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RESUMO

O género Cambessedesia DC. (Melastomataceae) apresenta ocorréncia restrita no cerrado
brasileiro, especialmente nos campos rupestres da Cadeia do Espinhaco. E endémico ao Brasil
e sua distribuicdo se d4 especialmente nos campos rupestres dos estados da Bahia, Minas
Gerais e Goids, mas também ocorrem nos cerrados de Pernambuco, Sao Paulo, Mato Grosso e
Parand. Seus representantes apresentam plantas subarbustivas, cuja caracteristica marcante é
a cor da corola, que apresenta um padrdo laranja combinado com amarelo, ou corola
totalmente amarela, incomum a familia Desde sua descricdo, foram realizados diversos
rearranjos taxondmicos e propostas de novas espécies, sendo o género Cambessedesia DC.
atualmente composto por 21 espécies. O género foi agregado a tribo Microlicieae de acordo
com os sistemas, porém esse posicionalmente € duvidoso. O presente estudo, sem precedentes
quanto a amostragem taxondmica para o género, apresenta a andlise filogenética de
Cambessedesia baseada em caracteres morfoldgicos e moleculares (regido ITS do DNA
ribossdmico). Os resultados indicam uma relativa congruéncia entre os cladogramas baseados
em dados morfolégicos e moleculares quanto a posicdo mais basal de Cambessedesia
hermogenesii em relagdo as demais espécies. O posicionamento de C. hilariana como
segunda espécie mais basal é congruente quando comparadas as andlises de dados
morfoldgicos e moleculares. O padrio de distribuicdo geogrifica para Cambessedesia pode
ser explicado pelo processo de extincdo de provdveis ancestrais outrora amplamente
distribuidos pelo cerrado, resultando na existéncia de atuais relictos provenientes de eventos
de vicariancia.

Palavras-chave: biogeografia; Cambessedesia; filogenia.



ABSTRACT

The genus Cambessedesia DC. (Melastomataceae) is typical to Brazilian cerrado, especially
in the Cadeia do Espinhaco. The genus is endemic to Brazil and can be found in campos
rupestres from Bahia, Minas Gerais, and Goids States, but some species are found in
Pernambuco, Sao Paulo, Mato Grosso, and Parand States as well. The plants are subshrubs,
and the principal trait is the corolla color, usually orange and yellow or totally yellow, not
common to its family. After some taxonomical systems and proposals of new species, the
genus Cambessedesia DC. comprises 21 species. The genus was joined to tribe Microlicieae
according to historical systems, but that placement is doubtful. This study, the first one
regarding the amount of Cambessedesia taxa, presents the phylogenetical analysis based on
morphological and molecular (region ITS from DNAr) data sets. The results indicate the
congruence between morphological and molecular traits regarding the basal position of
Cambessedesia hermogenesii in relation to the other species. The placement of C. hilariana
as the second more basal species is congruent when comparing both data sets. The
biogeographical pattern of Cambessedesia maybe could be explained by the extinction of
ancestors perhaps with wide geographical ranges in the past cerrado, giving rise in actual
relicts resulted from a vicariant process.

Key-words: biogeography; Cambessedesia; phylogeny.
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1 INTRODUCAO

O género Cambessedesia DC. pertence a familia Melastomataceae e tem ocorréncia
restrita no cerrado brasileiro, especialmente nos campos rupestres da Cadeia do Espinhaco. E
um grupo de plantas subarbustivas, cuja caracteristica marcante é a cor da corola, que
apresenta um padrio laranja combinado com amarelo, ou corola totalmente amarela, incomum
a familia, que € reconhecida pelas variacdes entre roxo, lilds, rosa e branco (MARTINS,
1984).

Até o momento pouco se conhece sobre as espécies de Cambessedesia, principalmente
no que diz respeito as suas relagdes filogenéticas.

Com o presente estudo pretende-se contribuir com o conhecimento sobre as relacdes
interespecificas, evolucdo de alguns caracteres morfoldgicos e informagdes mais robustas

sobre endemismo com base na distribui¢do geografica e os possiveis centros de origem e

diversidade das espécies.

1.1 CERRADO

O género Cambessedesia ocupa uma drea restrita no Brasil, pois sua distribuicdo
geogréfica é delimitada pelo cerrado.

O cerrado € um bioma exclusivamente brasileiro, caracterizado por ocorrer geralmente
em dreas planas, com vegetacdo arborea, arbustiva ou composta por gramineas (RIZZINI,
1997). A area do cerrado € mais significativa na regido central do pais (Figura 1), havendo
disjungdes nas regides Norte, Nordeste, Leste e Sul, Parand, Serra do Mar, Serra da
Mantiqueira, Chapada do Araripe (Ceard e Pernambuco), Bahia, Pard, Amazonas, Amapa,

entre outros (RIZZINI, 1997).
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Figura 1. Area de distribui¢do do cerrado no Brasil.(Fonte: modificado de Ministério do Meio Ambiente, 2006).

Atualmente, o cerrado perfaz 23% da cobertura vegetal do Brasil (Figura 1) e, devido
a sua extensao, € considerado o segundo bioma mais importante do pais, depois da Amazo6nia
(KLINK et al., 2005). Conhecido como a savana mais rica do mundo em termos de
biodiversidade, com mais de 10 mil espécies de plantas, das quais 4.400 sdo endémicas
(IBAMA, 2007), e tendo sido constatada uma perda de mais da metade da sua drea nos
dltimos 35 anos devido a exploracdo comercial, o cerrado € considerado um dos hotspots para
a conservacio da biodiversidade mundial (KLINK et al., 2005).

A estrutura e a composigdo floristica do cerrado variam de acordo com as diversas
condi¢des de solo, clima e topografia. De maneira geral, a temperatura anual varia de 20 a
26°C e o indice pluviométrico de 750 a 2.000 mm anuais. Os solos, profundos e bem
drenados, sempre contém dgua disponivel para a vegetacdo, mesmo nos periodos de estiagem,
pois € acumulada durante o periodo de chuva (FERRI, 1980).

Por muito tempo a vegetacdo foi considerada xeromorfica, ou seja, com adaptacdes a
ambientes secos. Hoje se sabe que caracteristicas como porte baixo, ramos tortuosos, folhas
coridceas, brilhantes ou pilosas e siber espesso sdo devido as condi¢des fisico-quimicas do

solo (pobre em nutrientes e rico em aluminio), e ndo a falta de dgua, que € abundante a certa
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profundidade. Essa particularidade das plantas do cerrado € denominada de escleromorfismo

oligotréfico (FERRI, Lc.).

1.1.1 Campos Rupestres

Uma das fitofisionomias mais interessantes do cerrado sdo os campos rupestres, que
ocorrem em altitudes minimas de 900 m acima do nivel do mar, agregados a afloramentos
rochosos e, consegiientemente, solos rasos. E a vegetacio predominante nas regides mais altas
de algumas serras, sobretudo na Cadeia do Espinhaco, devido as suas condi¢des unicas que
possibilitam o desenvolvimento de uma flora tipica. Os campos rupestres também ocorrem na
Chapada dos Veadeiros (GO), Chapada dos Guimardes (MT), norte de Roraima, Serra da
Canastra (MG) e Ibitipoca (MG). Os campos rupestres sdo formados por mosaicos de
comunidades vegetais, de acordo com a topografia, declividade, influéncias microclimaticas e
a natureza do substrato, crescendo tanto sobre as rochas quanto nos substratos formados por
rochas recém-decompostas (GIULIETTI e PIRANI, 1987).

O solo apresenta substratos rochosos de quartzito-arenito, sendo raso, oligotréfico e
rico em aluminio trocavel (CONCEICAO, 2007). Sua principal caracteristica é a pobreza em
nutrientes, comparando-se com solos provenientes de rochas igneas. A matéria organica
apresenta cor enegrecida devido a presenca significativa de fragmentos de carvao originado
dos incéndios naturais (BENITES et al., 2003). Entre as rochas, o solo é um pouco mais
profundo, possibilitando o estabelecimento de plantas com raizes mais longas (GIULIETTI e

PIRANI, 1987).
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Figura 2. Campo rupestre localizado na Serra do Cipd, municipio de Santana do Riacho, MG. (Foto da autora).

1.1.2 Cadeia do Espinhaco

A associac@o dos campos rupestres com a Cadeia do Espinhago leva a investigacdo da
sua formagdo geoldgica, pois hd um padrio de ocorréncia desta fitofisionomia nos solos sobre
quartzito-arenito.

A Cadeia do Espinhago € formada por uma drea de aproximadamente 1.000 km de
comprimento e entre 50 e 100 km de largura, localizando-se a 800 m do nivel do mar. E
compreendida pelos estados de Minas Gerais e Bahia e as disjuncdes da mesma cadeia, entre
os limites latitudinais entre 21° S e 10° S. E limitada ao sul pela Serra de Ouro Preto (sul da
cidade de Ouro Preto, MG), e ao norte pelo estado da Bahia, estendendo-se pela Chapada
Diamantina (GIULIETTI e PIRANI, 1987). E uma grande divisora hidrografica interposta

entre as bacias do centro-oeste brasileiro e o Rio Sdo Francisco (SAADI, 1995).
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Figura 3. Distribui¢do dos campos rupestres no Brasil (Fonte: Almeda, 1999).

A origem da Cadeia do Espinhago é datada no final do Paleoproterozéico (1.752
m.a.a.) até o final do Neoproterozdico (900 m.a.a.), quando a costa leste do continente foi
submetida a empurrdes causando dobramentos e superposicdes (SAADI, 1995). A Cadeia do
Espinhaco foi submetida a remodelamentos devido aos movimentos tectonicos ocorridos
durante o Terciario (GIULIETTI e PIRANI, 1987).

Da histdria sedimentar e metamorfica Proterozdica, surgiu a unidade litoestratigrafica
quartzitica do Super Grupo Espinhago, que através do comportamento frente ao intemperismo
e a resisténcia mecanica a erosdo, controlou grande parte da formacgdo do relevo em escala
regional (SAADI, 1995).

As principais estruturas do Super Grupo Espinhaco sdo compostas por empurrdes e
dobras com direcdo meridiana (SAADI, 1995). Sua borda leste € marcada pelas intervencdes
de sucessivas falhas, que compdem o cinturdo de cavalgamentos na zona proximal da colisdo
continental que edificou o orégeno Espinhaco (SAADI, 1995).

Do ponto de vista geoldgico, a caracteristica fundamental da Cadeia do Espinhago € a
predominancia absoluta de quartzitos que, em toda sua extensdo, compde uma cobertura
rigida, mas densamente cisalhada e fraturada. A influéncia fluvial sobre essa formagio

geoldgica estd representada pelas cristas, escarpas e vales profundos (SAADI, 1995).
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Segundo Saadi (lc.), as formas de relevo refletem o produto de um conjunto de
processos convergentes, ndo havendo evidéncias de periodos climdticos secos, que podem ter
sido apagados pelo forte intemperismo da regido durante os periodos tmidos. Entretanto,
alguns vestigios permitem sugerir que a formagao geoldgica da Cadeia do Espinhaco evoluiu
sob condi¢des paleocliméticas predominantemente imidas e quentes.

A evolucdo geomorfoldgica da Serra do Espinhagco, em Minas Gerais, extrapolando
para a Cadeia do Espinhaco como um todo, foi caracterizada pela sucessdo de eventos, como
os plainamentos regionais, ocorridos durante o Mesozdico-Tercidrio, e a dissecagdo e
entulhamento dos vales durante o Quaternario (SAADI, 1995).

O tipo climédtico atual, segundo Koppen é mesotérmico (verdes amenos e chuvosos),
com temperatura média entre 17,4 °C e 19,8°C, e até 22°C mesmo nos meses mais quentes.
Esse tipo de clima pode ser caracterizado por possuir um periodo seco durante 3 a 4 messes e
um periodo imido durante 7 a 8 meses, sendo o periodo seco coincidente com o inverno. Nas
grandes altitudes, o clima € amenizado devido a umidade vinda do Oceano Atlantico, que, ao
longo do ano, prové umidade em forma de chuva ou orvalho na encosta leste das montanhas

do Espinhaco (GIULIETTI e PIRANI, 1987).

1.2 CONSIDERACOES SOBRE ENDEMISMO

A distribuicdo restrita de um tdxon é uma conseqiiéncia de diversos fatores ecoldgicos
e historicos, os quais devem ser igualmente considerados para explicar seu endemismo
(BROWN e LOMOLINO, 2006; ZOMIRO e ZULLINI, 2003).

Quanto aos fatores ecoldgicos, observa-se que a habilidade de sobrevivéncia e a
extingdo das populacdes afetam sua capacidade de permanecer em dreas restritas e os
processos de dispersdo influenciam sua capacidade de colonizar areas favordveis. As
condicdes bidticas e abidticas determinam as distribui¢des locais habitdveis dentro da drea
geogrifica e impedem os tdxons de expandirem para a periferia de sua drea. Quanto aos
fatores histéricos, € preciso avaliar como o tdxon tornou-se confinado a atual distribuigéo,
para reconstruir sua origem geografica, propagacdo e contracdo. Entretanto, ao se analisar os
fatores histdricos, como a formagdo de barreiras geograficas, deriva continental, mudangas do
nivel do mar e glaciacdes, é preciso também considerar que outros eventos estavam

influenciando concomitantemente o taxon em estudo. Os mesmos eventos historicos
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determinaram as expansdes e contragdes de outras populacdes, limitando a distribuicdo umas
das outras através das interagdes bidticas. Isso demonstra quio complexa € a investigacdo
sobre a distribui¢do espacial de espécies atuais, visto que diversas sdo as causas que
influenciam sua ocorréncia nas dreas geograficas. Portanto, o levantamento de hipdteses deve
ser considerado como ponto de partida para estudos mais aprofundados sobre a histdria e as

relacdes ecoldgicas de um tixon (BROWN e LOMOLINO, 2006).

1.3 MELASTOMATACEAE

Um grande nimero de espécies endémicas ocorre nos campos rupestres e, apesar de
ndo haver uma homogeneidade na composig¢ao floristica dos campos rupestres, ha dominancia
de algumas familias, como Asteraceae, Bromeliaceae, Cyperaceae, Fabaceae, Eriocaulaceae,
Melastomataceae, Orchidaceae, Poaceae e Velloziaceae (CONCEI(;AO, 2007).

Melastomataceae compreende cerca de 150 a 166 géneros e 4570 mil espécies. A
familia foi amplamente estudada, para a qual diversos sistemas de classificagio foram
sugeridos (TRIANA, 1871; COGNIAUX, 1891; KRASSER, 1893; VLIET et al., 1981 apud
RENNER, 1993.). O sistema mais recente divide Melastomataceae em duas subfamilias,
Melastomoideae e Kibessioideae, sendo a primeira dividida em 8 tribos, Microlicieae,
Rhexieae, Merianieae, Sonerileae, Miconieae, Blakeeae e Astronieae e a segunda em uma
Unica tribo, Kibesseae (RENNER, Lc.).

Sua distribuicdo € pantropical, sendo especialmente comum em ambientes
montanhosos tropicais e geralmente as espécies arbustivas ocorrem sob alta incidéncia solar,
sendo tipicos de estdgios sucessionais iniciais (WATSON e DALLWITZ, 1992).

Sao plantas que variam do hébito herbiceo ao arbdreo, apresentam pilosidade variada,
podendo ter tricomas estrelados, dendriticos, glandulares, com haste pluricelular,
multisseriados ou escamas peltadas (WURDACK, 1986). As folhas sdo opostas e decussadas,
com limbo inteiro, podendo ter de duas a 8 nervuras secundarias subparalelas, divergentes na
base e convergentes no dpice, sendo essa sua principal caracteristica diagnéstica. As
inflorescéncias podem ser cimosas ou racemosas, axilares ou terminais. As flores geralmente
sdo bracteoladas, diclamideas, dialipétalas e geralmente hermafroditas, variando entre as
coloracdes branca, résea, lilds e roxa. O hipanto é bem desenvolvido e o cdlice e a corola sdo

distintos. A corola pode apresentar 4 — 6, ou 8 pétalas e o nimero de estames € geralmente o
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dobro do nimero de pétalas. Os filetes sdo curvos e essa curvatura pode se acentuar durante a
antese, ocorrendo o movimento das anteras para um mesmo lado da flor (BARROSO, 1991).
Esse fendmeno estd relacionado com a polinizacdo, pois permite as abelhas um
posicionamento adequado para vibrar as anteras, promovendo a chuva de p6len (FRACASSO,
2003). A antera pode ser, as vezes, unilocular, deiscente por poros apicais ou por fendas
longitudinais. O fruto pode ser capsular poricida ou baga enquanto as sementes sdo numerosas
e pequenas, sendo dispersas por vento ou gotas de chuva, e o endosperma é ausente
(BARROSO, Lc.).

Cerca de 480 espécies distribuidas em 63 géneros ocorrem no Brasil (BARROSO,
l.c.), sendo alguns géneros restritos a regido central, como Cambessedesia, Chaetostoma,
Lavoisiera, Marcetia, Microlicia, Trembleya e Svitramia. Outros, como Leandra, Miconia,
Ossaea e Tibouchina, t€m distribuicdo mais ampla (ROMERO e MARTINS, 2002). De
acordo com Fritsch et al. (2004), mais de 90% das quase 300 espécies da tribo Microlicieae
sdo endémicas do cerrado, sendo a mais diversa nos campos rupestres. Entre elas estdo as

espécies do género Cambessedesia (Fritsch, 2004).

1.3.1 Cambessedesia DC.

O género Cambessedesia (Figura 4) é endémico no Brasil, distribuido especialmente
nos campos rupestres dos estados da Bahia, Minas Gerais e Goids, podendo ocorrer também
nos cerrados de Pernambuco, Sdo Paulo, Mato Grosso e Parand (MARTINS, 1984).

De Candolle descreveu o género em 1828, circunscrevendo-o pelas flores com hipanto
globoso a obovado, cujos lacinios sdo persistentes e t€m forma aguda. De acordo com o autor,
a corola apresenta 5 pétalas geralmente obovadas. O nimero de estames segue o padrdo da
familia, sendo o dobro do nimero de pétalas. As anteras sio lineares e falciformes, com base
subrostrada, auriculada a gibosa, conectivo evidente e prolongado e o estilete ¢é filiforme. O
fruto € capsular com forma ovada-globosa e possui 3 l6culos. As sementes sdo triangulares a
ovadas e seu hilo é linear. As folhas s@o sésseis e as flores podem ser pirpuras ou amarelas. O
género foi dedicado a Cambessedes, que auxiliou Saint-Hillaire na publicacdo Flora Brasiliae
Meridionalis (1825-1833). Na publicacdo foram descritas 10 espécies e uma variedade,
retiradas do género Rhexia: Cambessedesia late-venosa (Rhexia late-venosa Mart.); C.

purpurata (Rhexia purpurata Schr. et Mart.); C. corymbosa (Rhexia corymbosa Mart. et
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Schr.); C. balsaminifera (Rhexia balsaminifera Mart. et Schr.); C. sincorensis (Rhexia
resinosa Schrank, Rhexia sincorensis Mart.); C. crenulata (Rhexia crenulata Mart. et
Schrank.); C. espora (Rhexia espora A. St.-Hil in Bonpl., Rhexia chamaedrifolia Schr. et
Mart.) e C. espora var. ilificolia (Rhexia ilicifolia Schrank et Mart.); C. adamantium (Rhexia
adamantium A.St.-Hil in Bonpl.); C. hilariana (Rhexia galioides Schr. et Mart., Rhexia
hilariana Kunth in Bonpl., Rhexia suberosa Spreng.); e C. bidentata (Rhexia bidentata Nees
et Mart.).

Cogniaux (1891) reformulou a circunscricio do gé€nero, descrevendo-o mais
detalhadamente. Adicionalmente dividiu Cambessedesia hilariana em variedades, conforme
sua diversidade morfolégica: C. hilariana var. setosa, C. hilariana var. lanceolata, C.
hilariana var. grandiflora, C. hilariana var. vulgaris, C. hilariana var. genuina, C. hilariana
var. longifolia, C. hilariana var. bidentata, C. hilariana var. galioides, C. hilariana var.
obtusifolia, C. hilariana var. ciliata, C. hilariana var. linearis; e descreveu novas espécies: C.
eichleri Cogn.; C. membranacea Gardn.; C. purpurata DC; C. weddellii Naud.; C. late-
venosa DC.; C. rugosa Cogn.; C. arenaria Cogn.; C. corymbosa DC.; C. espora DC.; C.
espora DC. var. chamaedryfolia Cogn.; C. ilicifolia Triana; C. regnelliana Cogn.; C.

adamantium DC.; C. setacea Cogn.
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Figura 4. Algumas espécies representantes do género Cambessedesia DC. A-B) C. hilariana, Serra do Cip6,
Santa Luzia, MG. (Crédito: C.A.Mittelstaedt ¢ D.Clivati, 2006); C) C. hilariana, Ibicoara, BA. (Crédito: J.
Mullins, 2004); D-E) C. corymbosa, Serra do Cipd, Santa Luzia, MG. (Crédito: C.A.Mittelstaedt e D.Clivati,
2006); F) C. salviifolia. (Crédito: M. Peixoto); G) C. espora subsp. ilicifolia. Brumadinho, MG. (Crédito:
V.A.O.Dittrich, 2007); H-I) C. semidecandra, Serra do Cipd, Santa Luzia, MG. (Crédito: C.A.Mittelstaedt e
D.Clivati, 2006); J-L) C. gracilis, Catolés, BA. (Crédito: J. Mullins, 2004); M-O) C. tenuis Piatd, BA; (Crédito:
J. Mullins Santa Luzia Santa Luzia, 2004).
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Segundo Martins (1984), varios autores (MARTIUS, 1829; DON, 1832; CHAMISSO,
1834; SPACH, 1835; ENDICHLER, 1840; GARDNER, 1844 apud MARTINS, 1984),
realizaram pequenas modificacdes em Cambessedesia, aprimoradas por TRIANA (1871), que
reuniu uma quantidade maior de informacdes provenientes de material de herbarios europeus.
Mais modifica¢des foram realizadas por outros autores (RECHINGER, 1908; MARKGRAF,
1927; WURDACK, 1981 apud MARTINS, 1984) e, ao final delas, o género contava com 19
espécies.

A revisao taxondmica do género (MARTINS, 1984) circunscreve o tdxon com base nas
flores pentameras ou 6-meras, com coloragdo vermelho-alaranjada com base amarela, ou
totalmente amarela, assim como conectivo espessado dorsalmente, algumas vezes com um
apéndice na base. O ovario pode ser piloso ou glandular-piloso, puberoso ou pubescente. O
género é constituido por duas sec¢des, a Cambessedesia e a Pyramia (Cham.) A.B.Martins. A
primeira detém as espécies que apresentam ovario com 3 a 4 l16culos e tricomas glandulares
simples, enquanto a segunda se¢do, proveniente do género Pyramia Cham., detém as espécies
que apresentam ovario com 5 a 6 loculos e possuem tricomas dendriticos ou estrelados
(MARTINS, Ic.).

Desde sua determinacdo por De Candolle (1891), realizaram-se rearranjos taxondmicos
e descri¢des de novas espécies, sendo o género Cambessedesia atualmente composto por 21
espécies descritas. Até 2004, Cambessedesia foi considerado membro da tribo Microlicieae de
acordo com os sistemas de Triana (1871), Cogniaux (1891) e Renner (1993). Posteriormente,
Fritsch et al. (2004), num estudo focando as relacdes entre os géneros da tribo Microlicieae,
com base em dados morfoldgicos e moleculares, obtiveram como resultado o posicionamento
de Cambessedesia fora da referida tribo. O género ficou agrupado numa politomia com as
tribos Melastomeae, Sonerileae, Dissochaeteae, Bertolonieae (em parte) e Blakeeae, e a
politomia ficou agrupada com o clado do nicleo Microlicieae.

Fritsch et al. (I.c.) sugeriu que Cambessedesia e mais outros 3 gé€neros devessem ser
acomodados em outras tribos. Essa decisdo ainda requer estudos mais detalhados, com maior
amostragem de géneros, os quais ja estdo em andamento (MARTINS, com.pess.).

Além do posicionamento incerto do género Cambessedesia dentro da familia
Melastomataceae, suas relagdes intra-especificas também sdo desconhecidas a luz da
filogenia, sendo imprescindivel a realizacdo de estudos baseados em dados morfoldgicos e

moleculares.
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1.4 FILOGENIA

O objetivo principal da sistematica filogenética é a reconstrugdo das relacdes de
ancestralidade entre os tdxons através dos caracteres derivados compartilhados. Assim, as
classificagdes que ndo utilizam a filogenia como ferramenta correm o risco de serem
artificiais, sendo util apenas para identificacdes e ndo para questdes evolutivas (WILEY et

al., 1991).

1.4.1 Filogenia Morfologica

Segundo Wiley et al. (1991), todas as evidéncias relevantes disponiveis devem ser
utilizadas para a inferéncia da filogenia dos grupos. Essas evidéncias s3o os atributos
inerentes a cada organismo, ou seja, seu carater intrinseco. Através dos caracteres do
organismo podem ser inferidos os caracteres do tdxon ao qual ele se insere.

Wiley (1981) ja discutia a falta de defini¢do para o termo “cariter”, criando ele proprio
uma acepg¢do: “uma caracteristica de um organismo, produto de uma seqiiéncia ontogenética
ou citogenética de caracteristicas pré-existentes, ou uma caracteristica de um organismo
parental pré-existente. Essas caracteristicas surgem na evolugdo através de modificagdes de
seqiiéncias moleculares, ontogenéticas ou citogenéticas pré-existentes”. O autor destaca a
importancia de se codificar corretamente tanto caracteres morfologicos quanto moleculares
para andlises filogenéticas.

Mais recentemente, Sereno (2007) também discutiu amplamente a negligéncia do
significado de ‘“cardter”, revisando os conceitos utilizados até entdo (Tabela 1). A discussdo
baseia-se nos preceitos de cardter como “varidveis independentes”, e de estados de cardter
como ‘“condicdes mutuamente exclusivas de um cardter’. A conclusio € de que a
independéncia e a exclusdo miutua sdo as propriedades necessdrias suficientes para definir

carater e estados de carater, tanto para dados morfoldgicos, quanto moleculares.
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Tabela 1. Breve histérico das defini¢des de “carater”. Modificado de Sereno (2007).

Definicao

Referéncia

“Qualquer atributo de um organismo ou de um grupo de organismos pelo
qual se difere de outros organismos pertencentes a outra categoria ou se
assemelha a organismos da mesma categoria”.

“As particularidades que distinguem semaforontes (ou grupo de
semaforontes) de outros caracteres dos semaforontes”.

“Uma teoria na qual dois atributos que parecem diferentes, sdo, na verdade,
o mesmo (homdlogos)”.

“A parte ou atributo de um organismo que pode ser descrito, figurado,
medido, pesado, contado, marcado ou transmitido de um bidlogo para
outro”.

“O carater multi-estado é considerado um grupo de mais de dois estados
orginicos ou inorgdnicos que, através de algum processo, transformou-se
de um para outro”.

“Atributos de organismos que sofreram mudanga evolutiva (...), um gene,
uma caracteristica morfolégica, uma seqii€éncia ontogenética, um atributo
comportamental ou qualquer outro aspecto herddvel”.

“O conceito de homologia primdria € uma hipétese baseada na similaridade
e reflete a expectativa de que haja uma correspondéncia das partes (dos
organismos) que pode ser detectada pela equivaléncia das similaridades
observadas”.

“Qualquer caracteristica observavel de um organismo”.

“Uma caracteristica particular interpretada como homoéloga a outra
caracteristica”.

“(1) uma hipétese de homologia primdria em dois ou mais tdxons
terminais baseadas nas observagdes originais dos organismos. (2) Uma
caracteristica observdvel de um organismo usado para distingui-lo de
outro”.

“Os termos cardter € homologia primdria tornaram-se 0 mesmo”.

“Qualquer carater compartilhado entre os organismos que, acredita-se,
proverd informacdo para a andlise filogenética (...) a soma das
caracteristicas que apresentam similaridades particulares (...) identidades
topolégicas (...) ou relacdes de homologia primdria (...) cada qual
observado em organismos diferentes”.

“Hipétese (...) objeto de estudo do teste cladistico de congruéncia numa
andlise de parcimdnia”.

“Uma observagdo que captura peculiaridades distintas entre organismos
(...) uma relagdo ldgica estabelecida entre atributos intrinsecos de dois ou
mais organismos que, se corroborados por congruéncia, é hipoteticamente
explicado como uma relagéo histérica”.

“Uma série de eventos histéricos singulares”.

MAYR et al. (1953)

HENNIG (1966)

PLATNIK (1979)

WILEY (1981)

O’GRADY e DEETS (1987)

MABEE (1989)

DE PINNA (1991)

GRANDE e RIEPPEL

(1994); LIERN et al. (2001)

ZELDITCH et al. (1995)

KITCHING et al. (1998)

WILLIAMS e SEIBERT
(2000)

STEVENS (2000)

FOREY e KITCHING (2001)

RIEPPEL e KEARNEY
(2002)

GRANT e KLUGE (2004)
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A complexidade da codificacdo de caracteres, mesmo sendo mais marcante nos dados
morfoldgicos, também € inerente aos dados moleculares.

Apesar de ndo ser possivel definir se as transversdes e transicdes sdo homdlogas entre
as seqiiéncias analisadas, a dificuldade na determinacdo de homologias entre os caracteres
morfoldgicos é um dos argumentos freqiientemente empregados para justificar o emprego de
dados moleculares, ao invés de morfoldgicos, na reconstrucdo das relacdes filogenéticas.
Além disso, a ambigiiidade dos estados de cardter também justificaria a utilizacdo de dados
moleculares, ao invés de morfolégicos (SCOTLAND et al., 2003).

Segundo Scotland (/.c.), a morfologia € uma fonte de todo o conhecimento que se tem
atualmente sobre os organismos, porém, seu emprego na andlise filogenética deixa lacunas,
que s seriam preenchidas pela apreciacdo dos dados moleculares.

Nesse contexto, a andlise filogenética baseada em dados morfolégicos pode ser uma
importante ferramenta para complementar as informagdes resultantes das andlises baseadas
em dados moleculares, e vice-versa, j4 que ambas sdo evidéncias da histéria evolutiva dos
organismos.

Por outro lado, até o presente momento, a reconstrucao da histdria filogenética a partir
de dados moleculares tem se baseado primordialmente em informacdes pontuais (como uma
ou poucas seqiiéncias de DNA), o que leva a um vislumbre limitado da filogenia dos

organismos.

1.4.2 Filogenia Molecular

A filogenia molecular apresenta como importante vantagem sobre a filogenia
morfoldgica a utilizacdo de um nimero muito maior de caracteres, dada a combinagdo de
nucleotideos e a variacdo de cada nucleotideo entre individuos do mesmo tdxon, entre tixons,
etc. (DOYLE, 1992).

Além disso, a codificacdo dos caracteres moleculares € mais objetiva do que os dados
morfoldgicos, uma vez que ndo ha ambigiiidade, ji que ha apenas 4 nucleotideos possiveis,
compreendidos como 4 estados do mesmo carater MEYER, 1997).

Porém, os nucleotideos apresentam diversas combinagdes e localizacdes no genoma, e
a escolha de quais devem ser comparados é fundamental para a andlise filogenética

(WHEELER, 2001).
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A sistemadtica atualmente ja é direcionada pela reconstrucéo filogenética através de
dados moleculares e estudos dessa natureza t€m sido cada vez mais comuns. Apesar disso, é
imprescindivel ressaltar que esse tipo de andlise resulta em arvores que recapitulam a histéria
evolutiva da molécula empregada e ndo do tixon em estudo (DOYLE, 1992).

Por outro lado, a histéria evolutiva da molécula s6 € reconstruida quando se analisa
genes ortélogos (aqueles que sdo homdlogos nas diferentes espécies). Nem sempre € possivel
distinguir moléculas ort6logas de pardlogas, ou seja, aquelas que sofreram divergéncia no
momento da duplicagdo génica que as originou (MEYER, 1997; PAGE e HOLMES, 1998).
Por isso, os dados moleculares apresentam, de maneira semelhante aos dados morfoldgicos,
problemas relacionados a determinagdo da homologia do cardter utilizado na anélise

filogenética.

1.4.2.1 DNA ribossémico

Algumas familias multigénicas apresentam apenas uma cOpia ou poucas cépias de
genes no genoma, as quais geralmente tém funcdes distintas. Outras familias multigénicas sdo
muito repetidas e em seqiiéncia, contendo multiplas cépias de genes com a mesma funcio. E
provavel que essas repeticdes in tandem tenham evoluido devido a grande demanda de
proteinas da célula hospedeira. O DNA ribossémico codifica RNAr, que € um elemento do
ribossomo. Devido a fun¢@o de sintese de proteinas do ribossomo, o RNAr é encontrado em
todas as espécies e em grande quantidade em cada célula, inclusive em mitocOndrias e
cloroplastos (PAGE e HOLMES, 1998)

Existem trés tipos de RNAr no genoma nuclear dos eucariotos: o 18S ou subunidade
menor, com aproximadamente 1.800 pares de bases; o 26S ou subunidade maior, com
aproximadamente 4.000 pares de bases; e 0 RNAr 5,8S, com aproximadamente 160 pares de
bases. Além dessas seqiiéncias codificadoras, o arranjo de DNAr também contém regides
espacadoras, que sinalizam a transcri¢do de RNA, sendo elas um espacador externo transcrito
(ETS) e dois espagadores internos transcritos (ITS1 e ITS2). O conjunto de seqiiéncias de
genes e espacadores formam uma unidade de transcricio de RNAr. Essas unidades sdo
repetidas in tandem em muitas espécies e cada unidade é separada por um espagador nio-

transcrito (NTS) (PAGE e HOLMES, 1998).
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O ndmero de copias do DNAr varia entre as espécies e suas seqiiéncias vem sendo
freqiientemente empregadas em andlises filogenéticas moleculares, baseadas no fato de que a
sintese protéica é essencial a vida e por isso os ribossomos estdo presentes em todas as formas
de vida (HILLIS e DIXON, 1991).

O DNAr, entretanto, ndo evolui de uma maneira simples. H4 um padrdo entre as
seqiiéncias de DNAr intra-especificas e interespecificas, as quais apresentam,
respectivamente, um alto grau de similaridade e uma ampla divergéncia. Geralmente uma
baixa variacdo intra-especifica € esperada quando h4 baixo nivel de divergéncia
interespecifica. O padrdo encontrado no DNAr, resultante da evolucdo em concerto, é
explicado por mecanismos genéticos (crossing-over e conversdo genética) que transferem
seqiiéncias de DNA entre genes, permitindo que evoluam concomitantemente. Isso significa
que as mutagdes podem se espalhar, mesmo que sejam em diferentes cromossomos (PAGE e
HOLMES, 1998).

A desvantagem de se utilizar seqiiéncias que evoluem em concerto € a dificuldade de
distinguir quais genes sdo homdlogos, pois genes ortologos e pardlogos podem estar

homogeneizados (PAGE e HOLMES, 1998).

1.4.2.2 A regido ITS

O espacador interno transcrito (ITS) é uma regido compreendida entre os genes 18S e
26S do DNA ribossdmico nuclear (Figura 5). O ITS1 separa os genes 18S e 5,85, enquanto o
espacador ITS2 separa os genes 5,8S e 26S (BALDWIN et al., 1995). Os espacadores
transcritos (ITS1 e ITS2) contém sinais para processar a transcricdo do RNAr (HILLIS e
DIXON, 1991). A regido ITS é comprovadamente uma fonte segura de caracteres
moleculares utilizadas em andlises filogenéticas em muitas familias de angiospermas. Os
espacadores ITS1 e ITS2 (cada um com aproximadamente 300 pares de bases) podem ser
diretamente amplificados por PCR e seqiienciados através de iniciadores ‘“universais”
(BALDWIN et al., 1995; Figura 5).

A andlise filogenética através da combinagdo dos dois espagadores resulta em arvores
melhor resolvidas e com suporte mais alto do que a andlise baseada em apenas um dos
espacadores. Isso ocorre devido ao fato das seqiiéncias dos espacadores terem relativamente

poucos caracteres, aproximadamente 300 pares de bases cada. (BALDWIN et al., 1995).



30

"[TS5" "TS3"

..... > >

185 DNAr NUCLEAR r{S gfi rgs 265 DNAr NUCLEAR

- -
"ITS2" "ITS4"
| |
I
Regido ITS

Figura 5. Esquematizacdo da regido ITS do DNA ribossomico nuclear. As setas indicam a posi¢do de
anelamento e o sentido dos iniciadores “universais”. Fonte: modificado de BALDWIN et al. (1995).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho tem como objetivo geral desenvolver hipdteses filogenéticas para
o género Cambessedesia com base em dados morfolégicos e moleculares (regido ITS do DNA

riboss6mico nuclear).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Testar a monofilia das se¢cdes Cambessedesia e Pyramia (Cham.) A.B.Martins do
género Cambessedesia;

2. Reconhecer o padrdo atual morfoldgico para as espécies de Cambessedesia assim
como propor hipéteses para os processos evolutivos dos caracteres;

3. Através da(s) hipotese(s) filogenética(s) encontrada(s), reconhecer se ha correlagio

entre a filogenia e o padrdo de distribuicio geogrifica das espécies.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 ESTUDOS DOS CARACTERES MORFOLOGICOS

Foram utilizadas neste trabalho todas as espécies e subespécies (Tabela 2), das secdes
Pyramia Cham. e Cambessedesia, do género Cambessedesia, segundo o sistema de Martins
(1984), para compor o grupo-interno,. O grupo-externo foi composto por espécies de
diferentes tribos de Melastomataceae: Huberia piranii Baumgratz (Merianieae), Microlicia
viminalis Triana (Microlicieae), Trembleya parviflora Cogn. (Microlicieae) e Miconia
ligustroides Naudin (Miconieae).

A codificacio dos caracteres foi baseada em material herborizado (exsicatas
permutadas de diversos herbdrios nacionais; Tabela 2) observado ao microscépio
estereoscopico (CZM4 - Labomed) e ao microscopio 6ptico comum (BA400 - Motic), além

de literatura (COGNIAUX, 1891; 1888; MARTINS; 1983; 1984; 1985; 1995).
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Tabela 2. Espécies do género Cambessedesia DC. (Melastomataceae) e espécies do grupo-externo, das quais foram

codificados os caracteres utilizados na matriz morfoldgica.

Secdo Cambessedesia

Espécies

Material testemunho/ literatura consultada

1. C. arenaria Cogn.
2. C. atropurpurea A.B.Martins

3. C. corymbosa DC.

4. C. eichleri Cogn.

5. C. espora subsp. espora (DC) A.B.Martins

6. C. espora subsp. ilicifolia (DC.) A.B.Martins

7. C. glaziovii Cogn. ex A.B.Martins

8. C. gracilis Wurdack
9. C. harleyi Wurdack

10. C. hermogenesii A.B.Martins

11. C. hilariana DC.

MARTINS (1984).
MARTINS (1984).

BHCB 75652, BHCB 31793, BHCB 42744,
BHCB 5247, BHCB 19882, BHCB 67982,
BHCB 68023, BHCB 63514, BHCB 67981,
BHCB 68021, SP 329157, SP 329172, HUFU
24984, HUFU 27052.

MARTINS (1984).

BHCB 29094, BHCB 54243, BHCB 19877,
BHCB 16279, BHCB 10772, BHCB 10772,
HEPH 14327-8, HEPH 21902-9, HEPH 19483-
2, HEPH 268-2, HEPH 20435-8, HEPH 11091-
4, HEPH 7835-2, HEPH 5028-8, HEPH - 4067-
3, HEPH 3517-3, HEPH 17596-0, ESAL 15901,
ESAL 11773, HUFU 4113, MG 147437, MG
75778.

HRCB 6, HRCB 6, AC 2314, IAC 3478, IAC
3968, IAC 3140, IAC 6396, IAC 8783, IAC
19362, IAC 22276, RBR 22339, RBR 22338,
ESAL 16206, ESAL 3639, ESAL 3028, ESAL
11083, ESAL 10664, ESAL 08300, ESAL 07277,
ESAL 6242, ESAL 5378, ESAL 4961, ESAL
4910, ESAL 4054, ESAL 3358, ESAL 2939,
ESAL 2217, ESAL 954, ESAL 5567, ESAL
13436, BHCB 16432, BHCB 24820, BHCB
24071, BHCB 68509, BHCB 22881, BHCB
3698, BHCB 67966, BHCB 67969, BHCB
67995, BHCB 38032, BHCB 60934, HUFU
28611, HUFU 34924, HUFU 29407, HUFU
28678, HUFU 37949, HUFU 38181, HUFU
38018, BHZB 3245, BHZB 379, BHZB 3398.

SP 215924, SP 212490, HEPH 3975-6, HEPH
6374-6ESA — 81463.

HUEFS 98675.
HUEFS 106661.

MARTINS (1984).

ESA ? - V.C.Souza et al. — 2219, ESA 48748,
ESA 20278, ESA ? - V.C.Souza et al. — 9982,
ESA 8912, ESA ? - K.D.Barreto et al. — 3281,
ESA 41207, ESA 77998, ESA ex-SPF, ?-
V.C.Souza et al. 1523, HRCB 1, HRCB 2HRCB
3, HRCB 4, HRCB 5, HRCB 8,
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Tabela 2. Espécies do género Cambessedesia DC. (Melastomataceae) e espécies do grupo-externo, das quais foram
codificados os caracteres utilizados na matriz morfolégica (continuagdo)

11.

C. hilariana DC. (continuagio)

HRCB 7, HRCB 9, HAS 86697, IAC 27061, IAC
6395, IAC 14134, IAC 43876,

HUEFS 94611, HUEF'S 104748, HEPH 21752-
2, HEPH 20090-5, HEPH 5486-1, RBR 22337,
RBR 22336, BHZB 2545, BHZB 2391, BHZB
5260, BHZB 1047, ESAL 4271, ESAL 1774,
ESAL 10345, ESAL 11045, ESAL 11732, BHCB
8633, BHCB 68014, BHCB 60932, BHCB
10465, BHCB 8861, BHCB 8104, BHCB 5824,
BHCB 6970, BHCB 67986, BHCB 66959,
BHCB 67978, BHCB 67987, BHCB 68009,
BHCB 68797, BHCB 80325, BHCB 87000,
BHCB 2838, BHCB 5442, BHCB 19874, BHCB
19875, BHCB 14325, BHCB 50985, BHCB
12327, BHCB 5455, BHCB 71452, BHCB
47669, BHCB 26841, BHCB 21450, BHCB
19885, BHCB 18467, BHCB 19879, BHCB
10649, HUFU 29568, HUFU 35699, HUFU
5341, HUFU 8433, HUFU 24987, HUFU
23717, HUFU 23723, HUFU 23719, HUFU
23720, HUFU 28640, HUFU 28845, HUFU
24978, HUFU 24971, HUFU 4405, HUFU
32329, HUFU 25077, HUFU 8355, HUFU
5386, HUFU 5072, HUFU 36831, HUFU
21778, HUFU 24941, HUFU 18269, HUFU
6411, HUFU 44048, HUFU 9548, HUFU
30076, HUFU 8927, HUFU 28697, HUFU
31059, HUFU 29498, HUFU 32843, HEPH
14819-9, HEPH 4071-1, SP 370221, SP
233048, SP 304553, MG 114489, MG 107397,
MG 148728.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

C. latevenosa DC.
C. membranacea subsp. bahiana A.B.Martins
C. membranacea subsp. membranacea A.B.Martins

C. purpurata DC.

C .rupestris A.B.Martins

C. semidecandra A.B.Martins

C. tenuis Markgr.
C. weddelli Naudin.

C. wurdackii A.B.Martins

ESA 77921.
HUEFS 94164.
SP 141300, MG 112862.

ESA 61453, HUEFS 94189, HUMC 1652.

MARTINS (1993).

BHCB 67974, BHCB 67976, SP 38585, SP
154004, IAC 3479.

HUEFS 94553, SP 346945.
BHCB 39683, BHCB 60931.

MARTINS (1984).

Secdo Pyramia Cham.

21.

22.

C. cambessedesioides (Wurdack) A.B.Martins

C. pityrophylla (DC.) A.B.Martins

HUEFS 99615.

BHCB 62345, SP 38254, HUFU 25061.
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Tabela 2. Espécies do género Cambessedesia DC. (Melastomataceae) e espécies do grupo-externo, das quais foram
codificados os caracteres utilizados na matriz morfoldgica (continuagio).

23. C. salviifolia (Cham.) A.B.Martins BHCB 48618, BHCB 40199, BHCB 38437,
BHCB 8364, BHCB 8161, SP 312989, HUFU
6247, HUFU 24959.

24. C. striatella (Naudin.) A.B.Martins MARTINS (1984).

Grupo-externo

25. Huberia piranii Baumgratz - tribo Merianieae BAUMGRATZ (1999).
26. Microlicia viminalis Triana - tribo Microliciae ROMERO (2003).

27. Trembleya parviflora Cogn. - tribo Microliciae MARTINS (1997).

28. Miconia ligustroides Naudin. - tribo Miconieae GOLDENBERG (2004).

3.2 EXTRACAO DE DNA E AMPLIFICACAO GENICA

Os experimentos moleculares foram realizados no Laboratdrio de Gendmica Estrutural
e Funcional e no Laboratério de Genética de Peixes e Aqiiicultura, pertencentes ao Nucleo
Integrado de Biotecnologia (NIB) da Universidade de Mogi das Cruzes.

Para a obten¢do de material genético foram utilizados aproximadamente 50 mg de
tecido desidratado (ndo-tratados previamente) de espécimes de Cambessedesia. O material foi
macerado em nitrogénio liquido e submetido a testes de extragdo do seu DNA total, com
DNAzol® (Invitrogen; CHOMCZYNSKI et al., 1997), CTAB 2x (DOYLE e DOYLE,
1987) e um protocolo modificado a partir do DNAzol®, com adi¢do de lavagem com fenol e
cloroférmio.

O procedimento com DNAzol® ¢ baseado no emprego de uma solugdo detergente que
hidrolisa RNA e promove a precipitacdo seletiva do DNA das células lisadas. Esse protocolo
ndo requer o emprego de fendis e 0 DNA pode ser obtido de diversos volumes de amostras e
em um tempo relativamente curto, entre 20 e 35 minutos (LATTIF, 2006).

O protocolo de extragdo de DNA de Doyle e Doyle (1987) baseia-se na utilizacdo de
CTAB (brometo de cetiltrimetilamonio) como detergente para solubilizar membranas, além
de formar um complexo com DNA para posterior precipitacdo. Utilizam-se também fenol e
cloroférmio para desnaturar proteinas e tornd-las insoldveis na fase aquosa. Esse método
requer mais de 175 minutos na soma total de cada etapa (COSTA et al., 2002).

As seqiiéncias dos espacadores ITS1 e ITS2 foram amplificadas com o uso de

iniciadores “universais” (WHITE ef al., 1990).
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A reagdo de amplificacdo empregou 1uL de DNA (20ng/uL), 2 puL de cada iniciador
(12 pmoles/uL), 5 pL. de tampao 5x, 3 uL de MgCl, (25 mM), 0,2 uL. de mix de dNTPs (100
pmoles/uL), 0,13 uL de Taq polimerase (SU/uL) e dgua MiliQ para completar o volume de
25uL.

As reacdes em cadeia da polimerase (PCR) foram realizadas no termociclador PTC-
100 (MJ Research), com desnaturagdo inicial a 95 °C por 1 minuto, 34 ciclos com
desnaturacdo a 94 °C por 1 minuto, anelamento a 48 °C por 1 minuto e extensdo a 70°C por 10
minutos. Para otimizacdo da amplificacdo foram testados diversos volumes de
dimetilsulf6xido 5% e soro albumina bovina 10 mg/mL (DMSO; BSA; MIRANDA et al.,
2007 [no prelo]); e de concentragdo de DNA template, a partir de 2 ng/uL até a concentracio
de cada solucdo estoque dos produtos de amplificacdo (entre 20 e 213ng/uL). Foram testados
também gradientes de temperatura de anelamento para otimizagao da amplificacdo (dados nao
demonstrados). Os produtos das reagdes foram observados em gel de agarose a 1%
evidenciado em brometo de etidio (0,5 pg/mL) a 65V e 38 mA por aproximadamente 50
minutos e comparados com o marcador de peso molecular 100pb da marca Promega.

Ap6s a obtencdo de bandas especificas, com tamanhos entre 300 e 400 pares de bases,
os produtos de PCR foram purificados, diretamente da solucdo ou pelo gel de agarose, e em
seguida realizou-se a precipitacdo dos fragmentos de DNA. A purificacido seguiu o protocolo
do kit GFX ™ (GE Healthcare). As rea¢des de seqiienciamento foram realizadas no
seqiienciador automadtico ABI 3100 (Perkin Elmer) segundo protocolo do fabricante e as fitas
senso e anti-senso obtidas foram comparadas para obteng@o de uma fita consenso, através dos
programas Phred (EWING et al., 1998), Phrap e Consed (GORDON, 2004). O alinhamento
das seqiiéncias foi feito pelo programa ClustalW (THOMPSON et al., 1994), através do
programa BioEdit 7.0.5.3 (HALL, 1999).
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3.3 ANALISE FILOGENETICA

3.3.1 Filogenia Morfolégica

Foi construida uma matriz com os dados morfolégicos, codificados a partir de
estruturas vegetativas e reprodutivas, com o emprego do programa NDE 0.5.0 (PAGE, 2001),
a qual foi analisada por meio do programa PAUP* versdo 4b10 (SWOFFORD, 2001) através
de busca heuristica com 2000 réplicas e adi¢c@o aleatdria otimizada por mdxima parcimonia;
os caracteres inaplicdveis foram considerados como estado adicional e tratados como néo-
ordenados. Os valores de bootstrap (2.000 réplicas com busca heuristica; FELSENSTEIN,
[1985]) e Bremer (BREMER, 1988) foram gerados para inferir o suporte dos ramos.
Posteriormente foi realizada a repesagem sucessiva de caracteres, baseada nos indices de
consisténcia rescalonados (FARRIS, 1969). Para o enraizamento dos cladogramas foi

utilizada comparag@o com o grupo-externo (NIXON e CARPENTER, 1993).

3.3.2 Evolucao dos Caracteres Morfoléogicos

Para estudo de evolucdo de caracteres morfoldgicos foram utilizados como fonte de
dados os cladogramas obtidos como fonte de dados para a reconstrucdo, através do programa

Mesquite (MADDISON e MADDISON, 2007).

3.3.2 Filogenia Molecular

As andlises filogenéticas foram realizadas através do método de Otimizacdo Direta
(OD) (WHEELER, 1996; JANIES e WHEELER, 2002) nas quais as hipéteses filogenéticas
baseadas nas seqiiéncias nucleotidicas sdo construidas diretamente, sem um alinhamento
prévio. Na OD, consideram-se os GAPs como “entidades ndo-observaveis”, e os indels como

processos que causam a diferenca no tamanho das seqiiéncias, juntamente com as premissas
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da méaxima parcimdnia (WHEELER, 1996). Considerando os indels como processos diretos
de transformagdes e utilizando seqii€ncias ancestrais hipotéticas, é possivel gerar uma ou mais
hipdteses filogenéticas mais parcimoniosas.

Para o teste de sensibilidade foram combinados dois pardmetros: o de custos de GAPs
e o da relacdo entre transi¢des e transversdes, os quais foram empregados posteriormente em
uma matriz de sensibilidade (ou espaco de andlise sensu PHILLIPS et al., 2000). A essa
matriz foram atribuidos valores gradativos, sendo 1, 2, 3 e 4 para GAPs e 1:1, 1:2, 1:3 e 1:4
para a relagdo transi¢des: transversdes.

As seqiiéncias nucleotidicas e os dados da matriz morfolégica foram analisados
isoladamente, mas combinadas posteriormente em uma andlise de evidéncia total (DNA e
morfologia). O espaco de andlise foi de 16 conjuntos de penalidades, resultantes de quatro
variantes para cada pardmetro (4 x 4), empregados para a anélise filogenética de cada uma das
particdes de dados e andlise combinada. As andlises foram realizadas através do aplicativo
POY 3.0.11 (WHEELER et al., 2003). A matriz de custos foi especificada com o parametro
“molecularmatrix” (—-molecularmatrix ‘gaptvts.txt’). A congruéncia das andlises das diferentes
matrizes foi mensurada pelo Incongruence Length Difference (ILD; FARRIS et al., 1995;
modificado por WHEELER [1999]).

O suporte dos ramos foi inferido pelos Indices de sensibilidade (IS). O IS foi calculado
pela freqii€ncia de cada clado nas 16 topologias.

Para o enraizamento dos cladogramas foi utilizado um grupo-externo composto pelas
espécies Miconia sp. (tribo Miconieae), Microlicia sp. Triana (Microlicieae) e Trembleya sp.
Cogn. (Microlicieae). Os cladogramas resultantes fora editados com o aplicativo TreeView
1.6.6 (PAGE, 1996). As analises foram conduzidas no cluster de 14 nds formados por
Pentium IV (2 GHz e 512 Mb de RAM, cada um), em atividade paralela e gerenciado pelo
sistema PVM (SUNDERAM, 1990).

Apds as analises filogenéticas, os cladogramas foram submetidos a uma busca
heuristica com otimizacdo de méxima parcimdnia cujo nimero de transformacdes foi
representado pelos comprimentos dos ramos. Os resultados foram comparados aos

cladogramas da andlise morfoldgica e da molecular.
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3.4 ANALISE BIOGEOGRAFICA

3.4.1 Distribuicao Geografica

Foi realizada uma atualizacdo das informagdes sobre distribui¢do geografica, a partir
do levantamento de dados de exsicatas de herbarios nacionais e internacionais, dos quais se
registraram a localidade, assim como suas coordenadas geogréficas (quando disponiveis),
habitat e altitude. A partir dessas informagdes, foram registradas as coordenadas geograficas
dos municipios de origem de cada espécime. Todas as informacgdes disponiveis foram
utilizadas para desenvolver hipdteses sobre a origem do género Cambessedesia e como pode

ter ocorrido seu endemismo.

3.4.2 Areas de endemismo

Um método formal de areas de endemismo (Szumik et al., 2002; Szumik e Goloboff,
2004) foi implementado pelos programas NDM e VNDM 2.5 (Goloboff, 2005) para avaliar o
padréo de distribuicdo das espécies, baseado nos conceitos de Platnik.

Foi construida uma matriz de presenga e auséncia, por municipio, para cada espécie de
Cambessedesia. Em cada célula da matriz foi registrada a codificacdo de distribuicdo das
espécies. O método avalia, através de um indice, as areas (representadas por células) de
acordo com o ajuste da distribui¢ao das espécies. Foram retidas as dreas com valores maximos
que representam seu endemismo (GROSSO e SZUMIK, 2007).

As dareas resultantes foram tratadas como cardter nao-ordenado e, em seguida, foram
otimizadas pelo método de Fitch (sensu RONQUIST, 1994). Os ndés que originaram duas ou
mais dreas geograficas disjuntas foram consideradas como evidéncia para eventos de

vicariancia (GROSSO e SZUMIK, 2007).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 DADOS MORFOLOGICOS
A partir da codificagdo de estruturas vegetativas e reprodutivas das espécies de
Cambessedesia (Tabela 3), foi construida uma matriz com 44 caracteres morfolégicos (Tabela

4), posteriormente submetida a andlise filogenética.
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Tabela 3. Descricdo dos caracteres morfologicos e seus estados, codificados a partir das estruturas vegetativas e
reprodutivas das espécies de Cambessedesia DC. (grupo-interno) e das espécies Huberia piranii, Microlicia viminalis,
Trembleya parvifolia e Miconia ligustroides (grupo-externo).

REPRESENTACAO DOS

CARATER ESTADOS CARACTERES*

Verificado pelas descri¢des
em etiquetas das exsicatas,
descrigdes de espécies e
observacdo em campo

1. Habito (0) subarbusto; (1) arbusto; (2) arvoreta

Verificado pelas descri¢des
em etiquetas das exsicatas,
descri¢des de espécies e
observagdo em campo

2. Posi¢ao do caule (0) procumbente ou prostrada; (1) ereta

(0) quadrangulares a subquadrangulares; (1) cilindricos a

3. Forma dos ramos subcilindricos; (2) poligonais.

4. Posicionamento das

folhas (0) opostas simples; (1) pseudo-fasciculadas.

Verificado pelas descri¢des
em etiquetas das exsicatas,
descrigdes de espécies e
observacdo em campo

5. Lamina foliar (0) membrandcea a cartilaginosa; (1) coridcea a carticea.

(0) ovéide; (1) eliptica/lanceolada/oblonga; (2) cordiforme;

6. Forma foliar (3) orbicular

7. Apice da folha (0) agudo/acuminado; (1) obtuso; (2) arredondado.

8. Base da folha (0) atenuada/aguda; (1) cordada; (2) arredondada.

(0) inteira; (1) crenada a serreada; (2) crenulada ou ondulada

9. Margem foliar . P . PRSI
préximo ao dpice e inteira proximo a base.
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Tabela 3. Descricdo dos caracteres morfologicos e seus estados, codificados a partir das estruturas vegetativas e
reprodutivas das espécies de Cambessedesia DC. (grupo-interno) e das espécies Huberia piranii, Microlicia viminalis,
Trembleya parvifolia e Miconia ligustroides (grupo-externo) (continuagao).

CARATER

ESTADOS

REPRESENTACAO DOS

CARACTERES *

10. Peciolo das folhas

(0) ausente; (1) presente.

11. Venacao foliar

(0) 1-nérvea; (1) 3-nérvea; (2) 5-nérvea; (3) 7-nérvea.

12. Bracteas

(0) apenas bractéolas presentes; (1) bracteas e bractéolas
presentes; (2) auséncia de qualquer tipo de brictea.

13. Forma da bractéola

(0) lanceolada/ovalada; (1) cordiforme ou cordada; (2)
obovada.

14.Consisténcia da
bractéola

(0) cartacea; (1) membranécea.

Informac@o retirada de

literatura (MARTINS, 1984)

15. Peciolo da bractéola

(0) séssil ou subséssil; (1) peciolada.

16. Indumento das
bractéolas

(0) glabra; (1) pilosa em pelo menos uma das faces.

17. Venacao da
bractéola

(0)1-nérvea; (1)3-nérvea; (2) 5-nérvea; (3) 7-nérvea; (4)
nervacdo irregular.

18. Forma do hipanto

(0) campanulado/urceolado; (1) oblongo; (2) tubuloso;
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Tabela 3. Descricdo dos caracteres morfologicos e seus estados, codificados a partir das estruturas vegetativas e
reprodutivas das espécies de Cambessedesia DC. (grupo-interno) e das espécies Huberia piranii, Microlicia viminalis,
Trembleya parvifolia e Miconia ligustroides (grupo-externo) (continuagao).

CARATER

REPRESENTACAO DOS

ESTADOS CARACTERES *

19. Superfice do
hipanto

(0) estriado; (1) costado da base ao dpice; (2) costado a altura
dos lacinios; (3) liso.

20. Indumento do
hipanto

(0) glabro; (1) piloso.

21. Tubo do calice

Informagdes de descri¢Ges
das espécies e observagdo
das exsicatas.

(0) ausente; (1) presente - menor que 0,3mm; (2) presente -
igual ou maior que 0,3mm.

22. Forma dos lacinios

(0) triangular; (1) oval.

23. Comprimento dos
lacinios

(0) menores que a metade do comprimento do hipanto; (1)
maiores que a metade do comprimento do hipanto.

24. Corola quanto ao
nimero de pétalas

(0) 4-mera; (1) 5-mera; (2) 6-mera; (3) 7-mera.

25. Forma das pétalas

(0) oval/ovalada/ovada; (1) eliptica/lanceolada; (2) oboval,
(3) espatulada.
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Tabela 3. Descricdo dos caracteres morfologicos e seus estados, codificados a partir das estruturas vegetativas e
reprodutivas das espécies de Cambessedesia DC. (grupo-interno) e das espécies Huberia piranii, Microlicia viminalis,
Trembleya parvifolia e Miconia ligustroides (grupo-externo) (continuagao).

REPRESENTACAO DOS

CARATER ESTADOS CARACTERES *

. (0) agudo; (1) acuminado ou apiculado; (2) obtuso;
26. Apice das pétalas (3) arredondado.

Informagdes de etiquetas de
exsicatas, descrigdes de
espécies e observacdo em
campo

(0) totalmente vermelhas; (1) totalmente amarelas; (2)
27. Cor das pétalas vermelhas ou alaranjadas, sendo amarelas na base; (3) roxas,
lilases ou rosadas; (4) brancas.

28. Indumento das

pétalas (0) margem glabra; (1) margem ciliada

29. Pélo glandular

apical das pétalas (0) ausente; (1) presente.

30. Namero de estames (0) 10; (1) 12; (2) 8; (3) 5.

(0) giboso na base; (1) espessado na base; (2) espessado no

31. Forma do conectivo dorso; (3) no-espessado,

32. Textura da teca (0) lisa; (1) corrugada.
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Tabela 3. Descricdo dos caracteres morfologicos e seus estados, codificados a partir das estruturas vegetativas e
reprodutivas das espécies de Cambessedesia DC. (grupo-interno) e das espécies Huberia piranii, Microlicia viminalis,
Trembleya parvifolia e Miconia ligustroides (grupo-externo) (continuagao).

REPRESENTACAO DOS

CARATER ESTADOS CARACTERES *

(0) teca prolongada abaixo do conectivo; (1) conectivo
33. Teca e conectivo -  prolongado abaixo da teca, sem cdlcar; (2) conectivo
tamanho relativo prolongado abaixo da teca, com cdlcar; (3) teca e conectivo
nao-prolongados

34. Forma das anteras  (0) lineares; (1) oblongas; (2) subuladas; (3) triangulares

35. Deiscéncia da teca  (0) poro apical; (1) poro ventral.

36. Indumento dos (0) glabro; (1) tricomas na base; (2) tricomas no apice; (3)
filetes tricomas por todo o filete.

(0) ovéide; (1) eliptico ou oblongo; (2) piriforme; (3)

37. Forma do ovario
globoso.

38. Numero de loculos

L. (0) 2 a 4 16culos no ovario; (1) 5 ou 6 16culos no ovario.
no ovario
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Tabela 3. Descricdo dos caracteres morfologicos e seus estados, codificados a partir das estruturas vegetativas e
reprodutivas das espécies de Cambessedesia DC. (grupo-interno) e das espécies Huberia piranii, Microlicia viminalis,
Trembleya parvifolia e Miconia ligustroides (grupo-externo) (continuagao).

CARACTERES

REPRESENTACAO DOS

ESTADOS CARACTERES *

39. Indumento do
ovario

(0) glabro; (1) piloso apenas na base; (2) piloso apenas no
apice; (3) todo piloso.

40. Aderéncia do
ovario ao hipanto

(0) maior parte da superficie do ovdrio livre; (1) maior parte
da superficie do ovério aderida.

41. Forma do estilete

(0) reto; (1) encurvado apenas na base; (2) encurvado apenas
no dpice;(3) encurvado de forma sigmdide.

42. Indumento do
estilete.

(0) glabro; (1) piloso na base ou metade inferior.

43. Forma do fruto
(capsula)

(0) ovéide; (1) globosa; (2) oblonga.

44. Padrao de nervacao

(0) acrédoma perfeita; (1) acrédroma imperfeita; (2)
campilédroma; (3) paralelédroma; (4) hipédroma; (5)
campilédroma e broquidrédroma.

* Figuras modificadas de MARTINS (1984).



Tabela 4. Matriz construida a partir da codificacdo de estruturas vegetativas e reprodutivas das 21 espécies
de Cambessedesia DC e 4 espécies do grupo-externo (Melastomataceae).

Taxon

Caracteres
11111111112222222222333333333344444

12345678901234567890123456789012345678901234

C.arenaria
C.atropurpurea

C.corymbosa

C.eichleri

C.espora subsp.espora
C.espora subsp.ilicifolia
C.glaziovii

C.gracilis

C.harleyi

C.hermogenesii

C.hilariana

C.latevenosa

C.membranacea subsp.membranacea

C.membranacea subsp.bahiana

C.purpurata
C.rupestris
C.semidecandra
C.tenuis

C.weddellii

C.wurdackii
C.cambessedesioides

C.pityrophylla

C.salviifolia
C.striatella

Huberia piranii
Microlicia viminalis
Trembleya parviflora

Miconia ligustroides

010011000110010000002011012000000000003?2100
1 2 1 1
0000101111201?21?01110010021100011003001207?5
11 2 1 2
01001002112001001001201101200010100010103000
1 11 3 11 11 2 12
3
01000102112007011011200101200010000010200070
1 2 2
01011221011000001000101111100020300000203011
2 1 1 32 1
01110001001000001000101111100020000100202111
12 112 1 1 2
01010301101012011001100101010020000030202172
1 1 1
0100110001000?201111100101110010000130211113
211 1
01002021112007010101210100210010000110202122
3 3 1 1
01100100111001002011200101200010000100112070
1
00011000000002000000200100200020000110203011
11 12 111 1 1111 1 1 124
2 2
01001311101001012001201100201010000110212100
2 21 31 1 2 2
0100001111100?001000200101200020000010210010
1 21 11 1
3
0100101111100?001100200101200020000010210002
32 2 1 1
3
0110020100200?00?100100111100020000100210112
31 1 2 1 1 2
000000010121072100111001012010202100003?01??
121 1

1 1 21
0100101011100?012011110101211010000010210100
1 1 2
0?2200111120010120010100212110100001002031?0
322 11 1 1 12
2 2
01001011113021212011101102210000200010312112
2 3 1
11011100010007202000200111200020000201010114
1 2 1 1
01001120011001010001201121111020000001212110
1 21 2 1 213
3
01001002011001014001200133210001000311212100
1 1 12 1 1 2 1
010010100110010101012011007?000102002?11217?120
1 121 2 1 1
11001002011100100120201011300231231000013071
2 1 2 2 4
011010000012————— 0311011203010301100?0000013
1
1100?12001110?11000110712?3100?7?10003100?010
4

1
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4.2 DADOS MOLECULARES

O protocolo CTAB 2x resultou em produtos de extracdo muito degradados, enquanto a
extragdo pelo protocolo do DNAzol mostrou-se eficiente devido ao resultado de extragdo de
DNA mais integro.

A vantagem da obtencdo de DNA total através do Plant DNAzol é por ele ser
especificamente formulado para o isolamento de DNA gendmico de plantas. A extragdo é
relativamente rdpida (aproximadamente 35 minutos) e a solucdo de extra¢do ndo € toxica para
as células, uma vez que ndo utiliza fendis. Ja4 o protocolo de Doyle requer muitas etapas,
muito tempo, e utiliza fenol e cloroférmio (VAN DEN BERG, 2007). Esse protocolo, apesar
de amplamente citado na literatura, néo foi eficiente para extracdo de DNA das espécies de
Cambessedesia, constatado por eletroforese e espectrofotometria (dados ndo demonstrados).

A ineficiéncia do protocolo de extracdo pode ser devido a qualidade do DNA das
plantas conservadas em exsicatas. Nenhum material vegetal retirado das exsicatas (quando
permitido pelos herbarios) teve seu DNA extraido e amplificado com pleno sucesso.

Comparando-se com o material proveniente do Laboratério de Sistematica Molecular
de Plantas da Universidade Estadual da Feira de Santana (UEFS), dos quais se amplificaram
todas as amostras, concluiu-se que a eficiéncia do protocolo deve-se a integridade do material
genético por conservagido dos tecidos vegetais em silica gel e extragdo.

A principio, foi levantada a hip6tese de o material vegetal extraido estar deteriorado
devido ao longo intervalo de tempo entre a coleta até a extracio do DNA. Porém, quando
comparado ao material genético doado pela UEFS e segundo informagdes sobre as coletas do
material, esse intervalo de tempo variou de 1 a 15 dias e apresentou resultado eficiente de
extracdo (Andrea Karla A. Santos, UEFS, com. pess.). Chegou-se a conclusio de que a falha
na extracdo reside no tipo de conservagdo a que é submetido o tecido vegetal (exsicatas x
silica gel). Andrea K.A.Santos (com. pess.) também vivenciou dificuldades na extracdo de
DNA de exsicatas, obtendo resultado positivo apenas naquelas que tinham até 4 anos de
coleta.

As amplificacdes satisfatérias para posterior seqiienciamento resultaram a partir do
produto de extragdo a 10 ng/uL. Os resultados obtidos nos testes de temperatura para a regiao
do ITS2 a 48°C apresentou amplificacdo da regido de interesse, sendo mantida essa

temperatura para as amplificagdes posteriores.
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Todos os resultados dos seqiienciamentos foram submetidos a comparagdes, através
do BLAST (Tabela 5), com as seqiiéncias depositadas no GenBank, a fim de se certificar que
foram amplificadas e seqiienciadas as regides ITS das espécies em estudo.

Tabela 5. Resultados do BLAST quanto a identidade das seqiiéncias da regido ITS do DNAr nuclear de algumas

espécies de Cambessedesia em relacdo as seqiiéncias depositadas no GenBank. Em negrito estdo as seqiiéncias
ndo utilizadas no trabalho por se tratarem de ITS de fungos.

Espécie consultada

. e Identidade  Espécies depositadas ~ Cédigo de acesso
(pb)  Regido amplificada (%) no GenBank no Genbank
C. cambessedesioides Ascomycete sp.
(AKAS 428) 748 ITS 1, 5,8S e ITS2 93% (Fungi) AJ972866.1
C. gracilis (AKAS 399) 119 ITS 2 939, ~ Ramulariaplospora EU040238
(Fungi)
Miconia longifolia
C. gracilis (AKAS 399) 696 ITS 1,5,8S e ITS2 85% (Melastomataceae: EF418895.1
tribo Miconieae)
.. Miconia macrodon
C hermogenesii (AKAS 215 1191 585 ¢ ITS2 90%  (Melastomataceae: AY460516.1
862) . Lo
tribo Miconieae)
o Tococa capitata
gi;;l“”“”“ (AKAS 732 ITS1,58SelITS2  85%  (Melastomataceae: AY460549.1
tribo Miconieae)
C. membranacea subsp. Miconia rufescens
bahiana 368 ITS 2 94 % (Melastomataceae: AY460526
(AKAS 407) tribo Miconieae)
Merianthera sipolisii
i f)”’p uraa (AKAS 731 ITS1,58SeITS2  88%  (Melastomataceae: AY460459.1
tribo Merianeae)
. Miconia macrodon
C. rupestris (AKAS 705 ITS 1, 5,85 e ITS2 88%  (Melastomataceae: AY460516.1
859b) . Lo
tribo Miconieae)
. Cladosporium
C. rupestris (AKAS 170 ITS 2 95% cladosporioides EU301112
859a) .
(Fungi)
Miconia dolichopoda
C. tenuis (AKAS 301) 716 ITS 1,5,8SeITS2 89% (Melastomataceae: EF418888.1

tribo Miconieae)
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Das seqiiéncias obtidas, 75% apresentaram identidade com regides ITS de espécies
pertencentes a2 mesma familia de Cambessedesia e os outros 25% apresentaram identidade
com aregido ITS de fungos.

A etapa de amplificagdo foi problematica devido a inespecificidade dos iniciadores,
que resultaram em amplificacdes da regido ITS de fungos e na nao amplificacdo dos
espacadores ITS1 e ITS2 separadamente, mesmo que a reacdo tenha sido submetida a
diversos testes de temperatura e tempo de desnaturacdo, de anelamento e de extensdo e
diversas concentracdes de reagentes € DNA. No segundo caso, o resultado s foi positivo
quando foram utilizados os iniciadores que flanqueiam toda a regido ITS, anelando no final da
seqliéncia do gene 18S e no inicio da seqiiéncia do gene 26S (iniciadores ITS5 e ITS4,
respectivamente; Figura 5).

A andlise do seqiienciamento da regido I'TS das espécies de Cambessedesia (Tabela 5)
demonstrou que o anelamento dos iniciadores é deficiente, pois ocorre pareamento de apenas
12 nucleotideos dos 20 que compdem o iniciador ITS3 e 13 dos 21 nucleotideos do iniciador

ITS2 (Figura 6).

* Seqiiéncia senso do iniciador ITS3: 5° GCATCGATGAAGAACGCAGC 3’
* Seqiiéncia senso da regido ITS do DNAr nuclear de Cambessedesia tenuis

5’ TGACTGCGGAAGATCATTGTCGAATCGAGAGACGAANGATGACCGGCGAATCGTAATCGCGTATCG
GAGAGGGCCCGCGAGCGGGTATATCTCGCTCGCGCGGCTCGCGTCGCGTCGGCGGGGAGCCTCTACCCGAGGC
CCGCGTCGTGCCGGCGAACGAACGAATTCAGCACGGATCGTGCCAAGGAGGTTAACGGAGAGGATCGTCGTC
CCACGGCCCCGGCTGTCCTGGACGCGGGACGGGGGGCGGGCGGGCACGCGCGATCTCTGCTCGAGTCTGAATG
ACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCCTGCACCGATGAAGAACGTAGCGAAATGCGATACCTGGTGTGAATTG

5" GCATCGATGAAGAACGCAGC 3’
CAGAATCCCGCGAACCATCAATTCTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAAGCCATTCGGCCGAGGGCACGCCTGCC

TGGGTGTCGTGAATCCCCTTGCCCCANGGCAACCGCTCGGGCGCANAATATGGTCTCCCGCGGTGTCNGCGCG

CGCGTCNCGTCNAGCGCGGTTGGCCNAAAATCNANCATGGNGGNNACGGGCTCCNCGNNGTTCGGNGGATCN

ATCNANATTGNNTGNNCCNNNGNNTCNNNNNGNNGNNGGNNTCCNNANTTTNANNTCNCNNNNNNGNNATCC

CNNGNNNNGNNGGGNNTACCNNNTNANTTTANNNNTNNNNNNNNNNNNNNNNA3’

Figura 6. Demonstracdo da regido de anelamento do iniciador ITS2 na seqiiéncia de nucleotideos da regido ITS
do DNAr nuclear da espécies de Cambessedesia tenuis (AKAS 301).
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* Seqiiéncia anti-senso da regido ITS do DNAr nuclear de Cambessedesia tenuis

CGTTCTTCATCGA
5S’GCTGCGTTCTTCATCGATGC3’

Figura 6. Demonstracdo da regido de anelamento do iniciador ITS2 na seqiiéncia de nucleotideos da regido ITS
do DNAr nuclear da espécies de Cambessedesia tenuis (continuagao).

Por isso, foi escolhida a amplificacdo da regido ITS em detrimento da amplificacio
dos espacgadores isolados. Porém, a regido ITS, com mais de 700 pares de base, ndo foi
amplificada do material genético proveniente de exsicatas. Provavelmente a degradacdo do
DNA em conseqiiéncia da idade (mais de 4 anos) das exsicatas e dos possiveis métodos de
conservagdo (utilizagdo de microondas ou demora na desidratagdo das plantas) é o motivo da
ineficiéncia da amplificagdo da regido ITS. Essa alta porcentagem de amplificacdes
inespecificas (25%) e o anelamento imperfeito demonstram a necessidade de se desenvolver
iniciadores proprios para Cambessedesia (em andamento).

O seqiienciamento da regido ITS de organismos como fungos é um resultado
relativamente comum, conforme observado por Miranda et al. (2007, no prelo), devido a
presenca de contaminantes, possivelmente extraidos juntamente com o DNA de interesse.

A presenca de Cladosporium cladosporioides nos tecidos vegetativos de
Cambessedesia rupestris pode ser explicada pelo fato deste fungo ser endofitico e
entomopatogénico de ocorréncia natural, além de agente antagbnico as espécies de fungos
patogénicos. Essa espécie ¢ amplamente distribuida nas plantacdes de café da regido da
Chapada Diamantina (BA) (OLIVEIRA et al.,, 2004). Testes fisioldgicos com
Melastomataceae mostram que ndo hd atividade antifingica contra C. cladosporioides, o que

reforca a idéia da associacdo entre os organismos (AGRIPINO et al., 2004).
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Figura 7. Seqiiéncias da regido ITS do DNAr das espécies de Cambessedesia e seu grupo-externo, alinhadas e
editadas. A) Miconia sp.; B) Trembleya sp.; C) Microlicia sp.; D) Cambessedesia hilariana; E) Cambessedesia
tenuis; F) Cambessedesia purpurata; G) Cambessedesia rupestris; H) Cambessedesia hermogenesii; 1)
Cambessedesia gracilis. Blocos laranjas: ITS1, blocos verdes: gene 5,8S e blocos lilases: ITS2.
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Considerando a perda de parte das seqiiéncias durante a amplificacdo, o alinhamento
demonstrou que a regido ITS1 apresenta aproximadamente 280 pares de base. O gene 5,8S
apresenta 155 pares de base e o ITS2, 240.

No ITS 1 podem ser observadas diversas transi¢des e transversdes proprias do género
como nas posi¢cdes 23, 25, 30, 41, 48, 51, 56, 58, 63, 79, 121, 122, entre outras. Nas posi¢des
88 a 90 sdo constatadas de duas (CG) a trés (ACG) inser¢des nas seqii€ncias das espécies de
Cambessedesia. O mesmo ocorre entre as posicdes 129 e 131, onde hd inser¢cdo de AG ou
AGA.

No gene 5,8S pode-se verificar que, apesar de ser uma regido conservada, existem 4
transicdes, sendo elas A-G na posi¢do 262, C-T na 279 e T-C na 307 e na 341.

No ITS2 parece haver uma grande delecdo entre as posi¢des 461 e 487 em
todas as espécies de Cambessedesia analisadas. Em menor freqiiéncia, existem transicdes e
transversdes também observadas apenas em Cambessedesia. Nas posi¢des 533 e 534, hd uma

insercdo CG exclusiva de Cambessedesia gracilis.

4.3 ANALISES FILOGENETICAS

4.3.1 Filogenia Morfologica

A busca heuristica resultou em 9 arvores mais parcimoniosas (AMP) com 216 passos,
indice de consisténcia (IC) = 0,4009, indice de homoplasia (IH) = 0,5991 (excluindo
caracteres nao-informativos) e indice de retencdo (IR) = 0,5020.

A repesagem sucessiva de caracteres (FARRIS, 1989) resultou em apenas uma arvore
mais parcimoniosa (Figura 8B), com 5 caracteres com peso igual a 1, 30 caracteres com pesos
diferentes de 1, 3 caracteres ndo foram informativos e 41 foram informativos. A arvore de
repesagem (Figura 4) apresentou 45,102 passos (IC = 0,5813 e IR = 0,6892).

O consenso estrito das 9 AMPs (Figua 6A) resultou em 18 taxons distribuidos em 5
clados, congruentes com a arvore de repesagem (Figura 8B). De acordo com a arvore de
consenso e a arvore de repesagem, as se¢Oes Cambessedesia e Pyramia sdo parafiléticas
(Figura 4), pois as espécies da se¢do Pyramia ficaram agrupadas com as espécies da secio

Cambessedesia.
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Cambessedesia glaziovi
Cambessedesia hemnogenesi
| | Cambessedesia hemnogenesii
Cambessedesin GlaZioul mm—
Cambessedesia hilafana —

e Cammbe s s6de sia gemidecandry
e Cambessedesia gahitolia

-

Cambessedesia hadans

Cambessedesia semidecandrs

B

Figura 8. Comparacdo entre as drvores de consenso estrito (A) e de repesagem sucessiva de caracteres (B)
(FARRIS, 1989). Os grupos de Cambessedesia congruentes entre as arvores estdo marcados com as caixas
retangulares e nimeros romanos. Valores de bootstrap (FELSENSTEIN,1985) estdo em negrito, préximos aos
ramos, ¢ os indices de decaimento (ou indice de Bremer; BREMER, 1988), estdo em itdlico, abaixo do
bootstrap. As se¢des do género Cambessedesia sao parafiléticas e as espécies da secdo Pyramia estdo marcadas
através dos ramos pontilhados. GE=grupo-externo.
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A espécie mais basal é Cambessedesia cambessedesioides (Figura 8), cujo ramo é
sustentado por folhas pseudofasciculadas (carater 4, tabelas 3 e 4), hipanto glabro (carater 20),
lacinios do célice curtos (cardter 23), pétalas elipticas (carater 25), filetes pilosos no apice
(carater 36) e venacdo foliar hipédroma (carater 44).

Cambessedesia cambessedesioides foi considerada por Martins (1984) como
componente da secdo Pyramia, mesmo afirmando que as relacdes entre essa espécie e as
demais dessa secdo ser pouco claras, ndo parecendo proximas (filogeneticamente). Segundo a
autora, concordava-se em parte com a sugestdlo de Wurdack (1981) de que C.
cambessedesioides representaria o final evolutivo da se¢do Pyramia em dire¢do a
Cambessedesia. Essa informagao é corroborada pelo presente estudo devido o posicionamento
mais basal dessa espécie no cladograma.

A segunda espécie mais basal é Cambessedesia pityrophylla (Figura 8B), suportada
por bractéolas pilosas (cardter 16), flores totalmente amarelas (cariter 27), margem das
pétalas ciliadas (carater 28), com pélo apical glandular (carater 29).

A terceira espécie mais basal é Cambessedesia arenaria (Figura 8), e seus caracteres
autapomorficos sdo hipanto glabro (caréter 20), conectivo giboso na base (carater 31), ovario
completamente piloso (cariter 39) e fruto com forma eliptica a oval (carater 43). Conforme
sugerido anteriormente por Martins (1984), Cambessedesia arenaria seria filogeneticamente
préxima de C. corymbosa, sendo diferenciadas apenas pelo hipanto glabro, pelas folhas
pequenas e trinérveas e altura menor de C. arenaria; foi sugerida também a proximidade
filogenética a C. striatella, e os caracteres que os separariam seriam indumento estrelado e
ovério pentalocular de C. striatella. Os resultados mostram que C. arenaria ndo possui
relacdo proxima a essas espécies e a semelhanca morfoldgica entre elas pode ser devido a
retengdo do estado plesiomorfico dos caracteres.

A espécie Cambessedesia hermogenesii, de acordo com os resultados da arvore de
repesagem (Figura 8B), apresenta ancestralidade préxima das espécies mais derivadas,
pertencentes aos agrupamentos II, III, IV e V, e das espécies C. glaziovii, C. salviifolia, C.
hilariana e C. semidecandra.

A espécie Cambessedesia glaziovii é grupo-irmao dos agrupamentos II e III (Fig. 7B),
cujos caracteres autapomorficos sdo base foliar cordiforme (cariter 8), margem da pétala
ciliada (carater 28), filetes glabros (carater 36) e fruto com forma eliptica a ovada (caréter 43).
A proximidade entre Cambessedesia glaziovii e C. purpurata foi sugerida por Martins (1984)

devido a forma das folhas, mas ndo foi corroborada por este estudo, uma vez que C. glaziovii
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estd mais proxima das espécies do grupo II e III (Figura. 7) do que do grupo IV, ao qual
pertence C.purpurata.

O grupo II (Fig. 7B), formado por Cambessedesia atropurpurea, C. wurdackii, C.
rupestris, C. tenuis, C. weddellii e as duas subespécies de C. membranacea, € sustentado por
folhas ovada (cardter 6), com dpice obtuso (caréter 7), anteras oblongas (carater 34) e estilete
ereto (carater 41), apesar de C. atropurpurea e C. wurdackii apresentarem reversdes para o
estado plesiomérfico do estilete (encurvado no dpice). A relacdo entre Cambessedesia
rupestris, C. wurdackii e C. atropurpurea é sustentada pela posi¢do procumbente ou prostrada
do caule (cardter 2) - apesar de C. wurdackii apresentar uma reversdo para a forma ereta;
conectivos prolongados abaixo da teca, com apéndice (cardter 33); ovdrio totalmente piloso
(carater 30), mas ndo C. atropurpurea, que apresenta o estado autapomorfico glabro; frutos
esféricos (carater 43); venacao foliar campilédroma (caréter 44), exceto C. atropurpurea, que
apresenta venagdo campilédroma e broquidrédroma.

Cambessedesia atropurpurea foi considerada por Martins (1984) como proxima a
Cambessedesia wurdackii devido aos apéndices do conectivo. Os resultados mostram C.
wurdackii e C.atropurpurea como grupos-irmaos, sustentados por bractéolas cordiformes
(carater 13), porém C.wurdackii apresenta como autapomorfia as bractéolas obovadas; apice
das pétalas agudo (carater 26), C. wurdackii apresentando o estado autapomorfico obtuso;
conectivos gibosos na base (cariter 31) e estilete encurvado no dpice (cardter 41). Martins
(1984) ja havia observado que C. atropurpurea e C. wurdackii poderiam ter alguma afinidade,
porém sustentou essa hipdtese na presenca de cilcar na base do conectivo. Entretanto esse
cardter ndo é sinapomorfico ao referido clado.

O grupo Cambessedesia tenuis - C. weddellii (Figura 8B) é sustentado por lacinios
ovados (carater 22) e conectivos espessados na base (carater 31).

O grupo-irmdo C. membranacea subsp. membranacea - C. membranacea subsp.
bahiana (Fig. 6B) é sustentado por caracteres sinapomorficos como bractéolas (cardter 16),
pétalas (carater 28) e estilete totalmente glabros (caréter 42).

O grupo III (Figura 8B), composto por C. corymbosa e C. eichleri, mais a espécie C.
salviifolia formam um grupo-irmdo do grupo II, e é sustentado por folhas com base
arredondada (carater 8). As espécies C. corymbosa e C. eichleri sdo agrupadas por pétalas
glabras (carater 28), conectivos espessados na base (cariter 31); maior parte da superficie do
ovério aderida ao hipanto (carater 40) e estilete glabro (carater 42). O ramo de C. salviifolia é

sustentado por venagdo irregular das bractéolas (cariter 17), pétalas espatuladas (cariter 25),
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com dpice arredondado (carater 26), teca corrugada (carater 32), filetes totalmente pilosos
(carater 36), e ovario com 5 a 6 16culos (carater 38).

Cambessedesia corymbosa foi anteriormente citada como muito proxima C. salviifolia
por Martins (1984), por todos os caracteres compartilhados, exceto pelo nimero de 16culos do
ovério. Essa proximidade foi corroborada pelos resultados, e o que suporta essa relagdo € a
base arredondada da folha (carater 8).

O grupo V (Figura 8B) é formado por Cambessedesia harleyi, C. latevenosa e C.
striatella, sustentado por folha com &pice arredondado (cardter 7); lacinios longos (carater
23), exceto C. harleyi, que apresenta o estado “curto”; conectivos espessados na base (carater
31) e frutos oblongos (carater 43). As sinapomorfias de C. striatella sdo conectivos
prolongados abaixo da teca, com apéndice (carater 33) e 5 a 6 16culos no ovdrio (carater 38).

O grupo Cambessedesia harleyi - C. latevenosa (Fig. 6B) é sustentado por folhas
orbiculares (carater 6) com base cordiforme (carater 8) e folhas e folhas 5-venadas (carater
11).

O clado composto por Cambessedesia hilariana e C. semidecandra (Figura 8B) €
sustentado por bractéolas 1-venadas (cardter 17) e pétalas com dpice agudo (cariter 26),
sinapomérfico ao grupo. As duas espécies formam um grupo-irmao do grupo V.

O grupo IV (Figura 8B) é composto por Cambessedesia gracilis, C. purpurata e as
duas subespécies de C. espora. Esse grupo de taxons é sustentado por bractéolas carticeas
(carater 14); tubo do cdlice menor que 0,3mm (carater 21); flores totalmente amarelas (carater
27); venacdo foliar acrodroma imperfeita (cardter 44), exceto por uma homoplasia
(paralelismo) de C. purpurata, que apresenta venacdo campilédroma e uma autapomorfia de
C. gracilis, que apresenta venacdo paralelédroma.

Até 1984, Cambessedesia hilariana e C. semidecandra foram consideradas C.
hilariana e a proximidade entre elas foi discutida por Martins (1984), devido as caracteristicas
morfoldgicas que se sobrepdem como hipanto oblongo, corola vermelha a alaranjada com
base amarela e disposi¢do pseudoverticilada das folhas. Entretanto, os caracteres que
sustentaram o clado foram ramos procumbentes (carater 2), folhas pseudofasciculadas (carater
4), anteras oblongas (cardter 34), maior parte da superficie do ovdrio aderida ao hipanto
(carater 40) e venacdo foliar acrédroma imperfeita (carater 44), apesar de C. hilariana
também apresentar venacao hipédroma.

O que suporta as espécies como taxons diferentes sdo a forma sigmdide do estilete de

Cambessedesia hilariana (carater 41) e folhas membraniceas a cartilaginosas (carater 5),



58

hipanto costado por todo seu comprimento (carater 19), lacinios ovais (cardter 22), 5 estames
(carater 30) e ovdrio globoso (carater 37) de C. semidecandra.

A relagéo entre o clado composto pelo grupo IV e o clado composto pelos grupos II,
Il e V (Fig. 6B) é sustentada por caracteres sinapomorficos como bractéolas 3-venadas
(carater 17), hipanto oblongo (carater 18), lacinios curtos (carater 23) e filetes pilosos na base
(carater 36).

A constituicdio do grupo-irmdo C. membranacea subsp. membranacea - C.
membranacea subsp. bahiana foi corroborada devido a caracteres sinapomorficos como
indumento das bractéolas (cardter 16), margens das pétalas glabras (cariter 28) e estilete
totalmente glabros (caréter 42).

Muitos dos caracteres mostraram-se homopldsticos, pois surgiram em diferentes
eventos na evolucdo das linhagens. Porém, a combinacdo de diversos estados de cardter,
mesmo dos homoplasticos, foram suficientes para suportar os clados nas andlises
filogenéticas. Além disso, apesar de homoplasticos, os indices de retencdo permitem inferir
que os caracteres s@o plesiomorficos, o que pode sustentar que as homoplasias surgem de
acordo com estimulos ambientais apropriados para determinado estado. Portanto, estados
iguais em linhagens diferentes podem ser convergéncia adaptativa.

As andlises realizadas revelaram combinacdes ndo observadas anteriormente. Elas
também sugerem a parafilia das secdes Cambessedesia e Pyramia, uma vez que todas as

espécies da se¢do Pyramia estdo distribuidas em diversos ramos da se¢do Cambessedesia.
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4.3.2 Filogenia Molecular

O resultado adotado como hipétese filogenética € o cladograma com menor indice de
incongruéncia (ILD), que minimiza as homoplasias entre as seqiiéncias de nucleotideos e
matriz morfolégica. O menor ILD obtido (0,0077) corresponde ao custo 431 de

gaps:transicoes: transversoes (Tabela 6).

Tabela 6. Indice de incongruéncia entre as os cladogramas (morfolégico, molecular e combinado), calculada
partir de seus comprimentos (custo: relagdo gaps:tv:ts; morf=matriz morfolégica; ITS= espacadores ITS; ILD=
incongruence lenght difference).

CUSTO MORF ITS MORF+ITS ILD
111 72 342 594 0,3030
121 72 439 713 0,2833
131 72 500 822 0,3041
141 72 500 818 0,3007
211 72 432 594 0,1515
221 72 542 713 0,1388
231 72 642 822 0,1314
241 72 737 818 0,0110
311 72 516 594 0,0101
321 72 634 713 0,0098
331 72 740 822 0,0122
341 72 840 921 0,0098
411 72 600 678 0,0088
421 72 721 800 0,0088
431 72 834 913 0,0077

441 72 938 1021 0,0108
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Cambessedesia hermogenesii

Cambessedesia hilariana

Cambessedesia rupestris

Cambessedesia purpurata

— Cambessedesia gracilis

Cambessedesia tenuis

—— Microlicia sp.

Trembleya sp.

Miconia sp.

Figura 9. Cladrograma resultante da andlise combinada de dados morfolégicos e moleculares que apresentou
menor indice de incongruéncia (ILD).

E possivel verificar uma relativa congruéncia entre o cladograma morfolégico (Figura
8) e o filogenético (Figura 9) quanto a posicdo mais basal de Cambessedesia hermogenesii em
relacdo as demais espécies. O posicionamento de C. hilariana na anélise molecular (Figura 9)
é como segunda espécie mais basal, estando de acordo com o cladograma de repesagem de
caracteres morfoldgicos (Figura 8B), onde sua localizagdo também € mais basal em relacéo as
demais espécies. Ao comparar essas informagdes com o cladograma de consenso estrito
(Figura 8A), verifica-se o posicionamento de C. hilariana numa politomia, o que justificaria a
incongruéncia das analises morfoldgicas e moleculares.

H4 outra discordancia na relacdo entre C. tenuis - C. gracilis, C. purpurata e C.
rupestris, na qual C. gracilis estd mais relacionado com C. purpurata do que com C. fenuis,
de acordo com os cladogramas morfol6gicos, nos quais compdem o grupo IV (Figura 8). Da
mesma forma, C. tenuis e C. rupestris também sdo mais préximos entre si do que em relacdo
as outras duas espécies, compondo o grupo II (Figura 8).

A incongruéncia entre alguns resultados entre a andlise filogenética morfoldgica e a

molecular provavelmente ocorreu devido a baixa amostragem de terminais da filogenia
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molecular. Entretanto o posicionamento basal de C. hermogenesii foi corroborado pelos dados

moleculares.

Miconia sp.

|’ Trembleya sp.

Microlicia sp.

—— C. hermogenesii

C. hilariana

C. gracilis

C. rupestris

C. tenuis

10
C.purpurata

Figura 10. Cladograma resultante de busca heuristica otimizada por mdxima parcimdnia com o nimero de
transformagdes representadas pelos comprimentos dos ramos. A escala representa o niimero de transformacdes.

Os comprimentos dos ramos (Figura 10) indicam o nimero de transformacdes de cada
um deles. As espécies do género Cambessedesia, de maneira geral, apresentam uma
constincia de transformacdes em relacdo as espécies do grupo-externo. A maioria das
espécies de Cambessedesia apresenta ramos muito curtos, o que pode indicar uma evidéncia
para semelhancas morfoldgicas entre elas.

A espécie Cambessedesia hilariana se comporta de maneira bem diferente em relacio
as outras espécies do género, apresentando comprimento de ramo muito mais longo. Essa
caracteristica coincide com a grande variacio morfolégica de C. hilariana, que
taxonomicamente ja foi dividida em muitas variedades. O alto polimorfismo também coincide
com a ampla distribui¢do de C. hilariana, da mesma forma que os ramos curtos coincidem a

distribuicdo restrita das espécies.
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Os cladogramas das figuras 11 a 21 representam a evolucdo dos caracteres

morfoldgicos. Foram amostrados alguns caracteres morfoldgicos, parte deles com alto indice

de consisténcia, parte com alto indice de homoplasia (Tabela 7), a fim de se discutir

homoplasias como caracteres sinapomorficos para os tdxons, assim como inferir hipdteses

sobre a evolucdo dos caracteres nas linhagens de Cambessedesia.

Tabela 7. Relacdo dos indices de consisténcia (CI), indices de retengdo (RI), indices de retencdo rescalonados
(CR), indices de homoplasia (HI) resultados das andlises filogenéticas dos caracteres das espécies de de
Cambessedesia DC. Os valores estdo em ordem crescente de IH e decrescente de IC

Caracteres Ic IR CR IH
9 Margem foliar 1,000 1,000 1,000 0,000
15 Peciolo da bractéola 1,000 1,000 1,000 0,000
24 Numero de pétalas 1,000 0/0 0/0 0,000
30 Numero de estames 1,000 0/0 0/0 0,000
35 Deiscéncia da teca 1,000 0/0 0/0 0,000
6 Forma foliar 0,750 0,857 0,643 0,250
27 Cor das pétalas 0,750 0,833 0,625 0,250
12 Bréacteas 0,667 0,667 0,444 0,333
13 Forma da bractéola 0,667 0,000 0,000 0,333
25 Forma da pétala 0,600 0,750 0,450 0,400
39 Indumento do ovario 0,600 0,714 0,429 0,400
26 Apice da pétala 0,600 0,667 0,400 0,400
34 Forma da antera 0,600 0,333 0,200 0,400
7 Apice da folha 0,500 0,750 0,375 0,500
1 Hébito 0,500 0,667 0,333 0,500
36 Indumento do filete 0,500 0,571 0,286 0,500
33 Teca e conectivo 0,500 0,571 0,286 0,500
14 Consisténcia da bractéola 0,500 0,500 0,250 0,500
32 Textura da teca 0,500 0,000 0,000 0,500
10 Peciolo da folha 0,500 0,000 0,000 0,500
17 Venagdo da bractéola 0,429 0,556 0,238 0,571
19 Superficie do hipanto 0,429 0,429 0,184 0,571
21 Tubo do calice 0,400 0,700 0,280 0,600
4 Posicionamento das folhas 0,400 0,400 0,160 0,600
43 Forma do fruto - cdpsula 0,400 0,400 0,160 0,600
3 Forma dos ramos 0,400 0,000 0,000 0,600
31 Forma do conectivo 0,375 0,545 0,205 0,625
8 Base da folha 0,333 0,714 0,238 0,667
2 Posigdo do caule 0,333 0,000 0,000 0,667
41 Forma do estilete 0,300 0,300 0,090 0,700
37 Forma do ovario 0,286 0,545 0,156 0,714
16 Indumento da bractéola 0,250 0,667 0,167 0,750
22 Forma do lacinio 0,250 0,250 0,063 0,750
20 Indumento do hipanto 0,250 0,000 0,000 0,750
42 Indumento do estilete 0,200 0,429 0,086 0,800
18 Forma do hipanto 0,200 0,333 0,067 0,800
29 Pélo apical da pétala 0,200 0,333 0,067 0,800
38 Numero de ldéculos no ovéario 0,200 0,000 0,000 0,800
40 Aderéncia do ovario ao hipanto 0,143 0,400 0,057 0,857
23 Comprimento dos lacinios 0,143 0,333 0,048 0,857
28 Indumento da pétala 0,125 0,222 0,028 0,875
5 Lémina foliar 0,125 0,000 0,000 0,875
11 Venacao 0.400 0.500 0.200 0.600
44 Padrdo de nervacgao 0.417 0.222 0.093 0.583
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A margem foliar inteira (cardter 9; Tabela 8, Figura 11) é o estado plesiomérfico do

género, sendo mantido pelo grupo IV, por C. cambessedesioides e C. arenaria, os grupos

Hubsrizpirani
=0 Mizaria ligustroides
O Mizrcliciaviminals
O Trermbleya parviflora
Coambessadesivides I
m G pityrophiylla
C.hemmogenesii
C.glaziowi
Crupssiris
\43 C.atropurpursa
/\lj Cowurdackii H
M:‘ G tenuis
/\]j Coweddellii
/\ /\4:' Comembranasesmenbranacsa

\]:‘ C.mambrenacesbahiana

mais basais do gé€nero.

.zalviasfolia

\4] Coorymbasa

\\‘D C.aichleri I I I

C.striatslla
Charlsyi

= v
Clatevencesa

4

G semidecandra
C.graciis

O C.purpurata IV

C.esporasspora

Margem foliar
@ crenada a serreada
MW parte superior serreada

AN g

. ]:‘ C.asporailicifidia
O inteira [ C-arenaria

Figura 11. Evolucdo da margem foliar (carater 9) representada no cladograma gerado pela andlise filogenética
de mdxima parcimonia das espécies de Cambessedesia DC.

A margem crenada a serreada € uma sinapomorfia que retine os grupos I, [ll e V e as
espécies C. hilariana — C. semidecandra, C. salviifolia, C. hermogenesii e C. glaziovii.
Eventualmente C. gracilis pode apresentar como autapomorfia a por¢do superior da margem

serreada e a inferior, inteira. (IH=0, RI=1,0; Tabela 7).
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Figura 12. Evolugido do peciolo da bractéola (cardter 15) representada no cladograma gerado pela anilise
filogenética de mdxima parcimonia das espécies de Cambessedesia DC.

Bractéola séssil ou subséssil (cardter 15; Tabela 8, Figura 12) é um cariter
plesiomérfico e mantido por todas as espécies do género, exceto C. hilariana e C.
cambessedesioides que podem apresentar bractéolas pecioladas. Esse carater apresentou alto
indice de consisténcia e retencdo (CI=1, RI=1; Tabela 7), sendo sinapomérfico para o género.

Os resultados demonstraram que bractéola peciolada ou séssil pode ser um cariter
diagndstico para o género, jd que taxonomicamente ainda ndo haviam sido utilizadas para esse
fim. A consisténcia cartdcea das bractéolas talvez seja uma evidéncia de inicio de adaptacdo

as altas temperaturas durante o dia e baixas temperaturas a noite, ja que sdo folhas

modificadas e de menor comprimento.
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Hubsriagiranii
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Figura 13. Evolucdo do nimero de pétalas (cardter 24) representada no cladograma gerado pela andlise
filogenética de maxima parcimOnia das espécies de Cambessedesia DC.

O nimero de pétalas (cariter 24; Tabela 8, Figura 13) é um cariter utilizado como
diagndstico, porém as andlises indicam que, apesar de consistente para o género
Cambessedesia (CI=1; Tabela 7), também foi consistente para o grupo-externo. De acordo
com a descricdo taxonOmica, esse é um carater diagndstico para familia Melastomataceae de
maneira geral, ndo sendo til para diagndsticos interespecificos, visto que Cambessedesia
pityrophylla pode apresentar 4, 5, 6 e 7 pétalas, C. weddellii e C. semidecandra podem

apresentar 4 e 5 pétalas e C. arenaria e C. purpurata podem apresentar 5 e 6 pétalas.
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Figura 14. Evolucdo do niimero de estames (cariter 30) representada no cladograma gerado pela andlise
filogenética de mdxima parcimonia das espécies de Cambessedesia DC.

O ntmero de estames (Carater 30; Tabela 8, Figura 14) também € consistente para o
género (CI=1; Tabela 7), assim como para a familia, segunda a descri¢do taxondmica.
Entretanto, a espécie Cambessedesia semidecandra apresenta uma redugdo, pela metade, do
nimero de estames, apresentando-se isost€émone. Esse carater € autapomorfico para a espécie,

corroborando sua relevancia na utilizag@o para a diagnose taxondmica.
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Figura 15. Evolucdo da deiscéncia da teca (cardter 35) representada no cladograma gerado pela andlise
filogenética de mdxima parcimonia das espécies de Cambessedesia DC.

O tipo de deiscéncia da teca (carater 35, Tabela 8, Figura 15) € outro carater altamente
consistente (CI=1, Tabela 7), porém com pouco sinal filogenético para as relagdes
interespecificas de Cambessedesia. A forma alongada das anteras e a deiscéncia poricida
estdo relacionadas com a diminui¢do das chances de autopolinizagdo e prové alta
especializacdo inseto-planta. A forma dos estames, assim como a deiscéncia poricida, sdo
caracteres que evoluiram na familia Melastomataceae de tal forma que as flores
disponibilizam uma &4rea de pouso para os polinizadores e evitam a autopolinizacdo
(FRACASSO, 2003).

A forma das anteras e a ocorréncia da antese também estdo diretamente relacionadas
com a polinizacdo, especialmente por abelhas vibradoras. Algumas abelhas agarram os
estames de uma sé vez (e.g. Centris sp.) e vibram sobre eles, desencadeando uma chuva de
polen, que é aderido ao corpo da abelha, especialmente sobre a regido tordcica e/ou
abdominal. As abelhas que ndo conseguem segurar todas as anteras de uma s6 vez devido ao

seu menor tamanho corpdreo, fazem sobre um ou dois estames, apenas. Mesmo assim, ha a
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chuva de poélen, o qual fica aderido também nas laterais do corpo do polinizador

(FRACASSO, 2003).
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Figura 16. Evolugdo forma foliar (cardter 6) representada no cladograma gerado pela andlise filogenética de

méxima parcimonia das espécies de Cambessedesia DC.

A forma foliar (carater 6, Tabela 8, Figura 16) apresenta altos indices de consisténcia

(IC=0,75, Tabela 7) e retencdo (0,857, Tabela 7), e baixo indice de homoplasia (HI=0,25,

Tabela 7). O estado eliptico/lanceolado (1) é plesiomoérfico, expresso por quase todas as

espécies mais basais. A forma ovdéide (0) é uma sinapomorfia para as espécies o grupo II.

Folha cordiforme (2) é uma sinapomorfia para as espécies C. espora subsp. espora, C. espora

subsp. ilicifolia e C. purpurata. Folha orbicular é uma autapomorfia para C. glaziovii, e

sinapomorfia para C. harleyi - C. latevenosa. As andlises corroboram a utilizagdo desse

cardter na diagnose das espécies, mesmo sendo homopléstico.
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Figura 17. Evolugdo da cor das pétalas (cardter 27) representada no cladograma gerado pela andlise filogenética
de méxima parcimdnia das espécies de Cambessedesia DC.

A cor das pétalas (carater 27, Tabela 8, Figura 17) apresentou altos indices de
consisténcia e retencdo (CI=0,75, RI=0,833, Tabela 7) e baixo indice de homoplasia
(HI=0,25, Tabela 7). O cladograma que representa a evolugdo da cor das pétalas mostra um
elemento do grupo-externo, Miconia ligustroides, expressando o padrido de cor plesiomorfico
de Cambessedesia. Essa informacdo resultou da codificacao do cardter na matriz como estado
polimorfico. Assim, € possivel afirmar, com base nos resultados e na literatura (MARTINS,
1984), que o padrdo de cor da corola vermelha ou alaranjada com base amarela é
plesiomérfico para o género Cambessedesia. A corola totalmente amarela surgiu em dois
episodios evolutivos, como uma autapomorfia para C. pityrophylla e como uma sinapomorfia
para o grupo IV e a corola totalmente vermelha é uma autapomorfia para C. glaziovii. Os
resultados corroboram a utilizacio da cor das pétalas como diagndsticas tanto para o género,
quanto para determinadas espécies.

A coloragdo da corola estd comprovadamente relacionada com a polinizacio

(FRACASSO, 2003). A cor amarela da base das pétalas, em alguns casos das pétalas inteiras,
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do gineceu e androceu, ¢ uma caracteristica atribuida a atragio de polinizadores, pois
corresponde as faixas de comprimento de onda no espectro visual perceptivel especificamente
por abelhas (FRACASSO, 2003).

Apesar da cor da corola ser uma convergéncia evolutiva (WEISS, 1995), a coloracio
tipica de Cambessedesia (vermelho-alaranjado da metade para o 4pice e amarelo da metade
para base da pétala) pode ser uma adaptacdo aos polinizadores que ocorrem nas dreas de

endemismo das espécies.
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Figura 18. Evolucdo forma das bractéolas (cardter 13) representada no cladograma gerado pela andlise
filogenética de maxima parcimdnia das espécies de Cambessedesia DC.

A forma das bractéolas (carater 13, Tabela 8, Figura 18) apresenta indice de
consisténcia maior (CI=0,667, Tabela 7) que o indice de homoplasia (HI=0,333, Tabela 7).
Seu estado plesiomorfico (bractéola lanceolada) € retido pela maioria das espécies de

Cambessedesia, mas seus estados apomorficos (bractéola cordiforme e bractéola obovada)
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surgiram como paralelismo entre C. glaziovii e C. atropurpurea e como autapomotfia para C.
wurdackii, podendo ser utilizados como caracteres diagndsticos ou ainda como passos em

chaves dicotomicas de identificacao.
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Figura 19. Evolucdo da forma das pétalas (cardter 25) representada no cladograma gerado pela andlise
filogenética de mdxima parcimonia das espécies de Cambessedesia DC.

A forma das pétalas (carater 25, Tabela 8, Figura 19) apresentou CI=0,60, RI=0,667 e
HI=0,40 (Tabela 7). Apesar de homoplasticos, os estados desse cardter sustentaram alguns
clados, formando grupos consistentes (Figura 8). A forma oval das pétalas é uma
sinapomorfia para as espécies dos grupos II, III, IV e V. A forma eliptica surgiu em dois
eventos evolutivos distintos, um como autapomorfia para a espécie mais basal, C.
cambessedesioides, outro como sinapomorfia para as espécies C. purpurata, C. espora subsp.
espora — C. espora subsp. ilicifolia (grupo 1V). A forma espatulada € exclusiva para C.
salviifolia. Os resultados corroboram a utilizacdo da forma das pétalas na diagnose das

espécies.
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Figura 20. Evolugdo do indumento do ovdrio (cardter 39) representada no cladograma gerado pela andlise
filogenética de mdxima parcimonia das espécies de Cambessedesia DC.

O oviério glabro (carater 39, Tabela 8, Figura 20) € o estado plesiomérfico do género,
que foi mantido pela espécie mais basal, C. cambessedesioides, e surgiu como reversdo em C.
atropurpurea. O ovdrio piloso apenas na base é uma autapomorfia para C. hermogenesii, € o
ovério piloso apenas na base € uma sinapomorfia para os grupos II, III, IV e V e para as
espécies C. pityrophylla, C. glaziovii, C. salviifolia e C. hilariana — C. semidecandra. O
ovario inteiramente piloso surgiu em dois eventos evolutivos diferentes, como uma
sinapomorfia para C. rupestris e C. wurdackii e uma autapomorfia para C. arenaria. Ha
evidéncias de que esse cardter, apesar de homopldstico, também pode ser utilizado na

diagnose das espécies.

Apice das pétalas acuminado (CI= 0,600, RI=0,667, HI=0,400, Tabela 7) é o estado
plesiomérfico do caréter, apresentado pela maioria das espécies (carater 26, Tabela 8, Figura

21). O 4pice agudo é uma sinapomorfia que retne as espécies do grupo V com o grupo-irmao
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C. hilariana - C. semidecandra. Esse estado surgiu também em C. atropurpurea, como

possivel paralelismo. O dpice obtuso € uma autapomorfia de C. wurdackii e o 4pice

arredondado, de C. salviifolia.
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Figura 21. Evolucdo do dpice das pétalas (cardter 26) representada no cladograma gerado pela andlise

filogenética de maxima parcimdnia das espécies de Cambessedesia DC
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4.5 BIOGEOGRAFIA

A filogenia da tribo Microlicieae (FRITSCH et al., 2004) demonstrou que nio
comporta o género Cambessedesia como seu integrante, deslocando-o para uma politomia
juntamente com géneros pertencentes a outras tribos, como Sonerileae, Dissochateae,
Bertolonieae e Blakeeae. A divergéncia do grupo-irmdo Melastomeae — Microlicieae é
posterior a divergéncia do clado politdmico que inclui Cambessedesia.

O estudo de relégio molecular da tribo Melastomeae (RENNER e MEYER, 2001)
possibilitou inferir que o género Rhexia, endémico nos Estados Unidos, é muito proximo
filogeneticamente da tribo Microlicieae, acomodando-se no clado mais basal da tribo
Melastomeae.

Segundo a filogenia de Fritsch er al. (2004), que posiciona o género Cambessedesia
relativamente proximo a tribo Melastomeae e, através do cladograma calibrado de Renner e
Meyer (2001), que inclui géneros do grupo-irmdo Melastomeae — Microlicieae, pode-se supor
uma idade minima das linhagens ancestrais de Cambessedesia para propor a origem
biogeografica do género. Segundo Renner (/.c.), ndo se sabe quando Melastomeae divergiu do
seu grupo-irmao Microlicieae, mas o evento pode ter ocorrido entre 53 m.a.a (idade do f6ssil
mais antigo de Melastomeae, localizado na Laurisia) e 26-23 m.a.a. (idade das primeiras
sementes de Melastomeae). E possivel que essa divergéncia tenha ocorrido quando as
Melastomataceae ainda estavam bem adaptadas a vegetacdo subtropical da Laurdsia. Quanto
as sementes do Mioceno, encontradas na Eurésia, elas representam a data e o local de origem
do clado (RENNER e MEYER, 2001).

Fato interessante, que corroboraria com o endemismo de Cambessedesia a regides de
grandes altitudes e climas frios, ¢ que Melastomeae evoluiu em climas mais frios e foi capaz
de persistir na Europa no Alto Mioceno. As baixas temperaturas representaram uma barreira
mais fraca para elas do que para qualquer outro grupo de Melastomataceae, sendo que muitos
de seus géneros crescem nas altitudes dos Andes e Himalaia, sobrevivendo a noites
congelantes (RENNER e MEYER, 2001).

Assim, a tribo Melastomeae pode ter alcangado a América do Sul no Mioceno médio,
sendo essa a data minima para a divergéncia dos ancestrais de Cambessedesia no Brasil.

Segundo Saadi (1995), ndo ha evidéncias que permitem afirmar que a Cadeia do
Espinhaco tenha evoluido geologicamente sob temperaturas muito baixas, mas hd evidéncias

que permitem inferir que evoluiu sob condi¢Ges quentes e imidas. Essas condi¢cdes podem ter
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favorecido a ampla distribuicdo das espécies em algum momento da histéria evolutiva.
Porém, sabendo-se que a Cadeia do Espinhaco sofreu modificagdes geoldgicas durante o
Quaternario, quando provavelmente as espécies de Cambessedesia ja estavam ali instaladas, e
considerando o clima atual da regido, é possivel que tais mudancas ambientais tenham
favorecido a extingdo de muitas linhagens, restando aquelas cujas adaptagdes morfoldgicas
permitiram sua sobrevivéncia em novas condi¢des climaticas.

Pode-se supor ainda que as adaptagdes de Cambessedesia sejam reversdes aos estados
de cardter plesiomdrficos das linhagens provenientes da Laurdsia.

Uma das hipéteses que podem ser levantadas quanto ao endemismo de Cambessedesia
baseia-se nos solos desenvolvidos sobre quartzito, que sdo mais pobres em carbono e
nutrientes, apresentando maior degradacdo e indicando fragilidade do campo rupestre. A
perda de matéria organica dos solos sobre quartzito associada a baixa producdo primdria sdo
as principais causas da sua degradacdo natural sob as atuais condi¢des climdticas, caminhando
para o processo de extin¢cdo dos campos rupestres (BENITES ez al., 2003). Esses fatores
permitem inferir que o endemismo de Cambessedesia foi originado por vicariancia, ou seja, a
diminuicdo das populagdes a ponto de tornarem-se espécies endémicas deve ser devido a
extingdo gradual e natural do campo rupestre.

Outra hipétese € a possibilidade de que a espécies do género Cambessedesia sejam
neo-endémicas, ou seja, a partir das mudancas climdticas do Pleistoceno, € que sofreram
irradiacdo seguida de contracdo das populacdes, restringindo-as aos campos rupestres da
Cadeia do Espinhaco, restando apenas poucas espécies mais amplamente distribuidas. O neo-
endemismo pode ser corroborado pelo grande niimero de homoplasias resultantes da anélise
filogenética, demonstrando o recém-surgimento das espécies, que sofreram poucas
modifica¢des até entdo (BROWN e LOMOLINO, 2006).

Geralmente os organismos (ndo necessariamente de tixons proximos) das disjuncoes
sdo morfologicamente muito similares e habitam ambientes similares. Entretanto, os tdxons
disjuntos podem apresentar morfologia e ocupac¢ido de ambientes diferentes.

Tendo em vista que a maioria das espécies do género Cambessedesia ocorre em
campos rupestres e que as regides montanhosas, onde os campos rupestres ocorrem, sao
descontinuas, pode-se verificar que muitas espécies sdo disjuntas, ou seja, s30 organismos
intimamente relacionados e vivem em dreas separadas entre si, mesmo que em pequenas
escalas. Nesse caso podem ser incluidas as espécies do grupo-irméao C. atropurpurea - C.

wurdackii que ocorrem, respectivamente, em Goids e na Bahia, as espécies C. membranacea
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subsp. membranacea — C. membranacea subsp. bahiana, que ocorrem respectivamente em
Mato Grosso/Goias e Bahia, entre outras.

As disjungdes refletem eventos passados, tendo os tdxons sido dispersos por grandes
distancias através de barreiras geograficas, levadas a locais distantes pela separagdo das placas
continentais, ou sendo os tixons sobreviventes de um ancestral amplamente distribuido em
tempos remotos (BROWN e LOMOLINO, 2006).

Existem vdrias explicacdes para a ocorréncia de espécies disjuntas, como: (1) a
ocorréncia dos ancestrais nas dreas do cerrado que antes eram unidas, mas posteriormente se
separaram e derivaram independentemente; (2) a amplitude com que os ancestrais antes eram
distribuidos foi diminuida devido a extincdo das populacdes das areas intermedidrias,
deixando relictos; ou ainda (3) a dispersdo de pelo menos uma linhagem a longa distdncia em
relacdo a drea de origem dos ancestrais.

A hipétese que pode explicar porque esses organismos, intimamente relacionados com
as outras espécies do género, ocorrem em locais distantes do centro de origem é a contracio e
expansdo do cerrado. Considerando o género Cambessedesia seja monofilético, e que C.
hilariana, a espécie mais amplamente distribuida, é grupo-irmdo de C. semidecandra,
endémica a imedia¢des da Diamantina (MG), pode-se supor que, das trés formas de disjungao,
a mais provavel tenha sido aquela em que os ancestrais eram amplamente distribuidos pelo
cerrado, que outrora perfazia uma area muito maior no Brasil, e a extincdo das populacdes
deixou relictos, provavelmente por vicariancia devido as expansdes e contragdes do cerrado e

as modifica¢cdes da Cadeia do Espinhaco.
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4.6 ANALISE DE ENDEMISMO

Foram obtidas trés dreas de endemismo, sendo apenas duas relevantes, uma vez que a

terceira drea foi contida na segunda area.
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Figura 22 Areas de endemismo obtidas através da andlise de distribuigio geogrifica nos programas
NDM/VNDM.

A primeira drea de endemismo (Figura 22, Area 1) foi sustentada pelas espécies C.
harleyi, C. purpurata, C. wurdackii, contribuindo cada uma das espécies com um ponto para o
indice de endemismo (3 pontos). A drea de endemismo compreendeu 2 células, compostas
pelos municipios de Abaira, Jacobina, Leng¢édis, Morro do Chapéu, Mucugé, Palmeiras, Piata e
Rio de Contas (BA) (Figura 23). A pontuacdo de mesmo valor se deu devido as espécies
ocorrerem de forma semelhante nas células, ou seja, cada uma estd presente nas duas células
da 4rea de endemismo e somente nelas.

A segunda drea de endemismo (Figura 22, Area 2) apresentou indice de endemismo de
4,611 pontos e compreendeu trés células, compostas pelos municipios de Santa Luzia,
Concei¢do do Mato Dentro e Jaboticatubas (MG) (Figura 23). A area 2 foi sustentada pelas
espécies C. espora subsp. ilicifolia, com pontuagdo de 0,277, ocorrendo em duas células
internas € uma externa a area de endemismo; C. arenaria, C. corymbosa, C. latevenosa, C.
salviifolia, todas contribuindo com 0,833 do indice, ocorrendo em apenas duas das células
internas da area de endemismo; e C. semidecandra, contribuindo com 1,0 ponto do indice,

ocorrendo nas 3 células da area de endemismo e somente nelas.
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Os resultados obtidos podem ser uteis a definicho de &reas prioritarias para

conservagdo, uma vez que apenas 2,2 % da area do cerrado encontram-se dentro de unidades

de conservacdo (KLINK, 2005).
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Figura 23. Localizacdo dos municipios correspondentes a drea de endemismo no estado da Bahia (acima, a

direita), e em Minas Gerais (abaixo, a direita), e o posicionamento das areas na Cadeia do Espinhago (a
esquerda).
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5. CONCLUSOES E SUGESTOES

Muitos caracteres morfolégicos mostraram-se homoplasticos, tendo surgido em
diferentes eventos na evolu¢do das linhagens. Entretanto, a combinagdo dos caracteres
homoplasticos foi suficiente para sustentar os clados nas andlises filogenéticas de
Cambessedesia..

As hipéteses filogenéticas baseadas em morfologia revelaram combinacdes ndo-
observadas anteriormente e corroboraram outras ja sugeridas. Elas também sugeriram a
parafilia das secdes Cambessedesia e Pyramia, uma vez que todas as espécies da secdo
Pyramia estdo distribuidas em diversos ramos da se¢do Cambessedesia.

A extragdo de DNA de exsicatas com mais de quatro anos € problemadtica devido a sua
degradacgio provavelmente causada pelos métodos de conservacdo do material vegetal.

Os iniciadores “universais” mostraram baixa especificidade com a regido ITS do DNA
ribossomico nuclear de Cambessedesia, uma vez que houve alta porcentagem de amplificacdo
da regido ITS de fungos. Além disso, o anelamento dos iniciadores na regido ITS ¢é deficiente
nas espécies de Cambessedesia, fato compreensivel, uma vez que os iniciadores nao sdo
especificos para o grupo. A alta porcentagem de amplificacdes inespecificas (25%) e o
anelamento imperfeito indicam a necessidade de se desenvolver iniciadores préprios para
Cambessedesia (em andamento).

A regido ITS apresentou-se informativa para o estudo das relagdes interespecificas do
género Cambessedesia, confirmando positivamente seu emprego em andlises filogenéticas de
taxons infragenéricos.

A incongruéncia entre as hipéteses filogenéticas morfoldgicas e moleculares deve ter
ocorrido devido a baixa amostragem de terminais, uma vez que foram seqiienciadas regides
ITS de 6 das 21 espécies do género Cambessedesia.

Através de estudos baseados em relégio molecular de algumas tribos de
Melastomataceae, pode-se inferir que o género Cambessedesia pode ter surgido entre 53
m.a.a. € 26-23 m.a.a. no Brasil. A origem recente pode ser corroborada devido ao baixo
actimulo de transformacdes e a grande similaridade morfoldgica entre as espécies.

O endemismo das espécies de Cambessedesia deve ter ocorrido devido as mudancgas

climaticas e geoldgicas as quais foram submetidas a Cadeia do Espinhaco.
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A determinacio de dreas de endemismo € titil para a defini¢cdo de areas prioritarias
para conservacgdo. Assim, tendo em vista que Cambessedesia é endémico do cerrado e que
algumas de suas espécies ja se encontram em listas de espécies ameacadas, além de o cerrado
apresentar apenas 2,2% de sua 4drea integralmente protegidos (KLINK, 2005), as andlises de
drea de endemismo de Cambessedesia realizadas no presente trabalho podem servir de

subsidios para propostas de conservagao.
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