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Penso que s6 ha um caminho para a ciéncia ou para
a filosofia: encontrar um problema, ver a sua beleza
e apaixonar-se por ele; casar e viver feliz com ele até
que a morte vos separe — a ndo ser que encontrem
outro problema ainda mais fascinante, ou,
evidentemente, a ndo ser que obtenham uma
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poderdo entdo descobrir, para vosso deleite, a
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encantadores ainda que talvez dificeis, para cujo
bem-estar poderado trabalhar, com um sentido, até ao

fim dos vossos dias.
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RESUMO GERAL

Os campos rupestres da Cadeia do Espinhagco sdo conhecidos por sua riqueza de
espécies vegetais com elevado grau de endemismo, citado como resultado das disjungdes
na distribuicdo das populacdes, decorrente da descontinuidade das cadeias montanhosas.
Esta disjuncdo tem sido citada como um dos principais fatores responsaveis pelo
isolamento e diferenciacdo das populacGes. Vellozia hirsuta (Velloziaceae) corresponde a
um complexo de espécies que ocorre na Cadeia do Espinhago e apresenta grande variagcdo
na morfologia externa e anatomia foliar. Esta variacdo levou a sinonimizagdo de quatro
espécies sob o0 nome de V. hirsuta e ao reconhecimento de 14 padrdes morfo-anatémicos.
Neste estudo foi investigada a correlagdo dos padrées morfo-anatbmicos com a
distribuicdo da variabilidade genética e a distribuicdo geografica das populagdes,
investigando também a existéncia de possiveis barreiras responsaveis pela restricdo do
fluxo génico recente ou historico entre populacdes. Empregando sequenciamento da regido
intergénica trnL-rpl32F (cpDNA), a ocorréncia de 25 sitios polimorficos revelou 20
haplétipos nas 23 populagdes amostradas. As populacBes de V. hirsuta aparecem
estruturadas (®st = 0,818) em quatro grupos filogeograficos que correspondem as
principais regides geograficas ocupadas pela espécie, demonstrando uma estruturacao
geografica da diversidade genética e auséncia de correlacdo com os padrées morfo-
anatdmicos descritos. O grupo formado pelas populagdes do norte de Minas Gerais e sul da
Bahia se mostrou geneticamente mais diferenciado devido a presenca de hapl6tipos
exclusivos em suas populacdes. Este resultado associado ao isolamento geografico e
diferenciacdo morfoldgica deste grupo indica que 0 mesmo poderia ser reconhecido como
um taxon distinto das demais populacdes de V. hirsuta. No estudo de genética de
populacbes realizadas com marcadores ISSR, a heterozigosidade média das populacdes
(0,216) apresentou valores inferiores a espécies de mesmas caracteristicas bioldgicas. A
AMOVA apontou alta variacdo dentro das populacdes (84-86%) e baixa divergéncia (11-
14%) entre as populacdes. A andlise Bayesiana indicou um numero de populagdes
geneticamente estruturadas sem delimitacbes precisas entre estes grupos e sim uma
estruturagdo em um gradiente geogréfico norte-sul. Entretanto, o grupo do norte parece ser
mais diferenciado do que os demais, e a delimitacdo deste grupo como um taxon distinto é
suportada como nas andlises filogeograficas. Tanto as analises filogeograficas as de

genética de populagbes ndo sustentaram o reconhecimento de nenhum dos taxons

1



sinonimizados sob V. hirsuta. Portanto, V. hirsuta aparentemente corresponde a uma Unica
espécie com grande variacdo morfoldgica, indiferente do reconhecimento das populagdes
do norte da distribuicdo como um taxon distinto, e seria melhor tratd-la como uma
ocloespécie, sendo possivelmente, eventos de hibridacdo antigos, a origem dos atuais

padrbes de variacdo morfoldgica.

Palavras-chave: genética de populacdes, filogeografia, ISSR, rpl32F-trnL, Vellozia

hirsuta, Velloziaceae.



ABSTRACT

The campos rupestres of the Espinhago Range are known for their richness of plant species
with a high degree of endemism, cited as a result of disjunctions in the distribution of
populations due to the discontinuity of the mountain ranges. This disjunction has been
cited as a major factor responsible for the isolation and differentiation of populations.
Vellozia hirsuta (Velloziaceae) corresponds to a species complex that occurs in the
Espinhaco Range and shows great variation in external morphology and leaf anatomy. This
variation led to synonymization of four species under the name V. hirsuta and the
recognition of 14 morpho-anatomical patterns. In this study we investigated the correlation
of those morphological and anatomical patterns with the distribution of genetic variability
and geographic distribution of populations, also investigating the possible existence of
barriers responsible for the restriction of recent or historical gene flow among populations.
Using sequencing of trnL-rpl32F intergenic region (cpDNA), the occurrence of 25
polymorphic sites revealed 20 haplotypes in the 23 populations sampled. The populations
of V. hirsuta appears structured (®sr = 0.818) in four phylogeographic groups that
correspond to major geographic regions occupied by the species, demonstrating a
geographic structure of genetic diversity and lack of correlation with the morpho-
anatomical patterns described. The group formed by the populations of northern Minas
Gerais and southern Bahia states was genetically more divergent due to the presence of
unique haplotypes within their populations. This result associated with geographic
isolation and morphological differentiation suggests that this group could be recognized as
a taxon distinct from other populations of V. hirsuta. In the study of population genetics
performed with ISSR, the mean heterozygosity of the populations (0.216) showed lower
values than species of similar biological characteristics. The AMOVA showed high
variation within (84-86%) and low divergence (11-14%) among populations. The Bayesian
analysis showed a number of populations genetically structured with no precise boundaries
between these groups, but instead structured in a north-south geographical gradient.
However, the northern group appears to be more differentiated than others and delimitation
of this group as a distinct taxon is supported, as found in the phylogeographical analysis.
Both phylogeographical and population genetics did not support the recognition of any
taxa synonymized under V. hirsuta. Therefore, V. hirsuta apparently corresponds to a
single species with great variation, regardless of the recognition of the populations of
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northern distribution as a distinct taxon, and it would be better treated as an ochlospecies.
Possibly ancient hybridization events were the origin of the current pattern of

morphological variation.

Key word: ISSR, phylogeography, population genetics, rpl32F-trnL, Vellozia hirsuta,
Velloziaceae.



INTRODUCAO GERAL

Os campos rupestres da Cadeia do Espinhaco sdo conhecidos por sua riqueza de
especies (Joly, 1970), com muitos elementos endémicos, especialmente ao nivel especifico.
As populagdes desta regido tiveram uma taxa de especiacdo altamente dependente do
ambiente que ocupavam, resultando na formacdo de floras autdctones, muitas com
tamanho extremamente reduzido (Giulietti & Pirani, 1988). Tem sido estimado que cerca
de 30% dos taxons ocorrentes Nnos campos rupestres sdo restritos a este tipo vegetacional,
com certos grupos taxondémicos mostrando altos niveis de riqueza e endemismos e
microendemismos, especialmente Velloziaceae (Mello-Silva, 1996, 1999, 2008) e
Eriocaulaceae (Sano, 1998; Costa et al., 2006; Trové & Sano, 2010). Grande parte das
espécies que ocorrem nos campos rupestres esta distribuida em populacBes disjuntas,
devido a descontinuidade destas cadeias montanhosas. Nas espécies rupicolas, esta
distribuicdo naturalmente fragmentada é ainda mais evidente devido a descontinuidade dos
afloramentos rochosos. Esta disjuncdo tem sido citada como um dos principais fatores
responsaveis pela diferenciacdo das populacdes, levando ao elevado endemismo
encontrado em areas de campos rupestres (Giulietti & Pirani, 1988).

Apesar do relativamente elevado nimero de trabalhos floristicos a respeito da flora
dos campos rupestres da Cadeia do Espinhaco (e.g., Leme & Funch, 1988; Giulietti et al.,
1997, 2000; Rapini et al., 2001, 2002, 2008; Pirani et al., 2003; Zappi et al., 2003;
Conceicao et al., 2005; Oliveira, 2006; Azevedo & van den Berg, 2007; Conceicdo et al.,
2007; Dutra et al., 2008; Pena, 2009; Santos, 2009) e trabalhos que visam determinar a
variabilidade genética das populacdes de plantas destas formacgdes (Borba et al., 2001,
2007; Jesus et al., 2001, 2009; Gomes et al., 2004; Viccini et al., 2004; Cavallari et al.,
2006; Franceschinelli et al., 2006; Lambert et al., 2006a, 2006b; Azevedo et al., 2007;
Pereira et al., 2007; Silva et al., 2007; Ribeiro et al., 2008; Conceicdo et al., 2009;
Lousada, 2010; Oliveira, 2010, Lousada et al., no prelo), poucos destes Gltimos procuram
relacionar os padrBes genéticos encontrados com eventos historicos e geograficos do
passado a fim de elucidar o efeito destes eventos nos padrdes de distribuicdo observados
atualmente (Collevatti et al., 2009; Feres et al., 2009; Fiorini et al., dados nao publicados;
Silva-Pereira et al., dados ndo publicados).



Estudos sobre a diversidade e estruturacdo genética de algumas das espécies
ocorrentes em campos rupestres podem contribuir para um melhor entendimento dos
processos evolutivos de taxons ocorrentes neste tipo de ambiente. Além disso, a disjuncao
de cadeias montanhosas forma um sistema comparado a ilhas oceanicas, em termos de
isolamento espacial e restricdo de fluxo génico, e por apresentarem condicGes ecoldgicas
distintas, que funcionam como barreiras & migracédo, sao ideais para estudos evolutivos em
espeécies de plantas que ocupam este habitat (Harley, 1995; Barbara et al., 2008, 2009).

A familia Velloziaceae apresenta a maior diversidade e elevados niveis de
endemismo nas montanhas do leste do Brasil, especialmente nas areas de campos rupestres
da Cadeia do Espinhago nos estados de Minas Gerais e Bahia (Menezes et al., 1994). A
familia compreende cerca de 240 espécies, predominantemente de distribuicdo
Neotropical, com 25 espécies ocorrendo na Africa, trés em Madagascar e uma na peninsula
Arébica (sul do Yemen) (Ayensu, 1973; Smith & Ayensu, 1974). A biogeografia das
Velloziaceae tem sido considerada de grande interesse devido a esta disjungdo da sua
distribuicéo.

A taxonomia da familia € muito controversa, tanto nas subdivisfes infrafamiliais
quanto na circunscricdo dos géneros (Mello-Silva, 1991, 2000, 2005a; Menezes et al.,
1994; Behnke et al., 2000; Salatino et al., 2001; Stevens, 2001). Vérios autores tém
dividido a familia tradicionalmente em duas subfamilias, Vellozioideae e Barbacenioideae,
porém com diferencas na delimitacdo de ambas (Mello-Silva, 1991; Behnke et al., 2000;
Stevens, 2001). Estudos recentes mostram que a subfamilia Vellozioideae é parafilética, e
uma definicdo mais ampla, englobando as Barbacenioideae, tem sido proposta (Behnke et
al., 2000; Salatino et al., 2001; Stevens, 2001; Mello-Silva, 2005a). Da mesma forma, a
inclusdo na familia do género monotipico Acanthochlamys, endémico da China, tem sido
disputada, e esta posicdo ndo é aceita pela maioria dos autores (Behnke et al., 2000;
Salatino et al., 2001; Mello-Silva, 2005a). Stevens (2001) considera a familia composta
por nove géneros distribuidos em duas subfamilias, Acanthochlamydoideae e
Vellozioideae (incluindo Barbacenioideae). Por outro lado, Mello-Silva (2005a) sugere a
ocorréncia de apenas trés a seis géneros, excluindo Acanthochlamys da familia.

Vellozia, com cerca de 105 espécies, constitui o maior género da familia, englobando
quase 45% das espécies de Velloziaceae. Tentativas de subdivisdo das espécies do género

em secdes tém sido feitas, porém estas ndo tém recebido suporte em analises filogenéticas



(Mello-Silva, 2000, 2005a). As espécies de Vellozia, conhecidas popularmente como
canela-de-ema, sdo elementos tipicos dos campos rupestres brasileiros (Giulietti & Pirani,
1988). Varias espécies, especialmente as arbustivas e arborescentes constituem importantes
forofitos para diversas espécies, especialmente de Orchidaceae, sendo varias destas epifitas
exclusivas de seus caules.

Vellozia hirsuta Goethart & Henrard estd incluida na se¢do Radia L.B.Smith &
Ayensu e é caracterizada por flores com hipanto longo, com caracteristicas esfingofilas
(polinizadas por mariposas Sphingidae) (Melo-Silva, 1990). Esta espécie, diferentemente
da maioria das espécies de Velloziaceae, apresenta uma distribuicdo geogréfica
moderadamente ampla, ocorrendo em Minas Gerais ao longo da Cadeia do Espinhaco, do
municipio de Santa Barbara, até Mato Verde e Sdo Jodo do Paraiso, e no sul da Bahia até o
municipio de Caitité (Mello-Silva, 1990, 2005b). Esta espécie apresenta grande variacao
quanto & morfologia externa e anatomia foliar. Mello-Silva (1990) inicialmente descreveu
cinco variantes anatdmicos (1-5) e trés morfolégicos (A-C), que combinados resultaram
em seis padrdes (Al, A2, A4, B3, B5 e C3) nos quais as populacdes até entdo conhecidas
foram enquadradas. Posteriormente, analises de novas populacoes foram feitas na tentativa
de descrever padrdes mais concisos para a espécie. Entretanto, padrées morfo-anatbmicos
intermediarios aqueles anteriormente reconhecidos e ainda novos padrées foram
diagnosticados (Mello-Silva, 2005b, no prelo). Estes padrdes morfoldgicos divergem entre
si quanto a caracteristicas das bainhas foliares, distribuicdo das folhas ao longo do caule,
presenca/auséncia e densidade de tricomas nas superficies foliares, existéncia de folhas
marcescentes ou caducas, altura média das plantas, tamanho do pedicelo floral e tipo das
emergéncias do hipanto. Quanto aos padrdes anatémicos, a presenca/auséncia de células
esclerificadas nas fissuras da face abaxial e a distribuicdo do feixe de células esclerificadas
na epiderme adaxial sdo as caracteristicas que diferenciam os padrbes. Atualmente, sdo
conhecidas cerca de 30 populagdes que retratam 14 padrdes morfo-anatdmicos distintos
(Mello-Silva, 2005b, no prelo). Em algumas populacfes é possivel encontrar individuos
com caracteristicas intermediarias aquelas descritas para os padrdes gerais. Na figura 1 é
possivel observar como a combinagdo das diversas caracteristicas morfologicas mantem a
maior parte dos padrées morfologicamente sobrepostos.

A variacdo morfologica das populacdes de V. hirsuta isoladas nas diferentes cadeias

de montanhas é complexa, ndo seguindo um padrdo geografico claro e desafiando a



classificacdo taxonémica formal (Mello-Silva, 1990). Devido a isso, estas populacgdes
constituem o complexo de espécies atualmente reconhecido sob o nome de Vellozia
hirsuta. Sob este nome, Mello-Silva (2005b, no prelo) sinonimizou quatro espécies: V.
leucanthos Goethart & Henrard, V. maguirei L.B.Smith, V. markgrafii Schulze-Menz e V.
riedeliana Goethart & Henrard. O hol6tipo de V. hirsuta apresenta o padrdo morfo-
anatomico 1 (plantas com caule longo, folhas marcescentes, com indumento hirsuto
dourado com tricomas muito longos), V. leucanthos o padrédo 3 (caule muito curto, folhas
pequenas e marcescentes), V. maguirei e V. riedeliana o padrdo 5 (plantas pequenas com
até 20 cm de altura, com folhas pequenas, com tricomas curtos, flores curto-pediceladas), e
V. markgrafii o padrdo 6 (plantas altas com até 1,2 m altura, com bainhas lanosas e lamina
glabra a glabrecente na face adaxial e densamente tomentoso-prateada na face abaxial,
pedicelo muito curto mas que se desenvolve na frutificacdo, hipanto longo com
emergéncias glandulares) (veja Fig. 1.1). Mello-Silva (2005b, no prelo) ainda descreve que
¢ possivel separar parte destes 14 padroes em dois subgrupos: “V. hirsuta”,
compreendendo os padrdes de 1 a 5, e “V. markgrafii”, os padroes de 6 a 11. Os padrdes
restantes (12 a 14) ndo poderiam ser encaixados em nenhum dos dois grupos, pois
apresentam caracteristicas morfoldgicas intermediarias aos outros padroes.

O padrdo de variacdo morfoldgica observado nas populacbes de V. hirsuta é
caracteristico de ocloespécies, conforme as defini¢cdes discutidas por Cronk (1998). Em
geral, o conceito de ocloespécie € aplicado a uma espécie que apresenta uma variacao
fortemente polimdrfica, mas fracamente politipica, as caracteristicas morfoldgicas variam
independentemente, podendo a distribuicdo das mesmas apresentar correlacdo parcial com
a geografia e a ecologia da espécie, além da complexidade da variacdo morfoldgica nao ser
devida a hibridacdo entre espécies comumente reconheciveis, tampouco a um sistema de
reproducdo especializado (Cronk, 1998). Ainda, estas espécies frequentemente apresentam
ampla distribui¢do geografica e ecoldgica. Devido as confusdes taxonémicas causadas pelo
padréo de variacdo morfolégico aparentemente cadtico, ocloespécies possuem um grande
namero de sindnimos. Esta confusdo € ainda maior se alguns variantes locais podem ser
detectados. Tem se observado que neste caso dois posicionamentos para solucionar a
questdo taxondmica tém sido tomados: taxonomistas considerados como splitters segregam
a espécie de acordo com os variantes observados, enquanto outros taxonomistas,

considerados lumpers, preferem acomodar toda a variagdo sob um Unico nome. Por



apresentar estas caracteristicas, uma ocloespécie ndo se enquadra facilmente em um
tratamento taxonémico formal, sendo sugerido o estudo das relacBes historicas das
populacdes que podem ser inferidas através de uma abordagem evolutiva (White, 1998).

Duas hipoteses sdo sugeridas para explicar o surgimento desse padrdo de
polimorfismos em ocloespécies. Prance (1982) sugere a "Teoria de refugios do
Pleistoceno” em que as condicbes mais secas na época da maxima glacial teriam
ocasionado a descontinuidade das florestas imidas. No caso de espécies rupicolas, com o0
recuo das florestas, a vegetacdo de areas mais secas teria se expandido além das areas
elevadas dos campos rupestres ocupando grandes &reas com solo quartzitico em terrenos
mais baixos, ambiente propicio para o desenvolvimento destas espécies. As novas
populacdes formadas teriam uma composicdo alélica diferenciada entre si. Com esta
expansdo, algumas populacdes passaram a compartilhar habitats nos quais eventos de
hibridagdo pederiam ter ocorrido. Com o aumento de temperatura e umidade, j& no final da
glaciacdo, as florestas teriam voltado a se expandir restringindo a ocorréncia dos campos
rupestres as areas de maior altitude. Como, possivelmente, as popula¢bes acumularam
diferencas genéticas ao longo do processo de evolugdo da espécie, apos este isolamento
continuariam se diferenciando, seria observada que a variacdo genética das populagdes
estaria geograficamente correlacionada.

Ja a segunda hipdtese (Cronk, 1998) sugere que uma rapida expansao de uma espécie
colonizadora com ampla tolerancia ecoldgica, desencadearia inimeras forcas nas
populacdes que estariam passando por expansao, como rapida selecdo e conservacdo das
mutacdes na espécie. Desta forma a espécie apresentaria baixa perda de alelos e cada
evento de expansdo originaria uma variacdo genética ndo estruturada geograficamente
(Jacob et al., 2009). Estas duas hipdteses ndo sdo mutuamente excludentes, e ambos 0s
processos podem ter ocorrido em uma mesma espécie.

A comparacdo da distribuicdo de haplétipos, revelada através de anélises de regides
ndo-codificantes do DNA plastidial, associada a distribui¢cdo dos morfotipos pode ajudar a
revelar os processos historicos que teriam levado ao padrdo de variacdo observado em
ocloespécies. Se 0 mosaico de morfotipos for devido a processos histdricos antigos, como
fragmentacdo alopatrica no passado, entdo as populacdes apresentardo haplétipos
exclusivos e a rede de haplétipos sera predita com maior probabilidade de estruturagédo

geografica dos haplotipos do que dos morfotipos, desde que a origem politipica dos



hapldtipos seja pouco provavel (Bandelt et al., 1999). Se, por outro lado, os padrdes forem
devido a expanséo populacional rapida, entdo sera esperada uma rede de hapl6tipos com os
mesmos espalhados pela distribuicdo da espécie e pouco relacionados (Cronk, 1998).

A filogeografia € uma importante ferramenta para estudos evolutivos, pois permite
fazer inferéncias sobre os processos demograficos e histéricos que moldaram a evolugédo
das populacBes e das espécies (Avise, 2000). Estudos filogeograficos em plantas s&o
baseados na variacao genética encontrada tanto no DNA plastidial quanto no nuclear (Petit
et al., 2005; Petit & Excoffier, 2009). Na maioria das angiospermas o DNA plastidial
apresenta heranca materna. O fluxo de genes de heranca materna é, geralmente, mais
restrito do que o de genes nucleares de heranca biparental, pois ocorre via dispersao de
sementes, que normalmente é uma forca coesiva menos eficiente do que o fluxo génico via
dispersdo de pdlen (Birk et al., 1983). Marcadores moleculares derivados de DNA
organelar tém se demonstrado Uteis na descri¢do de padrdes filogeograficos e para inferir
as rotas de migracdo de espécies (Avise, 2000; Petit et al., 2003, 2005). Relagdes
historicas, fluxo génico antigo e mudancas climaticas em escala geoldgica podem
influenciar significativamente a estrutura genética de genoma organelar de heranca
materna (Avise et al., 1998; Avise, 2000).

Para as regifes temperadas, os estudos filogeograficos realizados em espécies de
plantas sdo bem numerosos, principalmente na Europa e na América do Norte (e.g., Petit et
al., 2002; Stehlik, 2002; Volz & Renner, 2009). Estes estudos tém contribuido para a
compreensdo das respostas das espécies quanto as mudancas ambientais que ocorreram no
Pleistoceno. Por outro lado, a maioria das areas tropicais sao pouco estudadas, tanto a
respeito das alteracdes climaticas do passado, quanto as consequéncias dessas mudancas
nas espécies vegetais (Cavers et al., 2003). Especificamente para o Brasil, estes estudos
sdo relativamente recentes e estdo focados em dois biomas: o cerrado (Collevatti et al.,
2003, 2009; Ramos et al., 2007, 2009; Feres et al., 2009; Antonelli et al., 2010; Lage-
Novaes et al., 2010, Fiorini et al., dados ndo publicados; Silva-Pereira et al., dados ndo
publicados) e a mata atlantica (Salgueiro et al., 2004; Lorenz-Lemke et al., 2005, 2006;
Palma-Silva et al., 2009). Estudos em diferentes biomas sdo importantes para auxiliar o
entendimento da dindmica populacional durante as glaciac6es, pois cada um destes habitats
respondeu de forma distinta as alteragbes climaticas ocorridas neste periodo e

consequentemente, também as espécies vegetais apresentaram comportamentos diferentes
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para tais mudancas. As espécies de campos rupestres foram avaliadas em apenas cinco dos
trabalhos existentes para o cerrado, sendo dois do nosso grupo de pesquisa. Dentre 0s
trabalhos existentes para o Brasil, além das espécies estudadas por nosso grupo, apenas um
trabalho foi realizado em monocotiledéneas (Palma-Silva et al., 2009). Algumas espécies
tipicas de mata atlantica, mas que ocorrem em afloramentos rochosos também foram
estudadas sobre uma abordagem filogeogréafica e endossam o conhecimento sobre o
comportamento das espécies vegetais diante das alteracdes climaticas do Pleistoceno nas
regides tropicais (Barbara et al., 2007, 2008, 2009). Considerando que estas regides sdo 0S
principais centros de biodiversidade de plantas, investigacdes da filogeografia das espécies
ocorrentes nestas areas, se tornam fundamentais para o entendimento de como elas
responderam a estas mudancas climaticas e prever como elas podem lidar com as
mudangas em curso.

Além de eventos histdricos ocorridos durante os processos de expansdo e retracdo
dos habitat ocupados pelas espécies, eventos recentes como sistemas de reproducéo, fluxo
génico através do polen, dispersdo de sementes, crescimento  clonal,
hibridacdo/introgressdo e historia de vida do individuo também sdo responsaveis pela
modelagem da distribuicdo da diversidade genética nas popula¢des (Hamrick & Godt,
1990; Nybom & Bartish, 2000). A distribuicdo disjunta das espécies de campo rupestre
resultando na diferenciacdo das populacGes tem sido apontada como um dos principais
fatores responsaveis pelo surgimento dos complexos padrdes de distribuicdo da
variabilidade genética observados nestas espécies. Estes padrdes tém sido foco de estudos
em diversas familias de plantas, tais como Asteraceae (Jesus et al., 2001, 2009, Gomes et
al., 2004), Bromeliaceae (Cavallari, et al., 2006), Cactaceae (Machado, 2004; Lambert et
al., 2006a, 2006b), Eriocaulaceae (Pereira et al., 2007), Leguminosae (Silva et al., 2007;
Conceicao et al., 2009; Souza & Lovato, 2010), Orchidaceae (Borba et al., 2001, 2007;
Azevedo et al., 2007; Ribeiro et al., 2008; Silva, 2008, Oliveira, 2010), Velloziaceae
(Franceschinelli et al., 2006; Lousada, 2010; Lousada et al., no prelo; Fiorini et al., dados
nédo publicados) e Verbenaceae (Viccini, et al., 2004; Manica-Cattani, et al., 2009).

Marcadores moleculares que sdo modelados por eventos deste tipo tém sido muito
utilizados na tentativa de explicar quais fatores atuam sobre as diferentes espécies de
campos rupestres, conferindo a elas os padroes de diversidade observados. Os marcadores

gue podem ser utilizados para este fim dividem-se em dois grupos principais, segundo a
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natureza de dados obtidos com sua aplicagdo (Ferreira & Grattapaglia, 1996). Os
marcadores codominantes, como microssatélites e alozimas, permitem a distin¢cdo de
individuos heterozigotos, de forma que valores de fluxo génico e nimero de migrantes
podem ser de fato calculados. Por outro lado, os marcadores dominantes, ISSR, RAPD e
AFLP, apenas permitem estimativas de fluxo génico, pois ndo se tem o numero de
heterozigotos nas populagfes, mas sim uma estimativa obtida a partir da frequéncia do
alelo recessivo.

Estudos de genética de populacdes com espécies de campos rupestres da Cadeia do
Espinhago, por algum tempo, foram realizados utilizando marcadores alozimaticos,
revelando diferentes graus de variabilidade em espécies de Acianthera (como
Pleurothallis; Borba et al., 2001), Proteopsis (Jesus et al., 2001), Melocactus (Lambert et
al., 2006a, 2006b), Vellozia (Franceschinelli et al., 2006), Syngonanthus (Pereira et al.,
2007), e Chamaecrista (Conceicdo et al., 2009). Em alguns casos, a particdo da
variabilidade genética nas populacdes tem sido apontada como um recurso para auxiliar na
delimitacdo taxondmica de complexos de espécies (Ribeiro et al.,, 2008). Entretanto,
marcadores dominantes com niveis de polimorfismo similares aos encontrados com
alozimas e com a vantagem de empregar técnicas mais baratas e menos laboriosas tém sido
incorporados aos estudos de genética de populacdo (Gomes et al., 2004; Cavallari et al.,
2006; Manica-Cattani et al., 2009; Souza & Lovato 2010; Lousada et al., no prelo).

Os marcadores ISSR (Inter Simple Sequence Repeat; Zietkiewicz et al., 1994) tém
sido utilizados em estudos com espécies silvestres de plantas, pois ndo € necessario
nenhum conhecimento prévio da genética da espécie a ser estudada. O polimorfismo
detectado por esses marcadores é decorrente de substituices de nucleotideos nos sitios de
ligacdo dos iniciadores, delecbes destes sitios ou rearranjos cromossdmicos e insercdes ou
delecBes entre os dois sitios de anelamento adjacentes, provocando a auséncia de
amplificagdo ou a amplificagdo de um fragmento de tamanho diferente, aparecendo com
uma nova banda no gel (Wolfe et al., 1998). A maior temperatura de anelamento do primer
usada em reacdes ISSR em relagdo aos marcadores RAPD pode reduzir a quantidade de
artefatos e aumentar a reprodutibilidade das bandas, o que confere uma maior
confiabilidade nos dados gerados por este tipo de marcador (Wolfe et al., 1998).

Apesar de ser uma técnica mais acessivel, poucos trabalhos foram desenvolvidos
utilizando os ISSR no Brasil (e.g., Manica-Cattani et al., 2009; Ludtke et al., 2010;
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Oliveira et al., 2010; Souza & Lovato, 2010), sendo especialmente pouco comuns para
plantas de campos rupestres (Cruz, 2007; Silva, 2008; Lousada, 2010; Oliveira, 2010;
Lousada et al., no prelo). Estudos de variabilidade e estruturacdo genética sdo necessarios
para entender a dinamica das populactes, possibilitando a tomada de decisdes quanto a
delimitacBes taxonémicas de espécies. Da mesma forma, a elaboracdo de estratégias de
conservacdao de espécies € dependente da identificacdo de diferenciacdo genética entre
populacdes. Ryder (1986) propds o conceito de Evolutionary Significant Units — ESUs
(Unidades Evolutivamente Significativas) definida como grupos de individuos isolados por
um periodo de tempo suficiente para apresentarem alta diferenciacdo genética enre si.
Entretanto, este conceito tensido reformulado para atender as propostas de conservacao
(Moritz, 1994, Crandal et al., 2000; Fraser & Bernatchez, 2001; Diniz-Filho & Telles,
2002). O conceito de ESUs mais aceito atualmente é utilizado para definir unidade em que
as populacdes apresentam baixo fluxo génico com as demais e estdo sob efeito de forgas
evolutivas tais como deriva genética e selecdo (Crandal et al., 2000). Esta definicdo aborda
a existéncia de diferenciacdo adaptativa entre populacbes baseada em idferenciacdo
genética e ecologica; e as possibilidades de ocorréncia de fluxo génico histdrico ou recente
(Crandal et al., 2000; Frankham et al., 2002). Moritz (1994) propds um conceito menos
especifico que o de ESUs que se baseia na diferenca das frequéncias alélicas entre
populacbes e independe da relacdo filogenética entre estes alelos, as Managment Units-
MUs (Unidades de Manejo). Como cada espécie apresenta caracteristicas peculiares como
nivel de fluxo génico e distribuicdo das populacdes, as informacdes de diversidade
genética devem ser cuidadosamente analisadas para a tomada de decisdo quanto a
definicdo de unidades de conservagéo.

Este trabalho teve por objetivo desenvolver estudos filogeograficos e de genética de
populacdes em populacbes do complexo Vellozia hirsuta, amostradas ao longo da
distribuicdo geografica e abrangendo a amplitude morfoldgica, para o entendimento da
dindmica evolutiva destas populacGes, investigando a existéncia de correlacdo entre os
padrdes morfo-anatbmicos descritos por Mello-Silva (2005b, no prelo) e os genéticos
apresentados neste estudo, a fim de auxiliar na identificagdo de possiveis tdxons distintos
no complexo. Ainda, pretendeu-se verificar a relagdo entre a variabilidade genética das
populacdes e a distribuicdo geografica das mesmas, investigando a existéncia de barreiras

responsaveis pela restricdo do fluxo génico recente ou historico entre populaces. Com
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isso, foi testado se o complexo Vellozia hirsuta corresponde a uma Unica espécie com
grande variagdo morfo-anatdmica e ampla distribuicdo, ou é constituido por varias espécies
microendémicas, com distribuicdo restrita.
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Figura 1: Combinacdo das caracteristicas anatbmicas e macromorfologicas para 13

padrdes morfo-anatdmicos de Vellozia hirsuta descritos por Mello-Silva (2005b, no prelo)
e tratados neste estudo.
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CAPITULO 1

Filogeografia do complexo Vellozia hirsuta (Velloziaceae), endémico dos
campos rupestres brasileiros: estruturacéo geografica e auséncia de

correlacédo com a morfologia reveladas por marcadores plastidiais
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RESUMO

Vellozia hirsuta, espécie rupicola, apresenta grande varia¢do quanto & morfologia externa e
anatomia foliar, o que levou a sinonimizagdo de outras quatro espécies sob o nome de V.
hirsuta e a descricdo de 14 padrGes morfo-anatdmicos. A fim de verificar a existéncia de
relacbes entre os padrbes genéticos e morfologicos para auxiliar na delimitacdo de
possiveis tdxons no complexo foram desenvolvidos estudos filogeogréficos empregando
sequenciamento da regido intergénica rpl32F-trnL. Foram avaliados 26 sitios polimorficos
que revelaram 20 haplo6tipos nas populacGes amostradas. As populacdes de V. hirsuta
aparecem estruturadas (®st = 0,818) em quatro grupos filogeogréaficos que correspondem
as principais regides geograficas ocupadas pela espécie, demonstrando uma estruturagédo
geografica da diversidade genética e auséncia de correlacdo com os padrées morfo-
anatdmicos descritos. O grupo formado pelas populagdes do norte de Minas Gerais e sul da
Bahia se mostrou geneticamente mais diferenciado devido a hapldtipos exclusivos em suas
populacdes. Este resultado associado ao isolamento geografico e diferenciacdo morfoldgica
do grupo indica que este possa ser reconhecido como um taxon distinto das demais
populacdes de V. hirsuta. As analises ndo sustentaram o reconhecimento de nenhuma das
espécies sinonimizadas sob V. hirsuta. Portanto, sugere-se o reconhecimento de V. hirsuta
como uma Unica espécie, independente da possibilidade de se reconhecer as populacfes do
norte da distribuicdo como um téxon infraespecifico distinto, sendo tratada sob o conceito

de ocloespécie devido a grande variacdo morfologica observada.

Palavras-chave: filogeografia, ocloespécie, rpl32F-trnL, Vellozia hirsuta, Velloziaceae.
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INTRODUCAO

Os campos rupestres da Cadeia do Espinhaco sdo conhecidos por sua riqueza de
especies (Joly, 1970), com muitos elementos endémicos, principalmente ao nivel
especifico (Giulietti & Pirani, 1988). Cerca de 30% dos tdxons ocorrentes nos campos
rupestres sdo restritos a este tipo vegetacional, com certos grupos taxonémicos,
especialmente Velloziaceae e Eriocaulaceae, mostrando altos niveis de riqueza e
endemismos e microendemismos. Grande parte das espécies que ocorrem nos campos
rupestres esté distribuida em populacgdes disjuntas devido a descontinuidade destas cadeias
montanhosas. Nas espécies rupicolas, esta distribuicdo naturalmente fragmentada é ainda
mais evidente devido a descontinuidade dos afloramentos rochosos. Esta disjuncdo tem
sido citada como um dos principais fatores que atuam na diferenciacdo das populacgdes,
levando ao elevado endemismo encontrado em &reas de campos rupestres (Giulietti &
Pirani, 1988). Apesar do relativamente elevado nimero de trabalhos floristicos a respeito
da flora dos campos rupestres (Giulietti et al., 2000; Dutra et al., 2008; Pena, 2009; Santos,
2009) e trabalhos que visam determinar a variabilidade genética de populactes de plantas
desta regido (Borba et al., 2001, 2007; Jesus et al., 2001, 2009; Franceschinelli et al.,
2006; Lambert et al., 2006a, 2006b; Azevedo et al., 2007; Silva et al., 2007; Lousada,
2010; Oliveira, 2010), poucos destes ultimos procuram relacionar os padrfes genéticos
encontrados com eventos historicos e geograficos do passado (Collevatti et al., 2009;
Antonelli et al., 2010; Fiorini et al., dados ndo publicados; Silva-Pereira et al., dados néo
publicados) como mencionado por Hardy (2009).

A familia Velloziaceae apresenta cerca de 240 espécies, predominantemente de
distribuicio Neotropical, com 25 espécies ocorrendo na Africa, trés em Madagascar e uma
na peninsula Arabica - sul do Yemen (Ayensu, 1973; Smith & Ayensu, 1974). A
biogeografia das Velloziaceae tem sido considerada de grande interesse devido a esta
disjungdo da sua distribuicdo. A familia apresenta maior diversidade e elevados niveis de
endemismos nas montanhas do leste do Brasil, especialmente na Cadeia do Espinhago nos
estados de Minas Gerais e Bahia (Menezes et al., 1994). Vellozia, com cerca de 100
especies, constitui 0 maior género da familia, englobando quase 45% das espécies de
Velloziaceae. Tentativas de subdivisdo das espécies do género em sec¢des tém sido feitas,

porém estas ndo tém recebido suporte em analises filogenéticas (Mello-Silva, 2000,
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2005a). As espécies de Vellozia, conhecidas popularmente como canela-de-ema, sdo
elementos tipicos dos campos rupestres brasileiros (Giulietti & Pirani, 1988).

Vellozia hirsuta Goethart & Henrard esta incluida na secdo Radia L.B.Smith &
Ayensu e ¢ caracterizada por flores com hipanto longo (Mello-Silva, 1990). Esta espécie,
diferentemente da maioria das espécies de Velloziaceae, apresenta uma distribuicdo
geogréfica moderadamente ampla, ocorrendo em Minas Gerais ao longo da Cadeia do
Espinhaco, do municipio de Santa Barbara, até Mato Verde e Sdo Jodo do Paraiso, e no sul
da Bahia até o municipio de Caitité (Mello-Silva, 1990, 2005b, no prelo). Esta espécie
apresenta grande variacdo quanto a morfologia externa e anatomia foliar (Fig. 1.1). Mello-
Silva (1990) inicialmente descreveu cinco variantes anatémicos (1-5) e trés morfoldgicos
(A-C), que combinados resultaram em seis padrées (A1, A2, A4, B3, B5 e C3) nos quais as
populacdes até entdo conhecidas foram enquadradas. Posteriormente, analises de novas
populacbes foram feitas na tentativa de descrever padrdes mais concisos para a espécie.
Entretanto, padr6es morfo-anatdmicos intermediarios aqueles anteriormente reconhecidos
e ainda, novos padrées foram diagnosticados (Mello-Silva, 2005b, no prelo). Estes padrdes
morfoldgicos divergem entre si quanto a caracteristicas das bainhas foliares, distribuicao
das folhas ao longo do caule, presenca e densidade de tricomas nas superficies foliares,
presenca de folhas marcescentes, altura média das plantas, tamanho do pedicelo floral e
tipo das emergéncias do hipanto. Quanto aos padrfes anatdmicos, a ocorréncia de células
esclerificadas nas fissuras da face abaxial e a distribuicdo do feixe de células esclerificadas
na epiderme adaxial sdo as caracteristicas que diferenciam os padres. Atualmente, sdo
conhecidas cerca de 30 populagdes distribuidas nos 14 padrdes morfo-anatdmicos
reconhecidos por Mello-Silva (2005b, no prelo).

A variacdo das populacBes de V. hirsuta isoladas nas diferentes cadeias de
montanhas é complexa, ndo seguindo um padrdo geografico claro e desafiando a
classificacdo taxonémica formal (Mello-Silva, 1990). Devido a isso, estas populagdes
constituem o complexo de especies atualmente reconhecido sob o nome de Vellozia
hirsuta. Sob este nome, Mello-Silva (2005b, no prelo) sinonimizou quatro espécies: V.
leucanthos Goethart & Henrard, V. maguirei L.B.Smith, V. markgrafii Schulze-Menz e V.
riedeliana Goethart & Henrard. O holétipo de V. hirsuta apresenta o padrdo morfo-
anatdmico 1, V. leucanthos o padrdo 3, V. maguirei e V. riedeliana o padrdo 5, e V.

markgrafii o padrdo 6. Mello-Silva (2005b, no prelo) ainda descreve que é possivel separar

18



parte destes 14 padrdes em dois subgrupos: “V. hirsuta”, compreendendo os padrdes de 1 a
5, e “V. markgrafii”, os padrdes de 6 a 11. Os padrdes restantes (12 a 14) ndo poderiam ser
encaixados em nenhum dos dois subgrupos, pois apresentam caracteristicas morfoldgicas
intermediarias aos outros padrdes.

O padrdo de variagdo morfoldgica observado nas populacbes de V. hirsuta é
caracteristico de ocloespécies, conforme as defini¢cdes discutidas por Cronk (1998). Em
geral, o conceito de ocloespécie € aplicado a uma espécie que apresenta uma variacao
fortemente polimdrfica, mas fracamente politipica, as caracteristicas morfoldgicas variam
independentemente, podendo a distribuicdo das mesmas apresentar correlagdo parcial com
a geografia e a ecologia da espécie, além da complexidade da variacdo morfol6gica ndo ser
devida a hibridacdo entre espécies comumente reconheciveis, tampouco a um sistema de
reproducdo especializado (Cronk, 1998). Ainda, estas espécies frequentemente apresentam
ampla distribuicdo geogréfica e ecoldgica e um grande numero de sinénimos. Por
apresentar caracteristicas peculiares, uma ocloespécie ndo se enquadra facilmente em um
tratamento taxonémico formal, sendo sugerido o estudo das relacbes historicas das
populacdes que podem ser inferidas através de uma abordagem evolutiva (White, 1998).

A filogeografia é uma importante ferramenta para estudos evolutivos, pois permite
fazer inferéncias sobre os processos demograficos e histéricos que modularam a evolugédo
das populacBes e das espécies (Avise, 2000). Estudos filogeograficos em plantas sdo
baseados na variacdo genética encontrada no DNA plastidial, cuja heranca é maternal na
maioria das angiospermas. O fluxo génico de genes de heranca materna é, geralmente,
mais restrito do que o de genes nucleares de heranca biparental, pois ocorre via disperséo
de sementes (Birk et al., 1983). Marcadores moleculares derivados de DNA organelar tém
se demonstrado Uteis na descricdo de padrdes filogeograficos e para inferir as rotas de
migracao de espécies (Avise, 2000; Petit et al., 2003, 2005; Ramos et al., 2007; Collevatti
et al., 2009). RelacGes histéricas, fluxo génico antigo e mudancas climéticas em escala
geoldgica podem influenciar significativamente a estrutura genética de genoma organelar
de heranga materna (Avise et al., 1987; Avise, 2000).

A maioria dos estudos filogeograficos em plantas foi realizada com espécies
européias e asiaticas (Beheregaray, 2008; Diniz-Filho et al., 2008; e.g. Inda et al., 2007;
Yamaji et al., 2007; Volz & Renner, 2009; Wang et al., 2010). Estes estudos tém ajudado a

reconstruir a historia da distribuicdo das espécies e a identificar os reflgios e rotas de
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colonizagdo pdés-glaciais (Petit et al., 1993; Petit et al., 2003). J& na regido neotropical,
dados filogeograficos sdo escassos (Cavers et al., 2003). No Brasil, a maior parte dos
estudos foi realizada com espécies arboreas (Collevatti et al., 2003, Salgueiro et al., 2004;
Ramos et al., 2007, 2009; Feres et al., 2009; Lage-Novaes et al., 2010), sendo escassos
aqueles voltados para plantas herbaceas (Lorenz-Lemke et al., 2005, 2006), especialmente
com monocotiledéneas (Palma-Silva et al., 2009). Para espécies de Vellozia, estudos
filogeogréaficos tém sido desenvolvidos pelo nosso grupo de pesquisa para V. auriculata, V.
compacta e V. gigantea (Fiorini et al., dados ndo publicados; Silva-Pereira et al., dados
ndo publicados). Estes poucos estudos tém conseguido demonstrar a importancia de tais
trabalhos, especialmente na aplicagdo para a conservacdo de espécies de distribuicdo
restrita, como V. gigantea, e ha compreensao da biogeografia destas formacdes vegetais.

A comparacao da distribuicdo de haplotipos com a distribuicdo dos morfotipos pode
ajudar a revelar os processos historicos que estdo por tras do padrdo de variagdo observado
em V. hirsuta. Se o mosaico de morfotipos for devido a processos histéricos antigos, entdo
clados de haplétipos serdo preditos com maior probabilidade de estruturacdo geogréafica
dos haplétipos do que dos morfotipos, desde que a origem politipica dos haplétipos seja
menos provavel. Se, por outro lado, os padrGes forem devido a expansdo populacional
rapida, entdo serd esperada uma arvore de haplétipos com os mesmos espalhados pela
distribuicdo da espécie e pouco relacionados (Cronk, 1998).

Desta forma, este trabalho teve por objetivo desenvolver um estudo filogeografico
para o entendimento da dindmica evolutiva das populacbes de Vellozia hirsuta,
investigando a existéncia de correlacdo entre os padrbes morfo-anatdmicos descritos por
Mello-Silva (2005b, no prelo) e os genéticos apresentados neste estudo, a fim de auxiliar
na identificacdo de possiveis taxons distintos no complexo, testando se o mesmo
corresponde a uma unica espécie com grande variacdo morfo-anatbmica e ampla
distribuicdo, ou é constituido por varias espécies microendémicas, com distribuicdo
restrita. Ainda, pretendeu-se verificar a relacdo entre a variabilidade genética das
populacdes e a distribuicdo geografica das mesmas, investigando a existéncia de barreiras

responsaveis pela restricdo do fluxo génico histérico entre populagdes.
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METODOLOGIA

Amostragem populacional

Foram coletadas folhas jovens de 13 a 18 individuos de 23 popula¢cdes do complexo
Vellozia hirsuta, abrangendo a quase totalidade da distribuicdo geogréfica do complexo e
13 dos 14 padrdes morfo-anatomicos descritos por Mello-Silva (2005b, no prelo) (Tab. 1.1,
Fig. 1.2). Apesar dos esforcos de coleta, ndo foi possivel amostrar o 14° padréo, conhecido
apenas por uma populacdo localizada na Serra do Cabral (Joaquim Felicio-MG), que nédo
pode ser encontrada. As populagdes de onde foram coletados os hol6tipos de V. hirsuta e
V. maguirei foram amostradas (DIAM-2 e PKUB, respectivamente). Porém, para as outras
trés espécies (V. leucanthos, V. markgrafii e V. riedeliana) foram incluidos apenas os
padrdes morfoldgicos aos quais elas pertenciam: padrdo 3 (GMOG-4), padrdo 6 (JURA e
GMOG-2) e padréo 5 (PKUB, mesmo padréo de V. maguirei) (Tab. 1.1). Adicionalmente,
foram amostrados individuos de V. geotegens L.B.Smith & Ayensu e V. albiflora Pohl,
espécies filogeneticamente proximas a V. hirsuta, utilizados como grupo externo nas
analises realizadas. A figura 1.1 apresenta parte da variacdo morfologica dos padrdes
descritos para a V. hirsuta. Voucher de todas as popula¢des amostradas foram depositados
nos herbarios SPF, da Universidade de S&o Paulo, e BHCB, da Universidade Federal de
Minas Gerais.

Extracdo de DNA, amplificacéo e sequenciamento

O DNA total foi extraido de todo o material das trés espécies, seguindo protocolo de
Doyle & Doyle (1987), com modificagdes no tempo de precipitagio do DNA com
isopropanol. Os produtos de extracdo foram visualizados em gel de agarose 0,8% e tampao
TAE 1x, corados em solucdo de brometo de etidio e fotografados. Para as amplificacdes
foram testadas trés regides intergénicas, rpl32F-trnL, trnT-psbD e trnQ-rpS16 em cerca de
80 individuos (trés a quatro por populagédo). As reacdes foram realizadas em volume de 25
ul, consistindo de 0,7 unidade de Taq polimerase, tamp&o 1x com MgCl, a 1,5 mM, dNTP
a 0,2 mM, primers a 0,10 uM e DNA gendmico, sob o programa de amplificacdo com pré-
melting a 80 °C por 2 min, 30 ciclos com etapa de desnaturacédo a 95 °C por 1 min, etapa de
anelamento a 53 °C por 1 min e etapa de extensdo a 65 °C por 2 min, seguidos de uma

extensdo final a 65 °C por 5 min. Os produtos de PCR foram purificados com PEG 20% e
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verificados através de eletroforese em gel de agarose 1,5% com tampdo TAE 1x, corado
em solucdo de brometo de etidio e fotodocumentados para quantificacdo. Apo6s obtengéo
de massa suficiente (cerca de 1.000 ng de DNA), os produtos foram sequenciados em
sequenciador automatico Applied Biosystems 3100 por empresa especializada (Macrogen

Inc.).

Analises filogeogréficas

Todas as sequéncias obtidas foram tratadas no programa Staden Package (Staden,
1996) para obtengdo da sequéncia consenso. Uma matriz de alinhamento foi construida
com o0 consenso das sequéncias, utilizando o programa BioEdit (Hall, 1999). No
programa DNASP 4.0 (Rozas et al., 2003) foram realizados testes de neutralidade (Fu &
Li, 1993) da regido e calculados indices de diversidade. Estes Gltimos também foram
calculados com Arlequin 3.5 (Excoffier & Lischer, 2009). O programa GenAlEx 6.3
(Peakall & Smouse, 2009) foi utilizado para contabilizagdo dos hapl6tipos e para
realizar uma andlise de variancia molecular (AMOVA) para calcular a distribuicdo da
diversidade genética entre e dentro das populacGes. Foram realizadas cinco analises de
variancia molecular: 1) populagdes agrupadas de acordo com os trés padrdes anatdmicos
principais; 2) populacdes agrupadas de acordo com os 13 padrées morfoldgicos; 3)
populagdes divididas nos subgrupos “V. hirsuta” e “V. markgrafii”’, de acordo com Mello-
Silva (2005b, no prelo) (excluindo os padrdes 12 e 13); 4) popula¢des divididas nos
subgrupos “V. hirsuta”, “V. markgrafii” e um terceiro grupo incluindo os padroes 12 e 13;
e 5) de acordo com quatro grupos geograficos (Tab. 1.1, Fig. 1.2). As relacOes
filogenéticas entre haplotipos foram inferidas pelo algoritmo median-joining (Bandelt et
al., 1999) implementado no programa Network 4.5 (Fluxus Technology Ltd.). Utilizando
DNASP 4.0, foi construido um histograma (Mismatch distribution) que representa a
distribuicdo das diferencas genéticas entre os hapl6tipos encontrados. Uma Nested Clade
Analysis (NCA) da rede de haplotipos foi produzida utilizando ANeCa 1.2 (Panchal,
2007).

Para acessar 0 numero de agrupamentos genéticos, foi realizada uma analise
espacial Bayesiana utilizado o pacote GENELAND versédo 1.0.5 (Guillot et al., 2005)
implementada no programa R (http://www.cran.r-project.org/) que permite visualizar

grupos geneticamente distintos e detecta descontinuidades genéticas ao longo da
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distribuicdo da espécie. Foi utilizado um K (numero inferido de agrupamentos genéticos)
variando de 1 a 23, com 10 corridas independentes seguindo os pardmetros de 100.000
interacdes de Markov Chain Monte Carlo (MCMC) e modelo espacial com frequéncias
alélicas correlacionadas. Este modelo avalia os padrfes espaciais que podem ser esperados
quando ocorre diferenciacdo por restricdo de fluxo génico induzido por barreiras fisicas
como estradas, rios, descontinuidade geografica, cadeias de montanhas ou atividade
humana (Guillot et al., 2008). A probabilidade posterior de cada membro do grupo foi

calculada para 100.000 interagdes.

RESULTADOS

Variabilidade

Das trés regides inicialmente testadas, a inica empregada neste trabalho foi a rpl32F-
trnL pois demonstrou polimorfismo suficientemente alto para realizacdo das analises. As
outras duas regides também apresentaram polimorfismo, porém em menor grau, além do
baixo rendimento nos processos de amplificacdo e sequenciamento.

Fragmentos de 772 a 932 pb foram obtidos pelo sequenciamento da regido
intergénica rpl32F-trnL para V. hirsuta. Esta variado no tamanho dos fragmentos obtidos
foi devido & qualidade do sequenciamento nas extremidades das fitas e ndo a
insercOes/delecdes internas. Apos a edicdo das sequéncias, foi considerado um fragmento
de 693 pb para a realizacdo das analises. O sequenciamento de 257 individuos (244 de V.
hirsuta, seis de V. geotegens e sete de V. albiflora) forneceu 41 sitios polimoérficos. Porém,
16 destes sitios ndo foram utilizados nas analises, pois se constituiam de sitios em regides
de repeticdo mononucleotidica (poli A e poli T) cuja relagdo de origem ndo pode ser
determinada, e com possibilidade de gerar elevado nimero de homoplasias. Dos 25 sitios
considerados, 20 foram substituices, quatro foram insercfes-dele¢des (um em regido de
repeticdo mononucleotidica cuja interpretacédo foi possivel, dois de um par de bases e outro
de 7 pb) e um foi uma inversdo de 14 pb (Tab. 1.2). O indel de 7 pb apareceu contido na
regido onde ocorre a inversdo, mas as duas mutagdes ndo ocorreram simultaneamente em
um mesmo individuo. Dois sitios apareceram como mutacGes exclusivas de V. albiflora,

fornecendo um haplétipo diagnéstico para a espécie, enquanto V. geotegens ndo apresentou
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sitio polimorfico exclusivo. A regido intergénica estudada revelou 21 hapl6tipos para o
conjunto das 25 populagfes das trés espécies (Tab. 1.2).

Os testes D de Tajima e de Fu & Li realizados apontaram a neutralidade da regido
estudada (Tab. 1.3). A diversidade haplotipica (h) e nucleotidica () para V. hirsuta foram
de 0,802 e 0,004, respectivamente (Tab. 1.4). A populacdo BOTU-3 apresentou a maior
diversidade haplotipica (0,733) e GMOG-5 apresentou a maior diversidade nucleotidica

(0,007) enquanto 12 populagdes nao apresentaram variacéo (Tab. 1.4).

Relacgéo entre os haplotipos

O haplotipo H17 foi o mais frequente, sendo encontrado em 30% dos individuos e
compartilhado por 11 populacdes, e apontado na NCA como provavel haplotipo ancestral.
Em sua maioria (n=15), os haplotipos estdo restritos cada um a uma unica populacdo. O
haplétipo H10 esté restrito a populacdo de V. albiflora, enquanto que o hapl6tipo ocorrente
em V. geotegens € 0 mesmo que ocorre na maioria das populagdes de V. hirsuta (H17)
(Fig. 1.3; Tab. 1.2). O hapl6tipo H1 apareceu separado do hapl6tipo ancestral por trés
mutacdes e sem haplotipos intermediarios amostrados, sendo um dos mais diferenciados, e
ocorrendo exclusivamente na populacdo disjunta de Joaquim Felicio-MG. Os hapl6tipos
H5 (GOUV) e H6 (GMOG-1) também apresentam grande diferenciacdo. Os hapl6tipos
H5, H11, H12 e H13 formaram um ramo representando popula¢fes que ocorrem no
Planalto de Diamantina (GOUV, DIAM-1 e PKUB). O ramo formado pelos haplotipos
H19 e H20 corresponde ao grupo geografico localizado mais ao norte da distribuicdo da
espécie, formado pelas populagdes SIPA e CAET, CORD, MVER-1 e MVER-2. Nao foi
observada associacdo clara entre a distribuicdo dos padrdes morfoldgicos e a relagdo entre
os haplétipos (Fig. 1.3). Isto é evidenciado principalmente pela distribuicdo dos haplétipos
ocorrentes nas populac@es correspondentes ao padrdo morfoldgico 2 (mais frequente) na
rede de haplétipos (Fig. 1.3).

A curva observada no histograma das diferencas genéticas entre os pares de
individuos (mismatch distribution) indica a ocorréncia de expansdo populacional recente
(Fig. 1.4). O mesmo pode ser sugerido pela estrutura do network, em que um haplétipo
mais frequente esta centralmente localizado de onde se derivam diversos hapldtipos pouco

ou menos frequentes (Fig. 1.3).
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A Nested Clade Analysis (NCA) da rede de hapldtipos indica a ocorréncia de
diversos eventos evolutivos levando ao padrdo complexo observado na espécie (Tab. 1.5;
Fig. 1.5). Os clados 1-1 (haplotipos H19 e H20), 1-4 (haplotipos H3 e H4) e 1-8
(haplotipos H14 e H18) podem ser explicados por fragmentacéo alopatrica. H19 e H20 séo
haplétipos restritos as populacGes que compde o grupo geogréfico do norte de Minas
Gerais e sul da Bahia. Ja os haplo6tipos H3 e H4 séo exclusivos de populagdes da regido de
Grédo Mogol e, apesar de estarem muito proximas a outras populacfes, sdo restritos a
BOTU-2 e BOTU-3, respectivamente. Da mesma forma, os haplétipos H14, restrito a
populacdo BOTU-1, e H18, restrito a GMOG-4 e GMOG-5, estdo ausentes em populacoes
geograficamente proximas, indicando que a diferenciacdo entre estas populacdes nao é
devida a isolamento geografico.

A diferenciacdo do clado 1-5, representado por H2, H9, H15, H16, H17 e H21, pode
ser explicada por restricdo de fluxo génico e por isolamento por distancia, uma vez que
alguns deste haplétipos sao restritos a apenas uma populagdo cada um, apesar da pequena
distancia geografica entre elas (fluxo génico restrito) e, ao mesmo tempo, o haplétipo H21
estd restrito a populacdo JFEL da Serra do Cabral, geograficamente mais afastada das
demais (isolamento por distancia) (Fig. 1.5). Os clados 1-3 e 1-6 ndo apresentam
associacao geogréafica, uma vez que os haplétipos que compdem cada um deles ndo séo
exclusivos de populacBes geograficamente préximas. No segundo nivel, o clado 2-1 relne
os grupos 1-1, 1-2, 1-3, 1-4, 1-5 e 1-8, sendo explicado por eventos de fluxo génico ou
dispersdo restritos, com alguma dispersdo a longa distancia em areas intermediarias nao
ocupadas pela espécie. O clado 2-2, por sua vez, retne os clados 1-6 e 1-7 e é explicado
por fluxo génico restrito com isolamento por distancia, devido, principalmente, a

diferenciacdo do haplétipo H5, exclusivo a populacdo GOUV.

Estruturacdo genética das populagdes

A andlise de variancia molecular (AMOVA) revelou uma elevada estruturacéo
genética entre as populacdes, com valor médio entre os tratamentos de ®st= 0,771 (0,691-
0,818) (Tab. 1.6). A diferenciacdo genética entre os grupos, nas analises onde foram
considerados os padrfes anatdmicos, 0s 13 padrdes morfoldgicos e apenas os subgrupos
morfoldgicos “V. hirsuta” e “V. markgrafii”, foi sempre abaixo de 20%. Na anélise

considerando o agrupamento de “V. hirsuta”, “V. markgrafii” e os padroes 12 e 13 a
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diferenciagdo intergrupos se elevou a 33%. Entretanto, para o grupo formado de acordo
com a distribuicdo geogréfica, considerando as descontinuidades da cadeia montanhosa,
esta diferenciacéo foi de 54%. (Tab. 1.6).

Na analise Bayesiana, as corridas de MCMC identificaram K=9 para o nimero de
agrupamentos geneticos (Fig. 1.6 e Tab. 1.7). Todos os individuos pertencentes a uma
mesma populagdo apareceram em um mesmo grupo, demonstrando a homogeneidade
destas populacdes no nivel genético (Fig. 1.6 e 1.7). O grupo #1 foi formado pelas
populacdes ITAC-1 e ITAC-2 que apresentam padrdes morfoldgicos (7 e 8) similares entre
si (Fig. 1.7 — Grupo 1). BOTU-2 e BOTU-3 formaram o grupo #2, porém apresentam
valores de probabilidade posterior muito similares para pertencer ao grupo #4 que contém
as outras duas populaces da mesma regido (Fig. 1.7 — Grupos 2 e 4). O grupo #3 engloba
as quatro populacbes do Planalto de Diamantina e algumas populacdes da regido central
(JURA, ITAC-3 e GMOG-2) (Fig. 1.7 — Grupo 3). O grupo #5 retne as populacdes do
norte de Minas e sul da Bahia (Fig. 1.7 — Grupo 5), exceto SJPA, que apresentou alta
probabilidade posterior (0,22) de pertencer sozinha ao grupo #7. O grupo #6 foi formado
pelas populacbes GMOG, excetuando a GMOG-2 (Fig. 1.7 — Grupo 6). A populacdo JFEL,
localizada na Serra do Cabral, também forma um grupo exclusivo evidenciando que esta
constitui uma populacdo genética diferente (Fig. 1.7 — Grupo 8). N&o foram designadas
quaisquer das populacGes amostradas para o grupo 9, mas as populagdes CORD, MVER-1
e MVER-2 apresentam a maior probabilidade posterior (0,16) de pertencer a ele, porém

sendo incluidas em outro grupo com probabilidade maior (0,20).
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Figura 1.1: Variagdo morfolégica em populacbes de Vellozia hirsuta. A-B: DIAM-2,
padrdo 4 (populagéo onde foi coletado o holétipo de V. hirsuta); C: GMOG-4, padréo 3; D-
E: PKUB, padrédo 5; F-G: DIAM-1, padrdo 2; H: GMOG-2, padréo 6; I: ITAC-1, padréo 7,
J: BOTU-1, padrdo 11; K: GMOG-1, padrédo 2; L-M: GMOG-5, padrdo 4; N: BOTU-4,

padrdo 9. Veja Tabela 1.1 para nomes das populacdes.
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Tabela 1.1: Populagdes de Vellozia hirsuta, V. geotegens e V. albiflora utilizadas nas

andlises filogeograficas. Vouchers depositados nos herbarios SPF e BHCB.

» ) Neindiv. P20 pagrao
Espécie/Populagéo Nome utilizados moArfo_- anatdmico Coordenadas Voucher
anatémico
Vellozia hirsuta
Diamantina/MG DIAM-Z* 11 1 1 18°11'27,4"S; 43°37'36,1"W Mello-Silva 407
Gouveia/MG GOuUVv 12 2 1 18°34'47,1"S; 43°52'33,4"W Mello-Silva et al. 3176
Botumirim/MG BOTU-3 10 2 1 16°54'07,7"S; 42°59'28,7"'W Mello-Silva et al. 3196
Gréo-Mogol/MG GMOG-1 10 2 1 16°35'48,0"S; 42°54'23,7"W Mello-Silva et al. 3202
Joaquim Felicio/MG JFEL 10 2 1 17°41'34,0"S; 44°11'41,5"W Mello-Silva et al. 3222
Diamantina/MG DIAM-1 12 2 1 18°17'48,7"S; 43°44'26,5"W Mello-Silva & Forzza 2698
Grao-Mogol/MG GMOG-41 13 3 5 16°35'31,8"S; 42°57'50,1"W Mello-Silva 465
Grao-Mogol/MG GMOG-3 12 4 3 16°35'23,0"S; 42°55'09,2"W Mello-Silva et al. 3204
Gréo-Mogol/MG GMOG-5 10 4 3 16°35'29,6"S; 42°54'09,4"W Mello-Silva 475
Pres. Kubitschek/MG PKUB$_3 10 5 1 18°34'21,7"S; 43°35'30,8"W Mello-Silva et al. 3177
Grao-Mogol/MG GMOG-22 7 6 1 16°34'49,6"S; 42°53'48,5"W Mello-Silva et al. 3203
Juramento/MG JURAZ 13 6 1 16°57'49,3"S; 43°32'14,8"W Mello-Silva et al. 3180
Itacambira/MG ITAC-1 12 7 1 16°58'19,7"S; 43°20'50,9"W Mello-Silva et al. 3185
Itacambira/MG ITAC-3 11 7 1 17°02'04,6"S; 43°20'40,5"W Mello-Silva et al. 3190
Itacambira/MG ITAC-2 12 8 1 17°00'28,0"S; 43°20'12,7"W Mello-Silva et al. 3189
Botumirim/MG BOTU-4 9 9 1 16°45'54,1"S; 43°03'34,7"W Mello-Silva et al. 3197
Mato Verde/MG MVER-2 9 10 1 15923'13,3"S; 42°46'31,4"W Mello-Silva et al. 3221
Botumirim/MG BOTU-2 9 11 1 16°53'58,4"S; 42°59'29,6"W Mello-Silva et al. 3193
Botumirim/MG BOTU-1 9 11 1 16°53'05,2"S; 43°00'54,7"W Mello-Silva et al. 3191
Caetité/BA CAET 11 12 1 14°16'45,0"S; 42°31'53,0"W Mello-Silva et al. 3218
Mato Verde/MG MVER-1 11 12 1 15923'13,3"S; 42°46'31,4"W Mello-Silva et al. 3220
S. Jodo do Paraiso/MG SIPA 12 13 3 15926'42,2"S; 42°03'44,1"W Mello-Silva et al. 3205
Cordeiros/BA CORD 9 13 3 15°08'06,1"S; 41°58'08,2"W Mello-Silva et al. 3206
Vellozia geotegens
Datas/MG Vg 6 - 18027'45,0"S; 43°39'14,8"W Mello-Silva et al. 3178
Vellozia albiflora
Diamantina/MG Va 7 - 18°17'42,5"S; 43°41'11,6"W Mello-Silva et al. 3179

*- Pop. em que foi coletado o holétipo de V. hirsuta, $- Pop. em que foi coletado o hol6tipo de V. maguirei. As populagdes das
quais foram coletados os hol6tipos de V. leucanthos, V. markgrafii e V. riedeliana ndo foram amostradas. 1- Padrdo morfologico
ao qual pertence V. leucanthos; 2- Padrdo morfoldgico ao qual pertence V. markgrafii; 3- Padrdo morfolégico ao qual pertence

V. riedeliana.
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Figura 1.2: Distribuicdo geografica das populagdes de Vellozia hirsuta, V. geotegens e V.
albiflora estudadas, indicando os quatro grupos geogréaficos utilizados na AMOVA (regido
de Grdo-Mogol, Planalto de Diamantina, Joaquim Felicio, e norte de Minas Gerais com sul
da Bahia. Entre parénteses sdo apresentados os padrdes morfolégico e anatbmico de acordo
com Mello-Silva (2005b) e padrdo morfo-anatdmico anteriormente descrito em Mello-
Silva (1990). Populagdes que ndo apresentam este Ultimo parametro ndo foram estudadas

por Mello-Silva (1990). Veja Tabela 1.1 para nomes das populagdes.
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Tabela 1.2: Hapl6tipos encontrados e sua frequéncia em populagdes de Vellozia hirsuta, V. geotegens e V. albiflora. Os nimeros indicam a
localizacdo dos sitios variaveis na regido intergénica rpl32F-trnL de DNA plastidial e os pontos indicam que os estados de caracter sdo 0s

mesmos que os do haplotipo H1. Veja Tabela 1.1 para nomes das populacdes.

Hap. 36 49 63 74 78 86 98 127-129 189 228-229* 280 288-294 295 297 281-299 389 412 437 472 542 549 617 642 645 667 Freq. PopulacBes

1 A C C A T G G GAG G - C - A T - G - C - C G G C C G 9 JFEL

2 T A . . . . . . . . . . . . A A 2 ITAC-1

3 T A . . . . . . . . . . C A A 5 BOTU-2

4 T A A A . . . 4 BOTU-3

5 T A . . T A . . . . A A T . . 11 GOuv

6 T CTC . . A . . A i A A 3 GMOG-1

7 T CTC A A 41 BOTU-3,BOTU-4,
GMOG-1, GMOG-2,
GMOG-3, GM0OG-4,
GMOG-5

8 T CTC . . . . T A A A 1 BOTU-3

9 T A . A A . 4 BOTU-2

10 T TT A A A . T 7 V. abiflora

11 T T A A A A 4 DIAM-1

12 T T A A A 2 GOuV, DIAM-1

13 T T . A A 2 PKUB

14 T f A A . 9 BOTU-1

15 T A A T . 7 ITAC-1, ITAC-2

16 T A A A 4 ITAC-1

17 T A A 78 PKUB, DIAM-1,
DIAM-2, JURA,
ITAC-1, ITAC-2,
ITAC-3, BOTU-3,
BOTU-4, GMOG-2,
V. geotegens

18 T . T T A A 11  GMOG-4, GMOG-5

19 T C . A A A T 12 SJPA

20 T C A A T 40 CORD, CAET,

MVER-1, MVER-2
21 G T A A . 1 JFEL

228-229": Indel em regido poli T, onde ' indica a condicdo Tg, enquanto T e TT a presenca de uma e duas bases adicionais, respectivamente; 1: indel de 7 pb; i: inversdo
de 14 pb. O indel 288-294 est4 contido na regido da inversao 281-299, mas ndo ocorrem simultaneamente em um mesmo individuo.
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Tabela 1.3: Parametros de polimorfismo e testes de neutralidade na regido intergénica
rpl32F-trnL de DNA plastidial para 23 populagdes de V. hirsuta, uma populagédo de V.

geotegens e uma populacéo de V. albiflora.

Parametros

N° de individuos 257

N° de haplotipos 21
Diversidade haplotipica (h) 0,804
Diversidade nucleotidica (1) 0,00389

Teste D de Tajima
Teste de Fu & Li

-1,4514 (p= 0,03800)
0,9467 (p= 0,88200)

31



Tabela 1.4: Diversidade haplotipica (h) e nucleotidica (n) para 23 populagdes de V. hirsuta
obtidos pelo sequenciamento da regido intergénica rpl32F-trnL de DNA plastidial. Veja

Tabela 1.1 para nomes das populagoes.

Populacao Diversidade haplotipica (h) Diversidade nucleotidica ()
GOuvV 0,167 (0,134) 0,00049 (0,00058)
PKUB 0,356 (0,159) 0,00052 (0,00062)
DIAM-1 0,591 (0,108) 0,0023 (0,0016)
DIAM-2 0 0

JURA 0 0

ITAC-1 0,788 (0,070) 0,0016 (0,0013)
ITAC-2 0,530 (0,076) 0,0008 (0,0008)
ITAC-3 0 0
BOTU-1 0 0
BOTU-2 0,556 (0,090) 0,0024 (0,0018)
BOTU-3 0,733 (0,105) 0,0039 (0,0025)
BOTU-4 0,556 (0,090) 0.0024 (0,0018)
GMOG-1 0,467 (0,132) 0,0061 (0,0038)
GMOG-2 0,286 (0,196) 0,0013 (0,0014)
GMOG-3 0,485 (0,106) 0,0077 (0,0045)
GMOG-4 0,385 (0,132) 0,0061 (0,0036)
GMOG-5 0 0

JSPA 0 0

CORD 0 0

CAET 0 0
MVER-1 0 0
MVER-2 0 0

JFEL 0,200 (0,154) 0,0012 (0,0010)
‘espécie 0802 00039
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Figura 1.3: Median-joining network de 21 haplétipos de 23 populagdes de V. hirsuta, uma
populacdo de V. geotegens e uma populacdo de V. albiflora encontrados na regido
intergénica rpl32F-trnL de DNA plastidial. Os diametros dos circulos sdo proporcionais a
frequéncia destes hapl6tipos. Os nimeros sobre os ramos indicam o sitio onde ocorreu a
mutacdo que diferencia s hapl6tipos (veja Tabela 1.2). mvl indica um haplétipo nao

amostrado ou extinto. Veja Tabela 1.1 para nomes das populacgdes.
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Figura 1.5: Nested Clade Analysis da rede de haplotipos de Vellozia hirsuta, indicando os

clados apontados na andlise. O hapl6tipo representado por um quadrado (H17) é indicado
com maior probabilidade de ser o hapl6tipo ancestral. Pontos representam hapl6tipos ndo

amostrados ou extintos.
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Tabela 1.5: Chave de inferéncias para V. hirsuta na nested clade analysis. Veja Figura 1.5

para delimitacéo dos clados.

Clado Passos da chave Padréo inferido
1-1 1-19 NO Fragmentacgdo alopétrica
1-3 Hipotese nula ndo N&o associacao geografica
rejeitada
1-4 1-19 NO Fragmentacgdo alopétrica
1-5 1-2-3-4 NO Fluxo génico restrito com isolamento por distancia
1-6 Hipotese nula ndo N&o associacao geografica
rejeitada
1-8 1-19 NO Fragmentacdo alopétrica
2-1 1-2-3-5-6-7-8 YES Fluxo génico/dispersdo restrito, mas com alguma
dispersdo a longa distancia em areas intermediarias
ndo ocupadas pela espécie; ou fluxo génico antigo
seguido de extin¢do de populacdes intermediarias
2-2 1-2-3-4 NO Fluxo génico restrito com isolamento por distancia

Cladograma 1-19 NO

total

Fragmentacdo alopétrica
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Tabela 1.6: Andlise de variancia molecular de 20 haplétipos de Vellozia hirsuta encontrados na regido intergénica rpl32F-trnL de DNA
plastidial, com as populac¢des agrupadas de acordo com padrdo anatémico, padrdo morfoldgico (13 padrdes separadamente ou distribuidos em

grupos conforme descrito) e padrdo geografico, e valor de estruturacéo genética (Fst). *p< 0,001

Fonte de variagéo Porcentagem de variacgao (%)
Padréo Padréo "V. hirsuta™ X "V. hirsuta" X Padréo
anatdmico morfoldgico "V. markgrafii" "V. markgrafii" geografico
3 padrdes (todos os padrdes) padrdes (1-5) padrdes ( 1-5) X 4 grupos
X (6-11) (6-11) X (12 e 13)
Entre grupos 0 11 3 33 54
Entre populagdes dentro
d0s grupos 77 66 66 47 28
Dentro das populacgdes 23 22 31 20 18
Fst (pop/total) 0,773* 0,775* 0,691* 0,799* 0,818*
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Figura 1.6: A- Distribuicdo da probabilidade posterior de um nimero K de agrupamentos
genéticos de Vellozia hirsuta. B- Mapa das populagGes de Vellozia hirsuta em cada
dominio genético inferido por analise Bayesiana com o pacote GENELAND (Guillot et al.,
2005) do programa R. Veja Figura 1.2 e Tabela 1.1 para nomes das populacdes.
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Tabela 1.7: Grupos genéticos com suas respectivas populagdes de Vellozia hirsuta
inferidos a partir de analise Bayesiana da estrutura das populac6es descrito em Guillot et
al. (2005). Veja Tabela 1.1 para nomes das populacdes.

Grupo Populacdes

1 ITAC-1; ITAC-2

2 BOTU-2; BOTU-3

3 GOUV; PKUB; DIAM-1; DIAM-2; JURA; ITAC-3; GMOG-2
4 BOTU-1; BOTU-4

5 CORD; CAET; MVER-1; MVER-2

6

7

8

GMOG-1; GMOG-3; GMOG-4; GMOG-5
SJIPA
JFEL

9* CORD; MVER-1; MVER-2

*Nenhuma populagao foi designada para este grupo, mas CORD; MVER-1; MVER-2 apresentaram 0s maiores
valores de probabilidade posterior de pertencerem a este grupo (0,16, contra 0,20 de pertencerem ao 5).
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Figura 1.7: Mapa da probabilidade posterior das populacGes de Vellozia hirsuta que
compdem cada dominio espacial para 0s nove grupos genéticos inferidos a partir de analise
Bayesiana da estrutura das populagdes descrito em Guillot et al. (2005). A probabilidade
posterior € maior nas areas mais claras do mapa. Os eixos X e Y designam as coordenadas

geogréaficas em graus. Veja Figura 1.2 e Tabela 1.1 para nomes das populacgdes.
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DISCUSSAO

Variabilidade e estruturacédo genética

Vaérias das regifes intergénicas sugeridas por Shaw et al. (2007) tém sido avaliadas
para estudos de filogenia e filogeografia em espécies de Velloziaceae (Smidt et al., dados
ndo publicados; Silva-Pereira et al., dados ndo publicados). Nestes estudos, muitas das
regides, dentre elas as trés testadas neste trabalho, tém apresentado alto polimorfismo,
indicando ser esta uma caracteristica do DNA plastidial de espécies desta familia.

A diversidade genética de Vellozia hirsuta, revelada pelo sequenciamento de uma
Unica regido intergénica, pode ser considerada muito elevada em comparacdo com outras
espécies brasileiras que apresentam distribuicdo geografica mais ampla (e.g., Ramos et
al., 2007; Collevatti et al., 2009). Shaw et al. (2007) compararam diversas regioes
intergénicas plastidiais quanto a taxa mutacional e polimorfismo e descreveram a rpl32F-
trnL, como uma das regides de mais rapida evolucdo por apresentar alta taxa mutacional, o
que foi confirmada pelo alto polimorfismo encontrado em V. hirsuta. Os valores de
diversidades haplotipica (h) e nucleotidica (1) encontrados para a espécie sdo elevados
qguando comparados a estas diversidades, exploradas a partir de outras regides intergénicas,
em outras espécies de plantas brasileiras mesmo com ocorréncia geografica mais ampla do
que V. hirsuta (Ramos et al., 2007, 2009; Collevatti et al., 2009). Espécies com ampla
distribuicdo geogréaficas tendem a apresentar valores de diversidade haplotipica e
nucleotidica mais elevados (Nybom, 2004). Isto geralmente reflete os efeitos de eventos
evolutivos, como surgimento de mutacdes, extingdo de populagdes intermediaria e
restricdo de fluxo génico, durante os processos de expansao e colonizacdo das populacdes
destas espeécies, sendo a diversidade genética, portanto, também dependente do grau de
isolamento das populacdes.

Nos agrupamentos formados por padrfes anatdbmicos ou macromorfol6gicos na
AMOVA, o menor percentual de varia¢do entre grupos do que entre populacdes do mesmo
grupo e dentro das populacdes, demonstra que a elevada estruturagdo genética encontrada
para a espécie ndo pode ser relacionada aos padrdes morfolégicos ou anatbmicos sugeridos
por Mello-Silva (1990, 2005b, no prelo). Esta estruturacéo, devida a maior variacéo entre
0S grupos no agrupamento geografico, parece estar relacionada principalmente com a

distribuicdo geogréfica das populagdes. A maior diferenciagdo encontrada entre 0s grupos
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geogréficos pode ser devida as populacdes do norte de Minas Gerais e sul da Babhia,
geneticamente mais diferenciadas, e que estdo geograficamente separadas das demais. A
anatomia foliar € tida por Mello-Silva como importante carater na distingdo de espécies do
complexo V. hirsuta e V. tubiflora (Mello-Silva, no prelo). Ainda, caracteristicas
anatdmicas tendem a ser mais conservadas em plantas que ocorram em ambientes
similares, sendo esperado que para V. hirsuta os padrfes anatdmicos seriam informativos
quanto a delimitacdo de grupos. Entretanto, estes resultados revelaram que o tipo
anatdmico estd pouco relacionado com a estruturacdo genética das populacbes aqui
estudadas, podendo ndo ser um carater tdo informativo para delimitacdo de tdxons neste
complexo.

Esta tendéncia a estruturacdo geografica da espécie teve mais suporte com a analise
Bayesiana, que ndo s6 demonstra essa relacdo quanto aponta uma tendéncia a
diferenciacdo das populacdes no eixo norte-sul da distribuicdo da espécie. De forma
complementar, os resultados obtidos na NCA corroboram as outras andlises, pois suas
inferéncias quanto a fluxo génico antigo e extin¢do de populacGes intermediarias, sugerem
a separacdo das populacBes do Planalto de Diamantina, e daquelas da regido norte de
Minas Gerais e sul da Bahia, do restante das populac¢des, coincidindo com as barreiras
geogréficas (depressdes e vales) que ocorrem ao longo da Cadeia do Espinhaco.

Apesar desta tendéncia a estruturacdo geografica inferida pelas analises, é importante
destacar que poucos padrdes foram claramente determinados. Em vérias das nossas
analises fica evidenciada a existéncia de fluxo génico entre populacbes. Os valores de
probabilidade posterior muito similares que BOTU-2 e BOTU-3 (grupo #2) apresentam de
pertencer ao grupo #4, conferindo a posicao incerta de BOTU-2 e BOTU-3, é um indicio
de fluxo génico, ou isolamento recente, entre as populacdes destes grupos, que pertencem a
uma mesma regido geografica. Da mesma forma, a proximidade geografica e a baixa
diferenciacdo entre as populagbes GOUV, PKUB, DIAM-1 e DIAM-2, que apresentam
padrdes morfoldgicos diferentes (2, 5, 2 e 4, respectivamente), sugerem a ocorréncia de
fluxo génico entre elas. Apesar da maior distancia geografica das populagdes ITAC-3, que
apresenta padréo 7, e GMOG-2, padréo 6, estas populagdes foram agrupadas com as quatro
anteriores, reafirmando que a divisdo dos padrdes em subgrupos “V. hirsuta” (padrdes 1 a
5) e “V. markgrafii” (padrGes de 6 a 11) ndo se sustenta. O grupo formado por CAET,
CORD, MVER-1 e MVER-2 apresenta o padrdo 12, 13 e 10. Os padrdes 12 e 13 sdo muito
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similares entre si, com excecdo da anatomia: o padréo 12 possui anatomia tipo 1, enquanto
0 13 apresenta o tipo 3, que se diferenciam pela presenca/auséncia de células esclerificadas
nas fissuras que abrigam os estdmatos (Mello-Silva, 2005b, no prelo). A populacdo JFEL,
que apareceu isolada em um grupo, demonstrou uma maior diferenciacdo das demais,
corroborando os estudos genéticos utilizando marcadores codominantes em outros grupos
de plantas que demonstraram que populacfes desta regido apresentam diferenciacéo
significativa em relacdo a populagdes de outras localidades (Borba et al., 2001, Jesus et al.,
2001). Esta diferenciacdo € provavelmente resultado de fragmentacéo alopatrica durante a
evolucdo das espécies devido a disjuncdo entre a Serra do Cabral e 0 macigo principal da
Cadeia do Espinhaco.

A fragmentacdo alopatrica inferida no cladograma total (3-1) como o principal fator
que influenciou a distribuicdo espacial dos haplotipos (Fig. 1.5), pode ser evidenciada pela
ocorréncia de varios eventos de mutacdo separando os clados e algum tipo de barreira
geogréfica (Avise, 2000). A presenca do haplétipo H5 (distante do hapl6tipo ancestral por
quatro mutacGes) no clado 2-2 aumenta a separacdo deste com o clado 2-1. Além disso, ha
uma grande descontinuidade na cadeia de montanhas entre o Planalto de Diamantina e a
regido de Grdo Mogol (e o restante da distribuicdo da espécie), o que corrobora com a
hipotese de fragmentacdo alopétrica para V. hirsuta.

Apesar das analises filogeograficas de V. hirsuta apontarem a existéncia de grupos
geograficamente estruturados, ndo ficou clara a delimitacdo de grupos morfologicos
utilizando o sequenciamento de DNA plastidial. Anélises adicionais empregando um tipo
de marcador dominante nuclear (ISSR) também demonstraram ndo haver uma delimitacéo
clara entre grupos de populacdes (Barbosa et al., dados ndo publicados). Com este
marcador foi possivel inferir que, principalmente entre populacdes proximas
geograficamente, a probabilidade de ocorréncia de eventos de hibridacdo/introgressdo é
muito alta (Barbosa et al., dados ndo publicados). A associacdo destes dados sugere que a
ndo resolucdo da relagcdo genética e morfoldgica das populagdes de V. hirsuta ndo seja uma
limitacdo dos marcadores, mas uma caracteristica desta espécie. Cronk (1998) defende a
necessidade do conceito de ocloespécie para tratar espécies de plantas como V. hirsuta.
Uma ocloespécie é uma espécie polimorfica com variacdo infraespecifica aparentemente
cadtica, com caracteristicas que variam de forma independente e estdo parcialmente

relacionadas a distribuicdo geografica ou ecoldgica, e por estes motivos é dificil de ser
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acomodada em tratamentos taxonémicos formais (Cronk, 1998; White, 1998). O complexo
padrdo de diversidade de uma ocloespécie pode estar associado a eventos antigos de
hibridacdo/introgressao, mas nunca entre espécies atualmente reconhecidas, e a eventos de
expansdo e retracao das populac@es durante o Pleistoceno.

Segundo a teoria de refagios no Pleistoceno (Prance, 1982) as mudancas climéticas
ocorridas na méxima glacial teriam alterado a distribuicdo das espécies. Com a diminui¢do
da temperatura e da umidade, as populacdes de espécies florestais teriam se fragmentado e
permanecido em areas de reflgios por um tempo, se diferenciando devido a eventos de
deriva genética, efeito fundador e de gargalo (bottleneck). Com a retomada de condic¢des
adequadas para a expansdo de florestas, espécies com boa capacidade de dispersdo
colonizaram novas areas e eventos de hibridacdo com populacfes anteriormente separadas
teriam ocorrido, originando padrdes de variacdo genética distintos mesmo em populacdes
morfologicamente homogéneas (Lorenz-Lemke et al., 2005; Palma-Silva et al., 2009). J&
para espécies de cerrado, os eventos climaticos que teriam contribuido para a formacéo de
areas de refugio teriam acontecido no altimo periodo glacial. Desta forma, a distribuicédo
atualmente conhecida destas espécies corresponderia aos refagios que foram iniciados no
Pleistoceno (Colevatti et al., 2009; Ramos et al., 2009). As anélises da NCA em V. hirsuta
apontaram fragmentacdo alopatrica como resultado de processo historico, e a compara¢do
da rede de hapldtipos com os morfotipos revelou uma maior estruturacdo geografica dos
haplotipos do que dos morfotipos apoiando a hipétese de refligios no Pleistoceno.

E provavel que o padrdo de variagdo das populacBes de V. hirsuta esteja relacionado
a alteracbes climaticas ocorridas durante o Pleistoceno no Brasil tropical (Salgado-
Laboriau et al., 1998) assim como inferido para outras espécies de cerrado (Collevatti et
al., 2003, 2009; Ramos et al., 2008, 2009; Feres et al., 2009; Lage-Novaes et al., 2010) e
de mata atlantica (Lorenz-Lemke et al., 2005, 2006; Palma-Silva et al., 2009). Durante as
alteracdes do clima no Pleistoceno, a diminuicdo da temperatura e da umidade, teria
contribuido para a reducédo das florestas e favorecido a expansao de espécies vegetais do
cerrado, como evidenciado nos registros fosseis de espécies de Araucaria (Ledru, 1993) e
Podocarpus (Colinvaux et al.,, 1996). Assim como em popula¢Ges disjuntas de
Lychnophora ericoides (Colevatti et al., 2009) e Hymanaea stigonocarpa (Ramos et al.,
2009), as populagdes de V. hirsuta teriam se expandido além das areas elevadas dos

campos rupestres neste periodo ocupando grandes areas com solo quartzitico em terrenos
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mais baixos, ambiente propicio para o desenvolvimento desta espécie. A distribuicdo dos
hapldtipos, as inferéncias da Nested Clade Analysis e grupos formados na analise
Bayesiana sugerem que a regido central da distribuicdo da espécie tenha sido o centro de
diversificacdo de V. hirsuta, pois apresenta uma maior diversificacdo genética, o maior
namero de haplétipos por populacdo, além de o hapl6tipo mais frequente nesta regido ser
compartilhado com V. geotegens, uma espécie filogeneticamente muito proxima a V.
hirsuta. Durante esta expansdo, as novas populacdes fundadas teriam uma composicao
alélica diferenciada, por eventos como efeito do fundador, 0 que ndo necessariamente
causaria um aumento na diversidade da espécie como um todo. No final da glaciacéo, com
0 aumento de temperatura e umidade, as areas florestais teriam voltado a se expandir,
como inferido por estudos de espécies de mata atlantica (e.g., Lorenz-Lemke et al., 2005;
Palma-Silva et al., 2009). Esta expansdo das florestas teria levado a uma restricdo de
ocorréncia dos campos rupestres a areas acima de 800 metros de altitude, e € provavel que
populagdes ocorrentes em menores altitudes destes campos rupestres tenham sido extintas.
Em V. hirsuta as populacdes destas areas baixas teriam sido extintas e as que restaram
ficaram restritas ao Planalto de Diamantina, a Serra do Cabral em Joaquim Felicio, a regido
da Serra de Grdo Mogol e ao extremo norte de Minas Gerais, sendo estas areas os atuais
refugios de diversidade da espécie. Como, possivelmente, as populagdes acumularam
diferencas genéticas ao longo do processo de evolucdo da espécie, apés este isolamento, a
diferenciacdo genética entre as populacBes se tornou mais acentuado, pois, desde entdo,
estes grupos de populacdes vém evoluindo de forma independente. Ainda, dentre as
populacbes de cada uma dessa areas geograficas é possivel que tenham ocorrido eventos de
hibridacdo/introgressdo no passado, 0 que pode ser sustentado pelo padréo de
homogeneidade genética observado entre as populacdes locais. Estes Gltimos eventos

explicariam os padrdes de diferenciacdo encontrados entre as populagdes de V. hirsuta.

ImplicagGes taxonémicas

Mesmo se tratando de uma ocloespécie, para a qual o tratamento taxonémico formal
é pouco aplicdvel (Cronk, 1998), era esperado que a combinacdo de caracteres
morfologicos pudesse definir, ao menos informalmente, grupos apontados nas analises
genéticas. Entretanto, para V. hirsuta os padroes ndo puderam ser claramente

determinados. Nenhuma das espécies sinonimizadas sob V. hirsuta formaram grupos que
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se sustentaram nas analises genéticas. V. leucanthos, representada pela populagdo GMOG-
4 (padrdo 3) compartilha hapl6tipos com outras populacbes geograficamente proximas,
mas de padrdes morfologicos variados. V. maguirei/V. riedeliana que apresentam o padrao
5, representadas pela populacdo PKUB, também ndo se destacaram como um grupo
reconhecivel e, uma vez que possuem o haplétipo ancestral, nada pode ser inferido sobre
estas espécies. Esta é a mesma situacdo de V. markgrafii, representada pelas populagdes
JURA e GMOG-2, de padrdo 6. Da mesma forma que os padrdes morfolégicos ndo se
sustentam individualmente, quando associados nos subgrupos “V. hirsuta” e V.
markgrafii”, nenhuma estruturagdo se manteve, sendo, portanto, inviavel esta divisdo. O
uso de marcadores moleculares ISSR que sdo mais varidveis, também ndo sustentou a
delimitacdo de nenhum dos taxons nomeados acima (Barbosa et al., dados ndo publicados).

Por outro lado, a estruturacdo geografica revelada para a espécie é parcialmente
devida ao grupo formado pelas populagdes do norte de Minas Gerais e sul da Bahia. Este
grupo, representado por padrées morfo-anatbmicos sé encontrados nestas regides (10, 12 e
13) apresenta, além da diferenciacdo morfoldgica relatada por Mello-Silva (2005b, no
prelo), uma diferenciacdo genética evidenciada pelos haplotipos exclusivos das suas
populacbes e divergentes por no minimo duas mutagdes do haplétipo mais frequente e
ancestral. Esta diferenciacdo genética revelada pelos dados plastidiais em associagdo com o
isolamento geografico e a diferenciacdo morfoldgica deste grupo, indicam que 0 mesmo
possa ser reconhecido como um taxon a parte do restante das populagdes amostradas de V.
hirsuta. Também as analises genéticas empregando ISSR possibilitam a sugestdo da
delimitacdo taxonémica deste grupo (Barbosa et al., dados ndo publicados). Considerando
0S conceitos sobre unidades de conservacdo propostos por Moritz (1994), este grupo de
populacdo do norte da distribuicdo poderia compor uma ESU, pois apresentou
diferenciacdo genética em relacdo as outras populacGes tanto nas analises com DNA
plastidial quanto com DNA nuclear. Isto € uma evidéncia que estas populacfes podem se
diferenciar a tal ponto que venham a constituir uma espécie diferente. Quanto as
populacbes do grupo central e do Planalto de Diamantina, € possivel que, de fato, as
populacbes de cada grupo pertencam a um mesmo taxon ou a tdxons muito préximos. Isto,
no passado teria permitido uma grande taxa de hibridacéo, levando a homogeneidade das
caracteristicas genéticas de cada populacdo dentro dos grupos. Entretanto, particularmente

para este grupo central de populacdes, serdo necessérias analises referentes a biologia
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reprodutiva destas populagdes para que as delimitagdes taxondmicas nestes grupos tenham
mais suporte. Estes grupos central e do sul, assim como a populacdo da Serra do Cabral,
poderiam ser consideradas MUs, pois apresentam cada um deles haplo6tipos exclusivos e
compde pools génicos Unicos, que ndo sdo encontrados nos outros grupos populacionais
(Moritz, 1994). De modo geral, nossos resultados corroboram com o posicionamento de
Mello-Silva (2005, no prelo) de sinonimizar V. leucanthos, V. maguirei, V. riedeliana e V.
markgrafii sob Vellozia hirsuta sendo esta uma Unica espécie que comporta uma grande
variagdo morfoldgica, e considerada, portanto, uma ocloespécie, indiferentemente da
possibilidade de se reconhecer as populagdes do norte de Minas Gerais e sul da Bahia
como um taxon a parte, pois 0 nome V. hirsuta seria mantido para o grupo formado pelas
demais populacBes, uma vez que a populacdo de onde o holotipo desta espécie foi

coletado pertenceria a este grupo.
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CAPITULO 2

Gradiente de variagdo genetica revelado por marcadores ISSR ao longo
da distribuicdo geografica de populacdes do complexo Vellozia hirsuta

(Velloziaceae)
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Gradiente de variacéo genética revelado por marcadores ISSR ao longo
da distribuicdo geogréfica de populacdes do complexo Vellozia hirsuta

(Velloziaceae)

RESUMO

Vellozia hirsuta, espécie que ocorre nos campos rupestres da Cadeia do Espinhaco,
apresenta grande variacdo quanto a morfologia externa e anatomia foliar. Esta variacao
levou a sinonimizacdo de outras quatro espécies sob o nome de V. hirsuta e ao
reconhecimento de 14 padrdes morfo-anatdmicos. Foi determinada, utilizando marcadores
ISSR, a variabilidade e a estruturacdo genética de populacdes dessa espécie a fim de
verificar a existéncia de relacdes entre os padrbes genéticos e morfolégicos que auxiliem
na delimitacdo de possiveis tdxons na espécie. A heterozigosidade média das populagdes
(0,216) apresentou valores inferiores a espécies de mesmas caracteristicas. A AMOVA
apontou alta variacdo dentro das populacGes (84-86%) e baixa divergéncia entre as
populacdes (11-14%). A analise Bayesiana indicou a ocorréncia de estruturacdo em um
gradiente geografico norte-sul, com o grupo formado pelas populaces do norte de Minas
Gerais e sul da Bahia mais diferenciado geneticamente. Este resultado, associado ao
isolamento geogréafico e diferenciacdo morfoldgica deste grupo, permite a sugestdo de que
0 mesmo possa ser reconhecido como um taxon distinto das demais populacdes. Além
disso, nenhum dos taxons sinonimizados sob V. hirsuta receberam suporte para seu
reconhecimento. Mesmo que o grupo do norte da distribuicdo seja reconhecido como novo
taxon, as demais populacdes corresponderiam a uma Unica espécie com grande variagdo

morfoldgica, podendo ser tratada como uma ocloespécie.

Palavras-chave: genética de populagdes, ISSR, ocloespécie, Vellozia hirsuta,

Velloziaceae.
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INTRODUCAO

Estudos de variabilidade genética de populacdes de plantas que ocupam habitat
descontinuos, semelhantes a ilhas oceénicas, em termos de isolamento espacial e restricdo
de fluxo génico, sdo instrumentos importantes para promover o entendimento dos padroes
de distribuicdo das espécies bem como para a andlise dos processos evolutivos (Avise,
1994). Além de marcas historicas deixadas na espécie, como processos de divergéncia e
especiacdo durante a radiacdo adaptativa, analises com marcadores apropriados podem
responder questdes relacionadas aos sistemas de reprodugdo e aos mecanismos de
dispersdo de polen e sementes que evoluem de modo diferenciado nos ambientes
descontinuos (Loveless & Hamrick, 1984; Hamrick & Loveless, 1986; Nybom & Bartish,
2000).

Os campos rupestres da Cadeia do Espinhago, que constituem um exemplo de habitat
naturalmente descontinuos, apresentem muitos elementos endémicos, principalmente no
nivel especifico (Giulietti & Pirani, 1988). Cerca de 30% dos taxons ocorrentes nos
campos rupestres sdo restritos a este tipo vegetacional, com certos grupos taxonémicos,
como as Velloziaceae, mostrando altos niveis de riqueza e endemismos e
microendemismos. Nas espécies rupicolas, o padrdo de distribuicdo em populacdes
disjuntas € ainda mais evidente devido a descontinuidade dos afloramentos rochosos. Este
elevado endemismo encontrado nas areas de campos rupestres tem sido apontado como
resultado da diferenciacdo das populacbes nelas ocorrentes disjuntamente (Giulietti &
Pirani, 1988).

Esta distribuicdo disjunta das espécies de afloramentos rochosos resultando na
diferenciacdo das populacdes tem sido apontada como um dos principais fatores
responsaveis pelo surgimento dos padrdes de distribuicdo da variabilidade genética
observados nestas espécies (Barbara et al., 2007, 2008, 2009; Ribeiro et al., 2008). Eventos
recentes, como fluxo génico através do polen, disperséo de sementes, crescimento clonal,
hibridacdo/introgressdo entre populagdes simpatricas, mecanismos de reproducéo e historia
de vida do individuo, também sdo responsaveis pela distribuicdo da diversidade genética
nas especies (Hamrick & Godt, 1990; Nybom & Bartish, 2000). Marcadores moleculares
que sdo modelados por eventos deste tipo tém sido muito utilizados na tentativa de explicar

quais fatores atuaram sobre as diferentes espécies de campos rupestres. A variabilidade
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genética e a particdo da mesma nas populacfes reveladas atraves deste marcador tém
auxiliado na determinacéo de possiveis hibridos entre espécies simpatricas (Lambert et al.,
20064, Oliveira, 2010) e em delimitacdes taxondmicas em complexos de espécies (Ribeiro
et al., 2008). Marcadores alozimaticos tém revelado nestes ambientes diferenciados graus
de variabilidade em espécies de Pleurothallis (Borba et al., 2001), Proteopsis (Jesus et al.,
2001), Melocactus (Lambert et al., 2006a, 2006b), Vellozia (Franceschinelli et al., 2006),
Syngonanthus (Pereira et al., 2007), Chamaecrista (Conceicdo et al., 2009) e
Bulbophyllum (Ribeiro et al., 2008). Em alguns destes casos a particdo da variabilidade
genética nas populagdes tém sido apontada como um recurso para auxiliar na delimitacdo
taxondmica de complexos de espécies. Um segundo tipo de marcador codominante, 0s
microssatélites, também revelaram altos valores de diversidade em espécies de Alcantarea
ocorrentes em populacfes sob afloramentos rochosos e, ainda, uma elevada estruturacao
genética relacionada a esta distribuido disjunta (Barbara et al., 2007, 2009). Marcadores
dominantes, como ISSR (Inter Simple Sequence Repeat; Zietkiewicz et al., 1994), com
niveis de polimorfismo relativamente mais altos do que os encontrados com alozimas, mas
similar aos revelados por microsatélites, ttém mais recentemente sido utilizados em estudos
de genética de populacdo, com a vantagem de empregar técnicas mais baratas e menos
laboriosas. No Brasil, estes estudos ainda séo raros (Manica-Cattani et al., 2009; Ludtke et
al., 2010; Oliveira et al., 2010; Souza & Lovato, 2010), principalmente para plantas de
campos rupestres, e estdo concentrados nas familias Orchidaceae (Cruz, 2007; Silva, 2008;
Oliveira, 2010) e Velloziaceae (Lousada, 2010; Lousada et al., no prelo).

Velloziaceae, familia com cerca de 240 espécies, apresenta distribuicdo
predominantemente Neotropical (Ayensu, 1973), com maior diversidade e elevados niveis
de endemismos nas montanhas do leste do Brasil, especialmente na Cadeia do Espinhaco,
nos estados de Minas Gerais e Bahia (Menezes et al., 1994). Vellozia, com cerca de 100
espécies, constitui o maior género da familia, englobando quase 45% das espécies,
conhecidas popularmente como canela-de-ema e sdo elementos tipicos dos campos
rupestres brasileiros (Giulietti & Pirani, 1988).

Vellozia hirsuta Goethart & Henrard esta incluida na secdo Radia L.B.Smith &
Ayensu e ¢ caracterizada por flores com hipanto longo (Mello-Silva, 1990).
Diferentemente da maioria das espécies de Velloziaceae, esta apresenta uma distribuicdo

geogréfica moderadamente ampla, ocorrendo ao longo da Cadeia do Espinhaco, do
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municipio de Santa Barbara em Minas Gerais, até o sul da Bahia (Mello-Silva, 1990, 2005,
no prelo). Esta espécie apresenta grande variacdo quanto a morfologia externa e anatomia
foliar o que levou Mello-Silva (1990) inicialmente a descrever cinco variantes anatdmicos
(1-5) e trés morfologicos (A-C), nos quais as populacGes até entdo conhecidas foram
enquadradas. Estes padrdes anatdmicos divergem entre si quanto a presenca/auséncia de
celulas esclerificadas nas fissuras da face abaxial e a distribuicdo do feixe de células
esclerificadas na epiderme adaxial. Quanto aos padrées morfoldgicos, as caracteristicas das
bainhas foliares, distribuicdo das folhas ao longo do caule, presenca/auséncia e densidade
de tricomas nas superficies foliares, existéncia de folhas marcescentes ou caducas, altura
média das plantas, tamanho do pedicelo floral e tipo das emergéncias do hipanto sdo as
caracteristicas que diferenciam os padrdes. Analises de novas populacdes indicaram a
ocorréncia de novos padrées morfo-anatémicos (Mello-Silva, 2005, no prelo), sendo que
atualmente sdo reconhecidos 14 padrdes distribuidos nas cerca de 30 populagdes
conhecidas. A variacdo destas populacdes isoladas nas diferentes cadeias de montanhas €é
complexa, ndo seguindo um padrdo geografico claro e desafiando a classificacdo
taxonémica formal (Mello-Silva, 1990). Isso levou a sinonimizacdo de quatro espécies sob
0 nome V. hirsuta: V. leucanthos Goethart & Henrard (padrdo #3), V. maguirei L.B.Smith
(padréo #5), V. markgrafii Schulze-Menz (padréo #6) e V. riedeliana Goethart & Henrard
(padrdo #5) (Mello-Silva, 2005, no prelo). Ainda segundo este autor, € possivel a
separagdo destes 14 padrdes em dois subgrupos: “V. hirsuta” compreendendo os padrdes
de 1 a 5 e “V. markgrafii”, os padrdes de 6 a 11. Os padroes restantes (12 a 14) ndo
poderiam ser encaixados em nenhum dos dois grupos, apresentando caracteristicas
morfolégicas intermediarias aos padrdes dos dois subgrupos.

V. hirsuta, por apresentar estas caracteristicas pode ser tratada sob o conceito de
ocloespécies, sugerido por Cronk (1998). Segundo este autor, uma ocloespécie € uma
espécie que apresenta uma variacdo fortemente polimoérfica, mas fracamente politipica; as
caracteristicas morfoldgicas variam independentemente podendo a distribuicdo das
mesmas apresentar correlagdo parcial com a geografia e a ecologia da espécie, além da
complexidade da variagdo morfolégica ndo ser devido a hibridagdo entre espécies
comumente reconheciveis, tampouco, a um sistema de reproducdo especializado. Ainda,
estas espécies frequentemente apresentam ampla distribuicdo geografica e ecoldgica e um

grande nimero de sinbnimos (Cronk, 1998). Por apresentar caracteristicas peculiares, uma
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ocloespécie ndo se enquadra facilmente em um tratamento taxonémico formal, sendo
sugerido o estudo das relagBes historicas das popula¢bes que podem ser inferidas através
de uma abordagem evolutiva (White, 1998), como realizado para populacdes do complexo
V. hirsuta utilizando seqtiéncias de DNA plastidial (Barbosa et al., dados ndo publicados).
Em V. hirsuta, a determinagdo dos padrdes de variabilidade genética em associacéo
aos padrGes morfol6gicos das populacfes indicaria se de fato essa entidade taxondmica
corresponde a um complexo de varias espécies com distribuicdo restrita, sendo
microendémicas, ou se corresponde a uma Unica espécie com grande variagdo morfo-
anatdmica e ampla distribuicdo. Assim, o presente estudo teve por objetivo determinar a
variabilidade genética de populacdes de Vellozia hirsuta, amostradas ao longo da
distribuicdo geografica e abrangendo a amplitude morfolégica, assim como a particdo
dessa variabilidade na espécie, a fim de verificar a existéncia de relagcdes entre os padrbes

genéticos e morfoldgicos, que auxiliariam na delimitacdo de possiveis taxons no complexo.

METODOLOGIA

Amostragem populacional

Foram coletadas folhas jovens de 13 a 18 individuos de 23 populagdes de Vellozia
hirsuta, abrangendo a quase totalidade da distribuicdo geogréfica da espécie e 13 dos 14
padrdes morfo-anatbmicos descritos por Mello-Silva (2005, no prelo) (Tab. 2.1, Fig. 2.1).
Apesar dos esforcos de coleta, ndo foi possivel amostrar o 14° padrdo, conhecido apenas
por uma populacdo localizada na Serra do Cabral (Joaquim Felicio-MG), que ndo pode ser
encontrada. As populacGes de onde foram coletados os hol6tipos de V. hirsuta e V.
maguirei foram amostradas (DIAM-2 e PKUB, respectivamente). Porém, para 0S outros
trés taxons descritos (V. leucanthos, V. markgrafii e V. riedeliana) foram incluidos apenas
os padrGes morfoldgicos aos quais elas pertenciam: padrdo 3 (GMOG-4), padrdo 6 (JURA
e GMOG-2) e padrdo 5 (PKUB, mesmo padrdo de V. maguirei) (Tab. 2.1). A figura 2
apresenta parte da variacdo morfoldgica dos padrdes descritos para a V. hirsuta. Voucher

de todas as popula¢bes amostradas foram depositados nos herbarios SPF e BHCB.

Extracéo de DNA e amplificacéo
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DNA total foi extraido de todo o material coletado, seguindo protocolo de Doyle &
Doyle (1987) com modificagdes no tempo de precipitacdo do DNA com isopropanol. Os
produtos de extracdo foram visualizados em gel de agarose 0,8% e tampdo TAE 1x,
corados em solucdo 0,5 pg/ml de brometo de etidio e fotografados em aparelho de
fotodocumentacdo. Foram realizadas reacdes de amplificacdo com 20 primers de ISSR de
sequéncias aleatorias, em um volume final de 20 pl. As reag¢fes constituiram de tampéo 1x
com MgCl; a 1,5 mM, dNTP a 0,2 mM, um primer a 0,3 uM, 0,5 unidade de Taq DNA
polimerase e DNA genémico. As amplificacGes foram realizadas em programa com pré-
melting a 94° C por 4 minutos, 37 ciclos com etapa de denaturagdo a 94° C por 1 minuto,
etapa de anelamento a 46; 47,5 e 50° C por 2 minutos e etapa de extenséo a 72° C por 2
minutos, seguidos de uma extensao final a 72° C por 7 minutos. Os produtos de PCR foram
analisados por eletroforese em gel de agarose 1,5% com tampdo TAE 0,5X, correndo em
voltagem de 70 V por aproximadamente 4 horas. Os géis foram posteriormente corados em
solucdo 0,5 pg/ml de brometo de etidio e fotodocumentados. O tamanho molecular dos

fragmentos foi estimado utilizando Ladder de 100 pb (Ludwig Biotechnology).

Analises da variabilidade genética das populacdes

Os perfis eletroforéticos obtidos nas amplificagdes com os primers ISSR foram
codificados como presenca (1) ou auséncia (0) de uma banda e uma matriz de fen6tipos de
ISSR foi construida utilizando-se o programa Transformer-3 (Caujapé-Castells &
Baccarani-Rosas, 2005). Locos que apresentaram baixa resolucdo foram excluidos da
analise. Foram consideradas homdlogas todas as bandas de igual tamanho molecular em
um mesmo primer (Williams et al., 1993; Thormann et al., 1994; Rieseberg, 1996). Foram
avaliados parametros iniciais de variabilidade genética como numero de locos polimorficos
e exclusivos e heterozigosidade média esperada para as populacGes e para a espécie. A
partir da matriz de fendtipos ISSR, foi construida uma matriz de distancia euclidiana
quadrada e realizada a analise de variancia molecular (AMOVA), utilizando o programa
GenAlEx 6.3 (Peakall & Smouse, 2009). Com a AMOVA foi possivel quantificar a
proporcdo da diversidade genética intraespecifica atribuida & diferenciacdo
interpopulacional. A andlise da estrutura genética, ou seja, da perda de diversidade causada
pela subdivisdo populacional foi feita através do dst (estatistica F de Wright, 1921). Para

as populacdes de V. hirsuta foram testados os seguintes agrupamentos: 1- trés padrdes
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anatdmicos; 2- treze padrdes morfo-anatdmicos; 3- dois grupos morfoldgicos, “V. hirsuta”
X “V. markgrafii’; 4- trés grupos morfoldgicos, “V. hirsuta” x “V. markgrafii” x padrdes 12
e 13; e 5- quatro grupos geograficos (Fig. 1). Utilizando o programa AFLP-SURV 1.0
(Vekemans, 2002) foram construidas duas matrizes de distancia (uma com distancia de Nei
e a outra com os valores de ®gt entre todos os pares de populacdes). Estas matrizes foram
utilizadas para construir dendrogramas utilizando o algoritmo neighbour-joining
implementado no pacote Neighbor através do programa PHILIP (Felsenstein, 1993), e
visualizados através do Treeview (Page, 1996). O suporte estatistico dos ramos foi
calculado a partir do pacote Consense do PHILIP. O programa GenAlEx 6.3 também foi
utilizado para realizacdo de uma Anélise de Coordenadas Principais (PCO) que demonstra
a ordenacdo entre as populacBes. Além disso, foi realizada uma analise Bayesiana
utilizando o software STRUCTURE 2.1 (Pritchard et al., 2000) para inferir o0 nimero de
agrupamentos genéticos nas populacdes amostradas. O nimero de populacGes presumidas
(K) foi extraido de K=1 a K=23 e oito corridas independentes foram feitas para cada K.
Cada corrida conteve 1.000.000 interacOes de Cadeia de Markov Monte Carlo (MCMC),
com um burn-in inicial de 100.000 interacdes, com admixture model com alelos
correlacionados entre populagdes. Para inferir o numero de agrupamentos genéticos, foi
calculado a média de cada valor de probabilidade K, “log da probabilidade” [LnP(D)],
através de todas as corridas, como sugerido por Evanno et al. (2005).

RESULTADOS

Baseado na qualidade das amplificacdes dos 20 primers, foram selecionados cinco
que produziram 108 locos de boa qualidade. Fragmentos de dificil identificacdo foram
excluidas das analises. O nimero de fragmentos amplificados por primer variou de 19 a
28, com tamanhos entre 300 a 1.400 pb, aproximadamente (Tab. 2.2). A populacdo JFEL
foi a Unica a apresentar algum fragmento exclusivo. A propor¢do de locos polimorficos
variou de 63,89% (GMOG-5) a 78,70% (BOTU-1). A populacdo BOTU-4 apresentou 0
maior heterozigosidade média esperada (0,242), seguida pela populacdo de DIAM-2
(0,236), sendo que a menor média foi encontrada na populacdo CORD (0,191) (Tab. 2.3).
A variabilidade genética estimada a partir da analise de variancia (AMOVA) para 0s cinco

agrupamentos testados demonstrou alta variacdo dentro das populagdes (84-86%) e baixa
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divergéncia entre as populagdes (0-5%). O valor da estruturacdo genética calculada pelo
®gr variou de 0,142 a 0,157 (Tab. 2.4).

A maior similaridade genética ocorreu entre as populaces de ITAC-1 e ITAC-3 e
entre MVER-1 e CORD (0,992), e menor similaridade (0,921) entre GOUV e JURA,
enquanto os maiores valores de ®sr foram entre PKUB e JFEL (0, 215), seguida de 0,213
entre GMOG-3 e JFEL, e menor valor (0,051) entre SJPA e CORD. Na analise de
coordenadas principais (PCO), os trés primeiros eixos corresponderam a 66,36% da
variancia observada, sendo que o primeiro eixo explica 30,67% dessa variancia, separando
as populagdes localizadas no norte de Minas Gerais e no sul da Bahia das populagdes da
regido central da distribuicdo da espécie (regido de Grdo Mogol), porém néo as separa das
populacdes do Planalto de Diamantina e da Serra do Cabral (JFEL). O segundo eixo
explica 18,96% da variancia, separando as populagdes do Planalto de Diamantina das
demais. Ja o terceiro eixo explica 16,73% da variacdo, entretanto ndo separou claramente
nenhum grupo especifico (Fig. 2.3).

Nas andlises de agrupamento usando o algoritmo neighbor-joining realizadas com a
distancia genética de Nei (1978) e os valores de ®st, foi gerada a mesma topologia de
agrupamento. Porém, poucos grupos obtiveram suporte estatistico acima de 50%, mas
sempre com valores que ndo ultrapassaram 70%. Utilizando a distancia de Nei, 0 grupo
contendo as populacdes JFEL e MVER-2 apresentam suporte de bootstrap de 58%, o
grupo SJPA e CORD apresenta 65%, e este Ultimo grupo com MVER-1 apresenta 64% de
suporte. Todo este grupo recebeu suporte apenas nas analises com ®@st (50%). Além disso,
0s agrupamentos GOUV e DIAM-1, DIAM-2 e PKUB, JURA e ITAC-1, receberam
suporte de 60%; 57% e 51%, respectivamente (Fig. 2.4).

Na analise Bayesiana realizada, os valores de LnP(D) e AK indicaram um nimero de
trés agrupamentos genéticos (Fig. 2.5). Porém, nenhuma populacdo apresentou todos os
individuos com elevada probabilidade posterior de pertencer a um mesmo agrupamento
genético. Um dos agrupamentos genéticos identificados foi predominante nas populagdes
do norte de Minas Gerais e sul da Bahia, juntamente com a populacéo isolada da Serra do
Cabral (JFEL). O segundo grupo foi predominante nas populagdes do Planalto de
Diamantina, além de duas populacbes de Botumirim. Apenas duas populacbes
apresentaram predominantemente o terceiro grupo, GMOG-4 e GMOG-5. As demais

populacbes apresentaram grande mistura de pelo menos dois agrupamentos genéticos.
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Pode-se notar uma tendéncia de gradiente norte-sul na composicdo relativa dos trés

agrupamentos genéticos nas populacgdes estudadas.
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Tabela 2.1: Populagdes de Vellozia hirsuta utilizadas nas analises genéticas empregando
ISSR. Vouchers depositados nos herbarios SPF e BHCB.

Padréo

Espécie/Populagéo Nome lﬂ\,::)l II?;CII\C/)S . rggc‘)rrl:sil: . ar:);t(éﬁi?: o Coordenadas Voucher
Vellozia hirsuta
Diamantina/MG DIAM-Z* 15 1 1 18°11'27,4"S; 43°37'36,1"W Mello-Silva 407
Gouveia/MG GOUVv 15 2 1 18°34'47,1"S; 43°52'33,4"W Mello-Silva et al. 3176
Botumirim/MG BOTU-3 16 2 1 16954'07,7"S; 42°59'28,7"W Mello-Silva et al. 3196
Grao-Mogol/MG GMOG-1 16 2 1 16°35'48,0"S; 42°54'23,7"W Mello-Silva et al. 3202
Joaquim Felicio/MG JFEL 15 2 1 17°41'34,0"S; 44°11'41,5"W Mello-Silva et al. 3222
Diamantins/MG DIAM-1 15 2 1 18°17'48,7"S; 43°44'26,5"W  Mello-Silva & Forzza 2698
Grao-Mogol/MG GMOG-41 15 3 5 16°35'31,8"S; 42°57'50,1"W Mello-Silva 465
Grao-Mogol/MG GMOG-3 15 4 3 16°35'23,0"S; 42°55'09,2"W Mello-Silva et al. 3204
Grao-Mogol/MG GMOG-5 15 4 3 16°35'29,6"S; 42°54'09,4"W Mello-Silva 475
Pres. Kubitschek/MG PKUB$_3 15 5 1 18°34'21,7"S; 43°35'30,8"W Mello-Silva et al. 3177
Grao-Mogol/MG GMOG-22 18 6 1 16°34'49,6"S; 42°53'48,5"W Mello-Silva et al. 3203
Juramento/MG JURAZ 14 6 1 16°57'49,3"S; 43°32'14,8"W Mello-Silva et al. 3180
Itacambira/MG ITAC-1 15 7 1 16°58'19,7"S; 43°20'50,9"W Mello-Silva et al. 3185
Itacambira/MG ITAC-3 18 7 1 17°02'04,6"S; 43°20'40,5"W Mello-Silva et al. 3190
Itacambira/MG ITAC-2 17 8 1 17°00'28,0"S; 43°20'12,7"W Mello-Silva et al. 3189
Botumirim/MG BOTU-4 14 9 1 16°45'54,1"S; 43°03'34,7"W Mello-Silva et al. 3197
Mato Verde/MG MVER-2 15 10 1 15923'13,3"S; 42°46'31,4"W Mello-Silva et al. 3221
Botumirim/MG BOTU-2 13 11 1 16°53'58,4"S; 42°59'29,6"W Mello-Silva et al. 3193
Botumirim/MG BOTU-1 16 11 1 16°53'05,2"S; 43°00'54,7"'W Mello-Silva et al. 3191
Caetité/BA CAET 15 12 1 14°16'45,0"S; 42°31'53,0"W Mello-Silva et al. 3218
Mato Verde/MG MVER-1 17 12 1 15023'13,3"S; 42°46'31,4"W Mello-Silva et al. 3220
o 1020 00 SIPA 18 13 3 15%6422°S;4290344,1"W  Mello-Silva et al. 3205
Cordeiros/BA CORD 18 13 3 15°08'06,1"S; 41°58'08,2"W Mello-Silva et al. 3206

*- Pop. em que foi coletado o holdtipo de V. hirsuta, $- Pop. em que foi coletado o hol6tipo de V. maguirei. As populacdes das
quais foram coletados os hol6tipos de V. leucanthos, V. markgrafii e V. riedeliana ndo foram amostradas. 1- Padrdao morfologico
ao qual pertence V. leucanthos; 2- Padrdo morfolégico ao qual pertence V. markgrafii; 3- Padrdo morfoldgico ao qual pertence
V. riedeliana.
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Figura 2.1: Localizacdo geografica das populacGes de Vellozia hirsuta, V. geotegens e V.
albiflora estudadas, indicando os quatro grupos geogréaficos utilizados na AMOVA (regido
de Grdo-Mogol, Planalto de Diamantina, Joaquim Felicio, e norte de Minas Gerais com sul
da Bahia. Entre parénteses sao apresentados os padrdes morfolégico e anatbmico de acordo
com Mello-Silva (2005b) e padrdo morfo-anatdbmico anteriormente descrito em Mello-
Silva (1990). Populagbes que ndo apresentam este Gltimo pardmetro ndo foram estudadas

por Mello-Silva (1990). Veja Tabela 2.1 para nomes das populagdes.
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Figura 2.2: Variagdo morfologica em algumas das populacdes de Vellozia hirsuta
estudadas. A-B: DIAM-2, padrdo 4 (populacdo onde foi coletado o holétipo de V. hirsuta);
C: GMOG-4, padrao 3; D-E: PKUB, padrdo 5 (populacdo onde foi coletado o holétipo de
V. maguirei); F-G: DIAM-1, padrdo 2; H: GMOG-2, padrdo 6; I: ITAC-1, padrdo 7; J:
BOTU-1, padrdo 11; K: GMOG-1, padrdo 2; L-M: GMOG-5, padrdo 4; N: BOTU-4,

padrédo 9. Veja Tabela 2.1 para nomes das populacdes.

68



Tabela 2.2: Sequéncia, temperatura de anelamento ideal, numero de fragmentos e variacdo
de tamanho de fragmentos (em pares de bases — pb) dos primers utilizados na anélise de
variabilidade genética baseada em padrdes de ISSR em 23 populagdes de Vellozia hirsuta

ocorrentes nos campos rupestres da Cadeia do Espinhaco

) o Temp. de N° de Tamanho dos
Primer Sequéncia
anelamento fragmentos fragmentos (pb)
UBC 808 5'-(AG)sC-3' 50,0°C 28 300-1200
UBC 827 5-(AC)sG-3' 475°C 19 500-1400
UBC 840 5-(GA)sYT-3' 50,0°C 20 300-1100
UBC 899 5'-(CA)sRG-3' 475°C 20 300-1100
OMAR 5'-(GAG)4RC-3' 50,0°C 21 300-1000

69



Tabela 2.3: Variabilidade genética encontrada em 108 locos de ISSR em 23 populagdes de

Vellozia hirsuta. N: total de fragmentos encontrados em cada populagéo; P: percentual de

locos polimorficos; He: heterozigosidade média esperada dentro da populacdo obtida pela

diversidade génica de Nei (1973). Veja a Tabela 2.1 para nome das populacgdes.

Populagdo N° de fragmentos Polimorfismo (%) He

GOuUv 87 74,07% 0,213
PKUB 85 73,15% 0,231
DIAM-1 83 70,37% 0,217
DIAM-2 87 75,00% 0,236
JURA 76 64,81% 0,197
ITAC-1 87 75,93% 0,229
ITAC-2 86 74,07% 0,218
ITAC-3 83 74,07% 0,216
BOTU-1 88 78,70% 0,226
BOTU-2 85 74,07% 0,231
BOTU-3 82 73,15% 0,218
BOTU-4 82 74,07% 0,242
GMOG-1 83 72,22% 0,219
GMOG-2 79 70,37% 0,198
GMOG-3 84 67,59% 0,201
GMOG-4 83 72,22% 0,228
GMOG-5 74 63,89% 0,216
SJPA 84 75,00% 0,198
CORD 86 76,85% 0,191
CAET 81 71,30% 0,211
MVER-1 83 74,07% 0,220
MVER-2 76 69,44% 0,206
JFEL 86 77,78% 0,211
média 83 72,71% 0,216
espécie 108 100% 0,337
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Tabela 2.4: Analise de variancia molecular (AMOVA) para cinco diferentes agrupamentos testados para 23 populagdes de Vellozia hirsuta
ocorrentes em campos rupestres da Cadeia do Espinhago: 1) trés padrdes anatdmicos; 2) treze padrdes morfo-anatbmicos; 3) dois grupos
morfoldgicos “V. hirsuta” x “V. markgrafii”’; 4) trés grupos morfoldgicos “V. hirsuta” x “V. markgrafii” x padrdes 12 e 13; e 5) quatro grupos

geograficos. Veja Figura 2.1 para grupos geograficos e texto para explicacdo dos agrupamentos. * p<0,001.

Fonte de variacéo Porcentagem de variacao (%)
Padrao Padrao "V. hirsuta™ x "V. hirsuta™ x Grupo
anatdmico morfologico "V. markgrafii" "V. markgrafii" geografico
3 padrdes (todos os padrdes) padrdes (1-5) padrdes ( 1-5) X 4 grupos
X (6-11) (6-11) X (12 e 13)
Entre grupos 1 2 1 2 5
Entre populagdes dentro
405 grupos 14 12 14 13 11
Dentro das populagdes 85 86 86 85 84
Fst (pop/total) 0,145* 0,144* 0,142* 0,149* 0,157 *
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Figura 2.3: Anélise de coordenadas principais (PCO) de 23 populacGes de Vellozia
hirsuta, ocorrentes na Cadeia do Espinhago, baseada em 108 locos de ISSR. A variagao

acumulada nos trés primeiros eixos corresponde a 66,36% (eixo 1: 30,67%; eixo 2:

18,96%:; eixo 3: 16,73%). A- eixos 1 e 2; B- eixos 1 e 3. Veja a Tabela 2.1 para nome das

populacgdes.
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Figura 2.4: Dendrograma mostrando as relacdes entre as 23 populacbes de Vellozia
hirsuta utilizando neighbor-joining como algoritmo de agrupamento baseado em 108 locos
de ISSR. Os numeros abaixo dos ramos representam os resultados de bootstrap com
suporte acima de 50%, gerados a partir da distancia genética de Nei (1978) e dos valores
de st (em 1.000 permutacdes). Os numeros entre parénteses indicam o padrdo morfo-
anatdmico ao qual a populacdo pertence. Veja a Tabela 2.1 para nome das populagdes.
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Figura 2.5: Andlise Bayesiana de 23 populacGes de Vellozia hirsuta ocorrentes nos
campos rupestres da Cadeia do Espinhaco, baseado em 108 locos de ISSR. A- média +
desvio padrdo de LnP(D) para oito corridas; B- gréfico de AK; C- Representacdo grafica
dos diferentes agrupamentos genéticos para K=3, com a probabilidade posterior de cada
individuo de pertencer a cada um dos grupos. As populacdes estdo separadas por barras
verticais. Veja a Tabela 2.1 para nome das populages.
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DISCUSSAO

As populacdes de Vellozia hirsuta apresentaram baixos valores de diversidade
genética (He-pop = 0,216), se comparada a plantas com caracteristicas semelhantes,
herbaceas perenes (0,242) e alégamas (0,260), analisadas com marcador similar, RAPD
(Nybom & Bartish, 2000). As espéecies de Velloziaceae apresentam crescimento lento
(Souza & Lorenzi, 2005), permanecendo no ambiente por muitos anos. J& quanto ao
sistema de reproducdo, para V. hirsuta, nenhum trabalho foi desenvolvido, porém,
autoincompatibilidade em diferentes graus tem sido descrita para espécies congenéricas
(Sazima, 1978; Jacobi & del Sarto, 2007). A heterozigosidade encontrada pra V. hirsuta
apresentou valor superior ao relatado para espécies autocéricas/barocoricas (0,212)
(Nybom & Bartish, 2000). Apesar de estudos relacionados a dispersao de sementes nesta
espécie ndo terem sido realizados, observacGes em campo corroboram com o relatado para
outras espécies autocdricas do género (Conceicio et al., 2007). E possivel que dispersio
por vento ou secundaria por agua ocorra em espécies de Vellozia, mas a distancia de
dispersdo em relacdo a planta mde deve, ainda, ser limitada. Para V. hirsuta, esta
dispersdo secundaria contribuiria para o aumento da diversidade em relacdo a um sistema
exclusivamente barocérico. Da mesma forma, os valores de diversidade genética desta
espécie se mostraram superiores aos relatados para V. gigantea (He.pop = 0,183), espécie
microendémica da Serra do Cipd, em Minas Gerais (Lousada et al., no prelo) e para de V.
compacta (Hepop = 0,134), espécie com amplitude de distribuicdo geografica mais restrita
do que V. hirsuta (Lousada, 2010). Os altos niveis de diversidade genética de V. hirsuta
(Hesp = 0,337) ficaram acima do esperado para uma espécie de distribuicdo regional
(0,22) (Nybom, 2004). Isto corrobora com a relacdo entre estas espécies congenéricas em
que a espécie com maior amplitude de distribuicdo geografica tende a apresentar maiores
valores de heterozigosidade (Nybom & Bartish, 2000; Nybom, 2004).

Baixos niveis de diversidade genética tém sido relatados para populacbes de
Proteopsis (Jesus et al., 2001), Chamaecrista (Silva et al., 2007) e Melocactus (Lambert
et al., 2006a, 2006b) ocorrentes em campos rupestres. Em Vellozia, Franceschinelli e
colaboradores (2006) também relataram baixa diversidade genética para V. leptopetala e
V. epidendroides. A baixa diversidade genética em espécies desta formacao vegetacional

pode estar relacionada & ocorréncia disjunta de suas populacfes, com area geogréfica
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ocupada restrita. Este isolamento tende a homogeneizacdo e diferenciacéo das populacdes,
devido a elevada frequéncia de endogamia biparental, raridade na chegada de alelos novos
eefeitos de deriva genética. Desta forma, essencialmente apenas novos eventos
mutacionais contribuiriam para o aumento da diversidade dentro das populacgdes.
Entretanto, para espécies rupicolas de Orchidaceae, ocorrentes na Cadeia do Espinhaco,
estes valores tém se demonstrado mais elevados (Borba et al., 2001, 2007; Azevedo et al.,
2007; Ribeiro et al., 2008), possivelmente devido a autoincompatibilidade e elevada
capacidade de dispersao de sementes (Tremblay, 1997; Tremblay et al., 2005). Ja em V.
hirsuta, os valores altos a moderados de diversidade encontrada para as populacdes pode
estar relacionada ao grande tamanho das mesmas, 0 que acomodaria uma maior
diversidade genética reduzindo o efeito da endogamia e mantendo a heterozigosidade da
populacdo nos niveis observados.

O valor de st (0,143) demonstrado pela analise de variancia (AMOVA) foi inferior
aos de outras espécies de Vellozia (V. gigantea = 0,280; Lousada et al., no prelo, e V.
compacta = 0,435; Lousada, 2010) obtidos com este mesmo marcador. Este valor também
foi inferior aos obtidos por RAPD para espécies com caracteristicas similares a V. hirsuta,
espécies perenes (0,25), barocoricas (0,44) e alégamas (0,28) (Nybom & Bartish, 2000).
Dentre os fatores que podem influenciar a estruturacdo genética de populacdes de plantas,
principalmente os mecanismos de dispersdo de pdlen e semente exercem grande
influéncia (Hamrick e Godt, 1990). As espécies de campos rupestres, como resultado da
distribuicdo em populacdes disjuntas, geralmente apresentam elevados niveis de
estruturacdo das populacbes (Borba et al., 2001, Jesus et al., 2001) devido a restricdo de
fluxo génico entre as populagbes. Em V. hirsuta, entretanto, a baixa estruturagéo
populacional pode estar relacionada a manutencdo de fluxo génico recente entre as
populacbes de uma mesma area geografica e a manutencdo da similaridade génica antiga,
principalmente entre grupos geograficos. Apesar da auséncia de estudos referentes a
biologia reprodutiva desta espécie, as flores de V. hirsuta apresentam caracteristicas
tipicas de plantas que apresentam mariposas Sphingidae como vetores de polen, com
hipanto formando um tubo estreito e longo, onde o polen fica relativamente escondido,
perfume adocicado e cor esbranquigcada. Este grupo de polinizador pode promover fluxo
génico polinico capaz de contribuir para maior coesao das populac6es localmente (Proctor
et al., 1996). Em V. hirsuta seria preciso avaliar em detalhes qual a contribuicdo do
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polinizador desta espécie no surgimento ou na manutencdo de uma estruturacdo genetica,
mas possivelmente estaria relacionada a estruturacdo entre populagbes geograficamente
proximas, uma vez que as longas distancias entre 0s grupos geograficos poderiam ser
barreiras ao fluxo génico. Padrbes similares tém sido observados em espécies esfingofilas
de Discocactus em regides de campos rupestres e caatinga (Machado, 2005).

Para algumas espécies de Cactaceae (Lambert et al., 2006a, 2006b), Eriocaulaceae
(Pereira et al., 2007) e Orchidaceae (Borba et al., 2001), as descontinuidades entre as
principais areas do Espinhaco (Planalto de Diamantina, Serra do Cabral, Serra de Grao
Mogol, Chapada Diamantina) aparece de forma incisiva na diferenciagdo de grupos de
populacdes. Em V. hirsuta, entretanto, a alta similaridade genética entre as populagdes das
principais areas geografica ocupada pela espécie pode estar relacionada a um
compartilhamento antigo de um estoque génico Unico, sugerido pelo padrdo de
homogeneizacdo de variabilidade genética na espécie, seguido de divergéncia
diferenciada em cada uma das areas geograficas. Neste caso, a similaridade entre
populacbes seria devida a diferenciacdo incipiente (a priori) e ndo por hibridizacdo (a
posteriori). Panorama similar é relatado para populacdes de Bulbophyllum exaltatum para
as quais, a similaridade parece estar relacionada a baixa diversidade alélica na espécie
(Ribeiro et al., 2008).

Ja em uma escala local, a similaridade entre as popula¢es de uma mesma area
geogréafica poderia ser resultado da ocorréncia de eventos de hibridizacao/introgressao
antigos entre taxons co-existentes naquele local. Barbard e colaboradores (2007)
descrevem panorama similar para espécies de Alcantarea imperialis e A. geniculata em
que existe uma maior similaridade genética entre populagdes simpatricas de espécies
diferentes do que entre populacdes conspecificas parapatricas. Essa sugestdo
aparentemente é condizente com o padrdo observado, onde os grupos de populacdes sao
baseados principalmente na distribuicdo geografica e ndo em similaridade morfoldgica.
As populacOes da regido central da distribuicdo da espécie exibem uma complexa
combinacdo de gendétipos em diferentes proporgfes. Este padrdo pode ser resultado de
uma maior divergéncia dessas populagdes em relagdo as de outras regides, passando por
eventos que teriam alterado a frequéncia e criando novos alelos. Além disso, eventos de
hibridizagcdo antiga entre taxons coexistentes naquele local poderia ter levado a esta

divergéncia genética e morfoldgica as populacdes da regido central.

77



Estruturacdo genética em gradiente norte-sul, similar a encontrada para V. hirsuta,
foi descrita para complexo Bulbophyllum exaltatum ocorrente ao longo do Espinhaco nos
estados de Minas Gerais e Bahia (Ribeiro et al., 2008). Os autores deste trabalho relatam
que os dados genéticos associados a diferenciacdo morfologica entre populacdes destes
estados permitiram o reconhecimento de duas unidades taxondmicas distintas. Em V.
hirsuta, porém, ndo ha correlacdo entre a estruturacdo genética das populagdes e padrdes
morfo-anatdbmicos anteriormente descritos por Mello-Silva (2005b, no prelo). Esta
auséncia de correlacdo entre estruturacdo genética e morfologia também foi relatada em
um estudo filogeogréafico realizado com as mesmas popula¢fes do presente trabalho,
corroborando estes resultados (Barbosa et al., dados ndo publicados). Isto demonstra que
a nao delimitacdo de taxons no grupo estudado ndo é uma limitacdo do marcador
utilizado, se repetindo em um marcador de natureza distinta, e sim uma caracteristica da
prépria espécie. Esta ndo-correlacéo entre estruturagdo genética e morfologia evidenciada
com o uso de marcadores ISSR, que permitem o acesso as influéncias de eventos recentes
sobre as populacdes, é reforcada pela estruturacdo geografica em gradiente norte-sul

encontrada para a espécie.

Implicagdes taxondmicas

A estruturacdo genética em gradiente revelada para as populacdes Vellozia hirsuta,
relacionando a variabilidade genética com a distribuicdo geogréafica e ndo com os padrdes
morfo-anatbmicos, indica que nenhum dos tdxons descritos envolvidos neste complexo de
espécie (Mello-Silva, 2005, no prelo) tem sustentacdo para ser mantido como um taxon
especifico. Além disso, a alta similaridade entre as populac@es de V. hirsuta é condizente
com taxons que pertencam a uma mesma especie (Lousada, 2010). Uma vez que ndo ha
correlagdo entre a estruturagdo genética e os morfotipos, os subgrupos “V. hirsuta” e “V.
markgrafii” (Mello-Silva, 2005, no prelo), baseados em padrdes morfolégicos, também
nédo tém sustentacdo taxonémica.

Apesar das analises demonstrarem uma tendéncia em separar trés agrupamentos de
populacdes, equivalentes aos extremos norte e sul da distribuicdo da espécie e a regido
central, ndo ha descontinuidades genéticas significativas entre os trés grupos. Entretanto o
pool génico predominante nas populagdes do norte da distribuicdo faz com que sejam

geneticamente similares entre si e se diferenciem das demais popula¢des amostradas.
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Além da diferenciacdo genética, estas populagcfes também sdo morfologicamente distintas
e estdo geograficamente isoladas das demais. A associacdo dessas caracteristicas poderia
ser utilizada para sugerir o reconhecimento destas popula¢cdes como um taxon distinto das
outras regides. Apesar da populacdo da Serra do Cabral (JFEL) também aparecer neste
grupo, dificilmente esta similaridade entre ela e as popula¢bes do norte é devida a fluxo
génico atual. O mais plausivel, devido a distancia geografica entre as duas areas de
ocorréncia destas populacOes, € que esta alta similaridade genética seja devido a um
compartilhamento antigo de estoque génico, que teria sido preservado por uma baixa
divergéncia entre as populagfes. Os resultados do estudo filogeografico também indicam
que as populacdes do norte da distribuicdo possam ser reconhecidas como um taxon
distinto (Barbosa et al., dados ndo publicados). O compartilhamento de locos nucleares e
hapldtipos pode ser devido a contato entre as populacBes ocorrido no Gltimo periodo de
glaciagdo em que as mesmas ocupavam uma maior area do que a atualmente conhecida, e
ainda ndo se apresentavam disjuntas. Considerando que este grupo de populagdo do norte
da distribuicdo apresentou diferenciacdo genética em relacdo as outras populacbes tanto
nas analises com DNA nuclear quanto com DNA plastidial, 0 mesmo poderia compor uma
ESU segundo os conceitos utilizados em politicas de conservagdo (Moritz, 1994). Ja a
populacdo da Serra do Cabral, as populacGes do Planalto de Diamantina e as da regido
central da distribuicdo, poderia ser aplicado o conceito de MUs, pois cada uma destas
regides apresentam uma composicao génica diferente (Moritz, 1994).

Uma abordagem taxonémica diferenciada sob o conceito de ocloespécie parece, de
fato, a mais apropriada para V. hirsuta, indiferente do reconhecimento das populagdes do
norte da distribuicdo como um taxon a parte, pois, esta espécie acomodaria uma grande
variagdo morfolégica, uma das caracteristicas peculiares de uma ocloespécie. Desta
forma, nossos resultados corroboram com o posicionamento de Mello-Silva (2005, no
prelo) em sinonimizar V. leucanthos, V. maguirei, V. markgrafii e V. riedeliana que
demonstravam variantes intermediarios do que era reconhecido como Vellozia hirsuta,
sob 0 nome desta Ultima espécie, de forma que uma Unica espécie comporta toda a

variacdo morfoldgica observada entre as popula¢es conhecidas.
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CONSIDERACOES FINAIS

Neste trabalho foram desenvolvidos estudos filogeograficos e de variabilidade e
estruturacdo genética de populagGes do complexo Vellozia hirsuta a fim de investigar a
existéncia de correlacdo entre os padrbes genéticos aqui apresentados e os morfo-
anatdmicos descritos por Mello-Silva (2005b, no prelo).

A utilizacdo de dois tipos de marcadores, cada um com suas peculiaridades e
apropriados para cada tipo de abordagem, nos permitiu obter um panorama mais amplo a
respeito do padrdo de distribuicdo da variabilidade genética atual das populagdes e dos
possiveis eventos que moldaram historicamente a variacdo genética e morfoldgica da
espécie. Do mesmo modo, a utilizacdo de dois marcadores distintos nos assegurou apontar
com suporte em dados genéticos as definicbes taxondémicas mais apropriadas para o
complexo V. hirsuta. Os resultados das analises utilizando os dois marcadores moleculares
foram congruentes em indicar a possibilidade de reconhecimento do grupo formado pelas
populacbes do norte da distribuicdo da espécie como um taxon diferente das demais
populacbes amostradas de V. hirsuta. Estes dados endossam o observado quanto as
caracteristicas morfologicas e ao isolamento geografico deste grupo, possibilitando um
novo posicionamento taxonémico diante do complexo. Ainda, nossos resultados
corroboram com o posicionamento de Mello-Silva (2005b, no prelo) e sustenta a
sinonimizagdo de V. leucanthos, V. maguirei, V. markgrafii e V. riedeliana sob o nome V.
hirsuta. Mesmo que o grupo do norte da distribuicdo possa vir a receber o status de um
novo taxon, as demais populacbes receberiam o nome de V. hirsuta, uma vez que a
populacdo de origem do hol6tipo de V. hirsuta pertenceria a este grupo, e corresponderiam
a uma unica espécie sendo esta considerada uma ocloespécie por acomodar uma grande
variacdo morfoldgica parcialmente associada com a distribuicdo geogréafica da espécie.

A utilizacdo do marcador organelar que reflete heranca genética materna e, portanto,
nos informar apenas quanto ao fluxo génico mediado por dispersdo de sementes, indicou
que os grupos de populacGes da regido central e do sul da distribuicdo aparentemente
apresentam um relacionamento histérico mais proximo em relacdo aquelas do norte de
Minas Gerais e sul da Bahia, evidenciado tanto pelo compartilhamento de haplotipos entre
populacOes destas areas quanto pelas afinidades morfoldgicas persistentes atualmente, uma
vez que um mesmo padrdo morfo-anatdmico pode ser encontrado nas duas areas. Apesar

deste tipo de marcador informar apenas sobre processos evolutivos historicos de médio e
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longo prazo, este panorama parece se suportar, pois a utilizagdo de marcadores de
polimorfismo genémico nuclear, que reflete a variabilidade genética modelada também
pelo fluxo génico polinico recente, também aponta para uma maior similaridade entre estes
dois grupos, apoiado no compartilhamento de pools génicos entre suas populagdes.

Em uma escala local, a coesdo genética das populacdes pode ser feita por fluxo
génico mediado pela dispersdo polinica. Entretanto, possivelmente o fator que manteve os
grupos populacionais interligados, compondo um gradiente de variacdo genética ao longo
da distribuicdo geogréafica da espécie, foi a baixa divergéncia entre estes grupos, com a
manutencdo de um estoque genético similar. Aparentemente, o complexo padrdo de
distribuicdo da variacdo morfoldgica em V. hirsuta é resultado de processos antigos de
hibridizacdo/introgressdo ocorridos posteriormente ao isolamento de linhagens
morfologicas distintas por um contato secundario nestas areas geograficas atualmente
ocupadas pela espécie, especialmente na regido central de distribuicao.

Os resultados apresentados nesta dissertacdo, apesar da sugestdo de possibilidade de
nova delimitacdo taxonémica para uma pequena parte das populagdes, corroboram com as
decisbes prévias do taxonomista do grupo, diferentemente, de varios outros trabalhos
realizados com espécies vegetais ocorrentes nos campos rupestres nos quais novos
direcionamentos taxonémicos foram sugeridos ap6s associacdo dos dados genéticos com
os morfoldgicos. Apesar desta dissertagdo ndo trazer alteracdes significativas na taxonomia
do grupo em estudo, os dados genéticos deram suporte aos macromorfoldgicos. Este
trabalho, ainda, auxiliou a compreensdo de quais 0S processos existentes por trds do
complexo padrdo de variacdo morfoldgica observado no grupo, e como eles estariam
atuando nas populacGes e como o efeito seria refletido em toda a espécie. Nossas analises
apontam que o0s processos ocorridos ao longo da evolucdo das espécies, ndo
necessariamente vao moldar padrdes congruentes com uma classificacdo taxonémica
idealizada por taxonomistas e sistematas, uma vez que, a taxonomia é apenas uma forma
de nos cientistas tentarmos, a partir de padrdes discretos que nem sempre ocorrem, ou
mesmo s&o Obvios, enquadrar toda a variagdo que observamos na natureza em classes de
objetos.

Este trabalho abre a perspectiva de novos estudos relacionados principalmente a
biologia da reproducdo de V. hirsuta e que poderiam ter implicacdes na delimitacdo

taxondmica da espécie. Estudos deste tipo seriam fontes de informagdo sobre a biologia
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floral da espécie, os sistemas de reproducdo encontrados nas populagdes, quais seus
principais polinizadores, como o comportamento destes polinizadores estaria influenciando
a estruturacdo genetica das populacdes e se estes eventos podem determinar de algum
modo o isolamento reprodutivo entre os grupos populacionais. Todas estas sdo questdes
que se associadas sob uma abordagem biossistematica, poderiam trazer novas respostas e
eventualmente um novo entendimento para a classificacdo de V. hirsuta. Considerando a
grande diversidade das areas tropicais, estudos biossistematicos que associam diferentes
técnicas, sdo excelentes ferramentas para o0 melhor entendimento da dindmica das espécies.
Para os campos rupestres da Cadeia do Espinhago, esta abordagem parece ser ainda mais
apropriada para solucionar os diversos casos onde hé problemas de identificacdo especifica
em grupos de plantas endémicas, agregando informacgdes importantes para a compreensao
de quais os principais mecanismos estdo por traz dos processos de especiacdo em plantas

caracteristicas e altamente diversas nestas formagdes tdo peculiares.
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