho.
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ABSTRACT

Aspidosperma pyrifolium Mart. & Zucc. is a species with wide distribution and disjunct,
morphological variation and complex taxonomy. In this study, we treated it as a species
complex, and used as a model for species delimitation using multiple operational criteria
(genetic, morphological and ecological). We consider species as segments of separately
evolving metapopulation lineages, since this is a universal concept that diminished the
conflicting visions of what is considered species. For this, we performed phylogenetic with
concatenated data (ITS and rpl32-trnL) and coalescence analyzes to test the monophyly of the
complex and its groups. We developed polymorphic microsatellites for complex A. pyrifolium
for evaluated the genetic diversity and structure of five natural population. We analyzed
morphology through morphometry, including quantitative characteristics, both vegetative and
reproductive. The ecological analyzes included modeling and testing of ecological niche
similarity. Our results recovered Aspidosperma pyrifolium complex as monophyletic, with 3
subclades related to geographic regions and specific vegetation, results also corroborated in the
species tree. Clade 1 occurs in the Caatinga in Northeast Brazil, clade 2 in the Seasonal Forest
patches in the Center-West region of Brazil and clade 3 in the Chaqueana vegetation in Mato
Grosso do Sul, Paraguay and Bolivia. All analyzes of population structure suggested the
formation of two genetic groups, one with the populations of Mato Grosso do Sul (clado 3) and
the other with the populations of the Northeast (clado 1), agreeing with the results of
phylogenetic and coalescence analyzes. However, we emphasize that clade 2 can not be tested
in the population analyzes because they could not be collected. These clades were not recovered
in the morphometric analyzes (PCAs), due to the great overlapping of the morphological
characters. The ecological niche models and the similarity test indicated that there little niche
overlap among the clades. Thus, based on the results obtained, we propose a new
circumscription of Aspidosperma pyrifolium, with the segregation of clades 2 (4. martii) and 3
(A. guaraniticum), which are distinguished mainly by the ecological niche and geographic
distribution areas. This new circumscription was presented in a monograph that includes
descriptions, identification keys, plates, information about distribution, preferential habitat,

phenology and conservation status.

Keywords: Phylogeny, Coalescence, Morphometric analysis, Ecological niche modeling and

Niche similarity.
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INTRODUCAO GERAL

Delimitaciao de Espécies

A descrigdo da biodiversidade ainda é desvalorizada dentro da ciéncia e, como consequéncia,
cerca de 10 milhdes de espécies ainda permanecem desconhecidas (Wilson, 2004). Essa estimativa
evidencia a importancia da taxonomia, pois espécies sao unidades fundamentais, bases para as demais
areas dentro da Biologia (Sites & Marshall, 2004; Wilson, 2004), assim como tem impacto direto na
sociedade, que demanda cada vez mais por informagdes taxondmicas para entender a biodiversidade
(Wheeler et al., 2004; Souza et al., 2014). Entretanto, estabelecer os limites entre as espécies ¢ uma
tarefa desafiadora, e dependendo dos critérios e conceitos adotados, uma espécie pode ou nao ser
reconhecida (De Queiroz, 2007).

Os conceitos mais amplamente utilizados sdo: (1) o Conceito Bioldgico, que considera
espécie como populacdes de individuos que se cruzam e geram descendentes férteis (Wright,
1940; Mayrs, 1942); (2) o Conceito Ecoldgico, no qual uma espécie compreende linhagens que
ocupam uma mesma zona de adaptagao (Van Valen, 1976; Anderson, 1990); (3) o Conceito
Evolutivo, onde uma espécie ¢ um conjunto de individuos que compartilham a mesma linhagem
evolutiva (Simpson, 1951; Wiley, 1978); (4) o Conceito Filogenético, que considera que uma
espécie ¢ definida por individuos que apresentam monofilia e coalescéncia exclusiva de alelos
(Baum & Shaw, 1995; Rosen, 1979); e (5) o Conceito Genotipico, em que uma espécie ¢
composta por populagdes que compartilham grupos de genotipos, sem fusdo com os grupos
irmaos (Mallet, 1995).

Para diminuir a problematica da delimitacdo de espécies gerada pelos diversos
conceitos existentes, De Queiroz (2007) propds um conceito unificador, na qual espécies sao
consideradas segmentos de linhagens de uma metapopulagdo evoluindo separadamente, ou seja,
as subpopulagdes que acumulam diferenciagdes em suas caracteristicas intrinsecas dardo
origem as novas espécies (De Queiroz, 2007; Leaché et al.,, 2009). Esse processo ¢
temporalmente estendido, e o acumulo de divergéncias ndo ocorre a0 mesmo tempo para os
diferentes critérios e ndo possui uma ordem regular (De Queiroz, 1998).

As caracteristicas intrinsecas sdo utilizadas como critérios operacionais que possibilitam
a delimitagdo entre uma espécie e outra, evidenciando que houve separagdo. Portanto, basta
uma Unica evidéncia de separagdo das linhagens para inferir a existéncia de espécies diferentes
(De Queiroz, 2007). Abordagens integrativas, ou seja, que utilizam de multicritérios, diminuem
as visdes conflitantes do que aquelas baseadas em um unico critério podem gerar (André et al.,

2015; Knowles & Carstens, 2007; Leaché et al., 2009; Rodrigues et al.,2015), e aumentam a
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capacidade de detectar linhagens recentemente separadas, como os complexos de espécies
(Sites & Marshall, 2004; Leaché et al., 2009; Padial et al., 2010).

Complexos de espécies sdo grupos que ndo possuem os limites entre as espécies claros,
devido a sobreposi¢do morfologica, amostragem baixa, ampla distribuicdo geografica,
processos de hibridacdo, retencdo de polimorfismo ancestral (Grube & Kroken, 2000; Prata,
2017). Taxonomicamente, esses grupos possuem muitos sindnimos, descricdes com
sobreposi¢des morfologicas ou com variagdo morfologia intra-especifica (Fujita et al., 2012;
Prata, 2017).

Tradicionalmente, caracteres morfoldgicos sdo a base para delimitagdo de espécies,
devido a sua praticidade de uso, facil obtengdo e baixo custo (Souza et al., 2014; André et al.,
2015). Entretanto, existe uma grande discussdo sobre a quantidade e qualidade de caracteristicas
necessarias para reconhecer que uma espécies ¢ diferente de outra (Prata 2017). Para taxons
morfologicamente muito similares, provavelmente devido recente especiacdo ou introgressao,
estudos morfométricos auxiliam na compreensdo da variagdo morfolégica existente e na
circunscri¢do dos tdxons de maneira mais objetiva (Souza et al., 2014; Vigalondo et al., 2015;
Zapata, 2014).

Com o desenvolvimento tecnologico, foi incorporado analises genéticas na resolugdo de
problemas em diferentes niveis taxondmicos (Armond, 2016) permitindo a compreensdo da
historia evolutiva e diversidade entre as linhagens genéticas (André et al., 2015; Carstens et al.,
2013; Knowles & Carstens, 2007). Estes métodos possuem como vantagem a obtengdo de maior
quantidade de caracteres com relagdo aos dados morfologicos, e consegue fornecer evidéncia
de divergéncia em estagio inicial de especiacdo (Knowles & Carstens, 2007; Lima, 2016).
Muitas espécies cripticas foram descobertas com o uso de dados genéticos (Leaché & Fujita,
2010; Bagley et al., 2015; Prata, 2017).

Entre as andlises, temos as abordagens filogenéticas que inferem as relagdes de
parentesco entre as diferentes linhagens (Patwardhan et al., 2014), que podem utilizar de
meétodos de sequenciamento com alta qualidade, concatenacdo dos dados e modelos de
coalescéncia, diminuindo os conflitos entre arvores de genes e arvores de espécie (Prata, 2017).
Adicionalmente, a abordagem populacional permite verificar como a variabilidade genética esta
distribuida entre e dentro das populagdes, além de inferir quais os mecanismos microevolutivos
que levam a formacgdo de diferentes linhagens, como dinamica de fluxo genético, sistemas
reprodutivos e taxas de mutagdo (Rodrigues, 2015; Alves, 2018).

A diferenciagdo de nicho ecologico € outro critério que tem sido bastante relacionado a
divergéncia das linhagens (Bonetti & Wiens, 2014; Riser et al., 2018). Condigdes ecologicas

distintas podem reforcar o processo de especiacdo, alterando as semelhangas de nichos ao longo
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da escala evolutiva (Yousefkhani et al., 2016). Principalmente devido ao aumento e precisao
dos dados de ocorréncia de espécies, bem como também a disponibilidade de dados climaticos
(Hijmans et al., 2005; Rissler & Apodaca, 2007), e metodologias recentes que permitem
identificar necessidades ambientais, nichos hipotéticos, testes de hipdteses sobre a historia de
diversificacdo, e medir a diferenca entre os nichos de espécies proximas (Wiens & Graham,

2005; Knouft et al., 2006; Cadena & Cuervo, 2010; Riser et al., 2018).

Modelo de estudo: Aspidosperma pyrifolium Mart. & Zucc (APOCYNACEAE)

A familia Apocynaceae Juss., pertencente a ordem Gentianales, apresenta distribui¢@o
cosmopolita e € reconhecida como uma das familias mais diversas das Angiosperma, com mais
de 360 géneros e 5000 espécies (Rapini, 2012; Endress et al., 2014; Pereira et al., 2016; Simdes
et al., 2016). Divide-se em trés subfamilias (Periplocoideae, Secamonoideae, Asclepiadoideae),
dois grados (rauvolfioide e apocynoide), 25 tribos e 44 subtribos (Endress et al., 2014; Simdes
et al., 2016). No Brasil, é representada por rauvolfioide, apocynoide e Asclepiadoideae, com
mais de 750 espécies (Castello, 2018; Castello et al, 2019 ).

Aspidosperma Mart. & Zucc. ¢ um dos gé€neros mais representativos da familia
Apocynaceae, com mais de 70 espécies (Castello er al, 2019). Pertencente ao grado
rauvolfioide e a tribo Aspidospermateae Miers com outros cinco géneros (Geissospermum
Allemao, Haplophyton A.DC., Microplumeria Baill., Strempeliopsis Benth. e Vallesia Ruiz &
Pav.) (Simoes et al., 2007; Castello, 2018). Divide-se em dois subgéneros (4Aspidosperma ¢
Coutinia (Vell.) Marc.-Ferr.) Suas espécies ocorrem em diversos ambientes, desde o México
até a Argentina (Woodson, 1951), e possuem valor medicinal e econdmico (Marcondes-
Ferreira, 1988).

Apesar de tratado em diversos estudos taxonomicos, a delimitacdo de algumas espécies
ainda possui problemas, como distintas circunscri¢des, principalmente devido a sobreposi¢ao
de carateristicas morfologicas, muitas sinonimias, nomes ndo publicados e ocorréncia de
hibrida¢do (Woodson, 1951; Marcondes-Ferreira, 1988; Marcondes-Ferreira & Kinoshita,
1996; Potgieter, 1999), evidenciando alguns complexos de espécies. Exemplificando essa
problematica, um grupo de pesquisadoras que estuda o género descreveu entre 2016 e 2018,
quatro espécies novas (Castello et al., 2018; Pereira et al., 2017; Scudeler et al., 2018),
revalidaram seis nomes (Pereira et al. 2016; Castello et al, 2017; Castello, 2018) e estdo
reavaliando as se¢des do género (inf. Pess.).

Aspidosperma pyrifolium Mart. & Zucc. (Figura 1) ¢ um desses exemplo de espécie
taxonomicamente complexa, conhecida popularmente como “pereiro”, € uma espécie muito

caracteristica da Caatinga (Velozo et al, 1991), e ocorre também em outras formagdes com
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solos pedregosos nas regides Centro-Oeste e Sudeste (Minas Gerais) e no Chaco do Brasil,
Paraguai (Marcondes-Ferreira, 1988) e Bolivia (Jergensen et al., 2014; Killeen, 1993) (Figura
2). Sua distribuicdo geografica ¢ particularmente interessante por seu padrio disjunto,
ocorrendo nas Florestas Tropicais Sazonalmente Secas (FTSS) com variagdo morfoldgica ao
longo de sua distribuigao.

Na Caatinga, algumas populagdes de 4. pyrifolium sdo conhecidas como “pereiro-de-
saia”, além da baixa estatura, possuem uma forma de crescimento caracteristica (Figura 1B).
Estas populagdes localizam-se nas areas mais secas da Paraiba e do Ceara (Marcondes-Ferreira,
1988). Nos individuos destas populagdes a gema apical cessa o crescimento em determinada
altura, e surgem gemas laterais que produzem ramos, alguns menores, paralelos ao solo, e outros
mais robustos, na posi¢ao vertical, o que lhes confere um aspecto peculiar e identificavel, que
justifica o nome popular (Marcondes-Ferreira, 1988). E em outras populagdes do Nordeste os
individuos apresentam crescimento normal sem a formagdo desse formato de copa especifico
de “saia”, assim como no Centro-Oeste ¢ Sudeste (obs. em campo). Nessas regides os
individuos sdo morfologicamente maiores, em altura, tamanho das folhas, flores e frutos. Além
disso, Woodson (1951) sugeriu a formacdo de hibridos entre A. pyrifolium e A. macrocarpon
Mart. & Zucc. e entre A. pyrifolium e A. subincanum Mart., considerando caracteristicas
morfoldgicas intermedidrias, principalmente as relacionadas as dimensdes e indumentos das
folhas e flores.

A variacdo morfologica associada a distribui¢do resultou na descricdo de outras
espécies, atualmente sinonimizadas em A. pyrifolium. Resumidamente, em seu histdrico
taxonomico ha sete nomes de espécies atualmente tratados como sinonimos (Tabela 1): 4. molle
Mart. descrita para a Bahia, foi tratada posteriormente como subespécie (4. pyrifolium var.
molle (Mart.) Miill. Arg.) por Miiller-Argovensis (1860) e sinonimizada a 4. pyrifolium por
Miers et al., (1878); A. refractum Mart. & Zucc. também descrita para a Bahia, foi sinonimizada
por Woodson (1951) e foi restabelecida (Castello et al., 2019); além de 4. populifolium A.DC.
(Piaui), 4. martii Silva Manso (Mato Grosso) e A. guaraniticum Malme (Paraguai) foram
sinonimizadas a A4. pyrifolium por Woodson (1951). Assim, a espécie constitui um 6timo

modelo para estudos populacionais e de delimitacdo de espécies.

Objetivos
Nesse estudo, avaliamos as linhagens dentro de um complexo de espécies
(Aspidosperma pyrifolium) amplamente distribuido em areas secas da América do Sul a fim de

verificar se ha uma ou varias espécies, a partir de diferentes critérios. Além disso, fornecemos
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uma sinopse taxondmica para o clado do qual o complexo faz parte (Pyrifolia).

Especificamente, respondemos as seguintes perguntas:

—

Aspidosperma pyrifolium € um complexo monofilético?

N

Ha formag@o de grupos geneticamente diferentes?
3. Existem caracteristicas morfologicas diagnodsticas para embasar a circunscricdo das
espécies do complexo?

4. Existem diferencas entre possiveis nichos climaticos?

O texto estd organizado em trés capitulos: (I) “Development and transferability of
microsatellite markers for a complex of Aspidosperma Mart. & Zucc. (Apocynaceae) species
from South American Seasonally Dry Tropical Forests” que apresenta a construcdo de
marcadores microssatélites polimoérficos para espécie; (II) “Delimitagdo de espécies do
complexo Aspidosperma pyrifolium Mart. & Zucc.” que discute a circunscri¢do dos morfotipos
do complexo de espécies com base em critérios morfologicos, genéticos e ecologicos; e (I1I)
“Monograph of the Pyrifolia group: Aspidosperma pyrifolium Mart. & Zucc. (Apocynaceae)
and associated species” que pretende descrever essas espécies morfologicamente relacionadas,

incluindo mapas, pranchas, descri¢des e chave de identificagdo.
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Figura 1. Aspidosperma pyrifolium Mart. & Zucc. A ¢ B. Porte, exemplificando os tipos de
ramificag@o; B. copa caracteristica da espécie; C. fissuras do tronco; D. coloragdo da entrecasca;

E, F e G. flores; H. frutos; e I. sementes (Fotos: A.C.D. Castello).
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Tabela 1. Historico taxondmico de Aspidosperma pyrifolium Mart. & Zucc., com todos os sindnimos relacionados, autores e obras. Nomes em

cinza sdo sindnimos atuais e nomes em preto sdo nomes aceitos (*Aspidosperma bicolor Mart. & Zucc. foi considerada sinénimo de 4. cuspa

(Kunth.) S.F.Blake por Castello et al., 2017).

Mart. & Zucc.

Miiller-
De Candolle (1844) Miers (1878)
(1824) Argovensis (1860)
Flora 7(1): 136 Prodr. 8:396

Fl. Bras. 6(1) 54 Apoc. So. Am. 25

A. pyrifolium Mart.
& Zucc.

A. pyrifolium
A. pyrifolium Mart. Mart. & Zuce.
& Zucc. Tipo:

& Zucc.
Bahia

A. refractum Mart.
& Zucc. Tipo:
Bahia

A. pyrifolium Mart.

Kuntze (1891)

Rev. Gen. (2) 416

Schumann (1895)

Die Natiirlichen

Pflanzenfamilien 4

A. pyrifolium Mart. &

Zucc.

Marcondes-
Pichon (1947) ‘Woodson (1951)
Ferreira (1999)
Bulletin du Muséum Annals of the Missouri Tese

d’Histoire Naturelle 19¢4) | Botanical Garden 38(1)

A. pyrifolium Mart. & Zucc.

A. pyrifolium Mart. &
Zucc.
A. pyrifolium
Mart. & Zucc.

Castello et al.,
2019
Flora do Brasil
2020

A.refractum

Mart. & Zucc.

A. pyrifolium
Mart. & Zucc.
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