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Resumo

Espécies cosmopolitas sdo raras; por motivos historicos e bioldgicos, a maioria das
espécies esta restrita a uma determinada regido geografica. Areas com alta diversidade de
endemismos representam unidades evolutivas que merecem atencdo especial e sua
conservacao esta intimamente relacionada a origem e manutencao dos processos bioldgicos
que elas abrigam. Linhagens microendémicas, especialmente representadas por espécies de
distribuicdo restrita, tendem a apresentar baixa variabilidade genética e fendtipos
especializados, geralmente se mantendo isoladas em ilhas e topos de morros. Elas estdo
frequentemente ameagadas por atividades antropicas que levem & destruicdo de seu habitat,
mas também por razdes naturais, como a perda continua de variabilidade por endogamia e
as consequéncias intrinsecas deste processo.

A conservacao da biodiversidade depende ndo apenas da protecdo de individuos em
unidades de conservacdo, mas principalmente da preservacdo dos processos responsaveis
pela manutencdo de suas populacfes a longo prazo. Dessa maneira, é imprescindivel que
sejam detectadas areas relevantes a manutencdo desses processos e reconhecidos fatores
determinantes para a conservacdo das linhagens. O presente estudo teve como objetivo
investigar a origem e a manutencdo da diversidade nos campos rupestres da Cadeia do
Espinhago, uma regido rica em espécies e com altas taxas de endemismos, a partir da
biogeografia filogenética de Minaria T.U.P. Konno & Rapini e da variabilidade genética
de suas espécies. O género é composto predominantemente por espécies endémicas dos
campos rupestres da Cadeia do Espinhaco, mas possui desde espécies com ampla
distribuicdo geogréfica até espécies confinadas a areas bastante restritas.

A biodiversidade singular da Cadeia do Espinhago vem estimulando o
desenvolvimento de estudos floristicos em suas serras hd décadas. Geralmente esta
diversidade esta associada aos campos rupestres que ocorrem acima de 900 m de altitude, é
marcado pela presenca de afloramentos rochosos quartziticos e solo arenoso, abrigando
diversas comunidades vegetais. Partindo de informagdes floristicas e dados de estruturacdo
populacional, fica evidente que a regido é caracterizada por uma alta diversidade beta em
diferentes niveis. Dessa maneira, o conhecimento desigual e incompleto ao longo da
Cadeia do Espinhago pode levar a selecdo de &reas que ndo necessariamente sdo as mais
relevantes biologicamente. Elas podem representar simplesmente regifes mais conhecidas

e talvez ndo sejam capazes de conservar uma parcela representativa da biodiversidade



regional a longo prazo. Atualmente, é necessario investir em estudos detalhados que sejam
direcionados para a detec¢do de padrbes e processos determinantes a dindmica dos campos
rupestres e suas linhagens.

O género Minaria foi detectado apenas apds a utilizacdo de dados moleculares em
estudos filogenéticos e o reconhecimento deste clado revelou padrdes morfoldgicos que ate
entdo vinham sendo negligenciados em favor da aplicacdo pragmatica de caracteres florais
na taxonomia das Asclepiadoideae neotropicais. O grupo foi delimitado com 19 espécies,
facilmente reconhecidas pelo habito subarbustivo, com folhas e flores pequenas (Fig. 1).
S&o arbustos eretos ou decumbentes, geralmente indumentados, com folhas cordadas a
acerosas e frequentemente revolutas. A estabilidade morfologica dos caracteres vegetativos
parece estar fortemente associada a sua distribuicdo restrita a ambientes abertos,
salientando a conservacéo filogenética dessa linhagem aos campos rupestres. As flores séo
geralmente claras e a corola pode ir de urceolada a rotacea, indumentada de varias
maneiras, principalmente em sua face adaxial. A corona pode ser dupla, simples ou estar
ausente, e os frutos sdo foliculos fusiformes (Fig. 2), alongados ou ndo no pice, a
depender da presenca de coma nas sementes. Essa coma € uma caracteristica comum em
Asclepiadoidea, e sua auséncia, aliada a reducdo do nimero de sementes por fruto (até
duas vs. mais de seis sementes comosas), caracteriza um grupo de espécies de Minaria
microendémicas da Cadeia do Espinhaco de Minas Gerais.

Recentemente, andlises mais abrangentes em Metastelmatinatinae contestaram o
monofiletismo de Minaria. Duas espécies endémicas do bloco Norte da Cadeia do
Espinhaco, na Bahia, e até entdo incluidas em outros géneros, emergiram em Minaria. No
entanto, a falta de resolucdo e/ou baixo suporte para os nds basais de Metastelmatinae,
associado a incongruéncias entre fontes de dados, estimularam o desenvolvimento de
analises mais robustas para o grupo. No capitulo 1, nés delineamos um estudo filogenético
para verificar a delimitacdo de Minaria e resolver suas relacdes internas. Foram utilizados
dados moleculares, plastidiais e nucleares, bem como dados morfolégicos. Todas as
espécies do género foram incluidas e diversas analises foram conduzidas de modo a extrair
0 méximo de informacéo filogenética disponivel.

O capitulo 2 mostra que a analise bayesiana ¢ o método mais eficiente para a
reconstrucdo de filogenias a partir de dados moleculares, recuperando mais clados
supostamente corretos com confianga estatistica. Os desempenhos dos principais métodos
de inferéncia filogenética foram avaliados a partir da congruéncia entre resultados obtidos

com diferentes fontes de dados (plastidiais e nucleares). Com base em uma quantidade



limitada de dados, a parciménia apresentou menor resolucdo e mais incongruéncia entre as
particGes, sustentando resultados espurios. A Maxima Verossimilhanca apresentou
resultados com propriedades hibridas, evidenciando mais clados que a Maxima Parciménia,
mas também incongruéncias, sustentando resultados espurios. Ainda assim, as trés analises
apresentaram resultados semelhantes com base na matriz combinada dos dados
moleculares, e a fusdo de resultados obtidos independentemente por cada uma delas pode
auxiliar a ampliar a resolucdo ou o suporte em alguns trechos da arvore. O capitulo
recomenda que os estudos filogenéticos continuem adotando uma abordagem pluralista,
especialmente quando lidarem com pouca informacdo filogenética e grupos com historias
complexas.

Os resultados filogenéticos (Capitulos 1 e 2) confirmaram a necessidade de se
ampliar a circunscricdo de Minaria, que passard a incluir 21 espécies, 75% delas
endémicas da Cadeia do Espinhaco. Com base nesses resultados, foram realizadas duas
analises biogeograficas. Uma delas buscou avaliar a distribuicdo atual da diversidade
filogenética de Minaria ao longo da Cadeia do Espinhaco (Capitulo 2); a outra buscou
explorar a historia da distribuicdo espacial e ecoldgica dessa linhagem (Capitulo 4).

A diversidade e o endemismo filogenéticos representam facetas ainda pouco
exploradas da biodiversidade. Eles incluem medidas relativas do ponto de vista historico e
espacial que ndo podem ser extraidas simplesmente a partir do nimero de espécies ou de
endemismos de uma regido. Apesar de abordarem dois aspectos importantes para a
conservacao da biodiversidade, esses parametros ainda sdo raros para a grande maioria dos
grupos. Isso porque essas analises exigem o conhecimento completo e detalhado sobre as
relacdes filogenéticas no grupo e a distribui¢do geografica de suas espécies. No Capitulo 1,
foram detectadas quatro &reas com altos valores de endemismo filogenético na Cadeia do
Espinhaco, com base nos comprimentos de ramos e na distribuicdo das espécies de
Minaria: o Sul da Cadeia do Espinhaco, a Serra do Cipd, o Planalto de Diamantina e o
sudoeste da Chapada Diamantina. Essas areas abrigam a maior concentracdo de
diversidade filogenética com distribuicdo restrita e por isso a conservacgdo delas é essencial
para a manutencdo de uma ampla gama de processos evolutivos em Minaria e
possivelmente de outras linhagens que compartilharam com ela uma historia biogeogréafica
semelhante.

No capitulo 3, foi investigada a biogeografia historica de Minaria. Mudancas
ciclicas na érbita terrestre provocam mudancas climéticas na Terra ha milhares de anos. No

entanto, a influéncia desses ciclos parece ter se tornado mais marcante durante o



Quaternario. E inegavel que essas oscilacbes sdo acompanhadas de mudancas ambientais,
porém a extensao dessas mudancas e a influéncia delas em processos macroevolutivos sao
discutiveis. De qualquer maneira, a principal hipotese para se explicar o grande numero de
espécies e as altas taxas de endemismo na Cadeia do Espinha¢o continuam sendo os ciclos
sucessivos de expansdo e contracdo dos campos rupestres motivados pelas oscilagdes
climaticas durante o Pleistoceno. Neste contexto, a Cadeia do Espinhago representa um
refigio para espécies campestres durante a expansao das florestas em periodos interglaciais.
A analise espacial e ecoldgica apresentada focou o clado Minaria, buscando datar os
principais eventos biogeograficos dessa linhagem e avaliar os fatores relacionados a
origem e manutencdo de seus endemismos. A acuracia das datacdes ndo é suficiente para
que a influéncia dos ciclos pleistocénicos de 43 e 100 mil anos que predominaram durante
0 Quaternario possa ser testada com rigor. No entanto, os resultados sugerem um cenario
para a historia de Minaria diferente daquele que tem sido apresentado para a flora da
Cadeia do Espinhaco.

Durante o Plioceno, uma linhagem de Metastelmatinae se diferenciou na Cadeia do
Espinhaco, dando origem a Minaria. Desde entdo, sua historia tem sido regida por uma
tendéncia continua a retracdo geografica, interrompida apenas por pulsos relativamente
curtos de expansdo. Durante este processo, a Terra continuava sob uma longa tendéncia a
queda de temperatura e aumento da aridez. Este periodo marcou também a expansdo das
gramineas com fotossintese C4 nas areas mais quentes do globo e o estabelecimento do
regime do fogo nos cerrados modernos. Juntos esses fatores ambientais podem ter limitado
a distribuicdo de Minaria. A linhagem irradiou-se no Pleistoceno, como resultado dessas
retracOes. Populacdes isoladas geograficamente na Cadeia do Espinhaco (mas também fora
dela), principalmente na regido do Planalto de Diamantina, se diferenciaram e deram
origem a linhagens com distribuicdes restritas. Duas delas, no entanto, se dispersaram
recentemente para fora do Espinhaco e apresentam ampla distribuicao atualmente.

O aumento da seca e da incidéncia do fogo, acentuados com a sazonalidade
crescente na direcdo sul-norte da distribuicdo de Minaria, parecem atuar de maneira
determinante na biogeografia do grupo. As areas de altitude da Cadeia do Espinhaco
apresentam menor sazonalidade, com estacGes secas mais brandas devido a umidade
orografica. Elas sdo mais frias, dominadas por afloramentos rochosos e por plantas com
fotossintese Cs, 0 que dificulta o alastramento de queimadas. Dessa maneira, 0S campos
rupestres da Cadeia do Espinhaco oferecem ambientes menos sujeito a sazonalidade que

caracteriza o Cerrado e a Caatinga no seu entorno. Eles oferecem abrigos contra a seca e 0



fogo para linhagens que ndo estdo adaptadas as condi¢Bes instauradas com o
estabelecimento dos cerrados nas areas mais baixas.

No Capitulo 4, foram investigadas as caracteristicas genéticas de trés espécies de
Minaria com origem e historia de vida semelhantes, porém com extensdes diferentes de
distribuicdo. Os resultados mostraram que elas apresentam variabilidade genética similar,
porém a estruturacdo interpopulacional delas € maior nas espécies de mais ampla
distribuicdo geogréafica. Esse padrdo se adequa ao modelo biogeografico proposto para
Minaria. Neste corte, existem evidéncias de uma expansdo rapida seguida de retracao.
Apesar de apresentarem distribuicdo atualmente distinta, as trés espécies parecem ter
surgido de populacbes confinadas ao Planalto de Diamantina e possuem praticamente a
mesma idade. A semelhanca em relacdo a diversidade genética parece refletir essa origem
a partir de linhagens com extensdes semelhantes de distribuicdo. A expansdo deve ter
ocorrido recentemente, acompanhada por fluxo génico continuo facilitado pela formacéo
de corredores de distribuicdo, o que ndo permitiu o acamulo significativo de variacéo
genética em relacdo a populacdo ancestral. Atualmente, as linhagens de distribuicdo mais
ampla se encontram estruturadas, denotando uma diminuicdo ou mesmo interrupgdo do
fluxo génico entre elas e as populagdes do Espinhaco e de fora do Espinhago, formando
pools génicos distintos. Essa divisdo sugere que o isolamento da Cadeia do Espinhaco € o
primeiro a se estabelecer tdo logo as linhagens de Minaria comecem seu processo de
retracdo geogréfica.

Mudancgas ambientais podem desencadear processos distintos conforme o grupo.
Ainda assim, existem padrdes biogeograficos que refletem a histéria de toda uma
comunidade. Eles devem ser compartilhados por varios de seus elementos e por isso
podem ser reconstruidos a partir do estudo biogeografico de seus representantes. Esse
trabalho procurou resgatar em Minaria informacdes que pudessem refletir parte da histéria
dos campos rupestres da Cadeia do Espinhaco, ajudando a elucidar processos envolvidos
na origem e manutencdo dos endemismos dessas serras. Apesar das incertezas inerentes a
investigacBes desse tipo, 0 cenario construido para a dindmica dos campos rupestres a
partir desses dados empiricos transcende as conjecturas tedricas formuladas até aqui para
explicar os padrdes biogeograficos associados a biodiversidade dos campos rupestres da
Cadeia do Espinhaco. No entanto, sua pertinéncia devera ser verificada com base no
acumulo de dados e novas informacdes e, principalmente, a partir de estudos similares em

outros grupos.



Figura 1. Diversidade morfologica de Minaria. Habito de M. parva (a), M.decussata (b), M. diamantinensis
(c) e M. magisteriana (d). Flores e folhas de ‘Barjonia’ harleyi (e) e ‘Hemipogon harleyi’ (f), M. lourteigiae
(9), M. decussata (h), M. hemipogonoides (i), M. magisteriana (j), M. campanuliflora (K), M. cordata (), M.
cordata var. virgata (m), M. abortiva (n) e M. polygaloides (0). Fotos de A. Rapini e P. L. Ribeiro.
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Figura 2. Diversidade morfoldgica dos frutos e sementes de Minaria: M. refractifolia (a), M. parva (b), M.
cordata (c), M. grazielae (d) e M. semirii (¢) M. magisteriana (), M. grazielae (g), M. ditassoides (h, i).
Fotos de A. Rapini e P. L. Ribeiro.
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Filogenia e analise espacial da diversidade
filogenética de Minaria (Apocynaceae): acessando
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Filogenia e analise espacial da diversidade filogenética de Minaria
(Apocynaceae): acessando areas prioritarias para conservacio na Cadeia

do Espinhaco, Brasil

Resumo A deteccdo de areas que abriguem grande parte da diversidade evolutiva retida nas
linhagens geograficamente isoladas tem se tornado cada vez mais relevante para a
conservacdo da biodiversidade. Entretanto, a distribuicao da diversidade filogenética ainda
¢ desconhecida para a maioria dos grupos, o que restringe sua utilizagdo como critério-
chave na selecdo de areas prioritarias para a conservagdo. Para este proposito ¢ importante
se obter uma hipotese filogenética que inclua toda a diversidade conhecida de uma
linhagem. Dificuldades de amostragem muitas vezes impedem a reconstru¢do adequada da
filogenia, sendo necessario unir evidéncias que ajudem a revelar a historia do grupo. Nos
inferimos a filogenia de Minaria, cuja diversidade ¢ centrada na Cadeia do Espinhago, leste
do Brasil, para avaliar a distribuicdo da diversidade e dos endemismos filogenéticos e
identificar as 4reas desta Cadeia que abrigam a maior concentracdo de diversidade
evolutiva exclusiva. Foram detectadas quatro areas de alta diversidade e endemismo
filogenético: Rio de Contas, na Bahia; Planalto de Diamantina, Serra do Cipd e Sul da
Cadeia do Espinhago, em Minas Gerais. Dentre estas, o Planalto de Diamantina e a Serra do
Cip6 sao as regides mais relevantes abrigando 10 espécies exclusivas e algumas delas
encontram-se desprotegidas e vulneraveis a perturbacdes antropicas. Existe um alto grau de
ameacga de extingdo de M. monocoronata, unica espécie endémica do sul da Cadeia do
Espinhago, descendente de uma linhagem endémica e de distribuigcdo restrita, encontrada

exclusivamente em cangas, um dos ambientes mais ameacados desta cadeia de montanhas.

Palavras-chave: Asclepiadoideae; conservagao de linhagens; endemismo filogenético;

variagdao molecular, unidades de conservagao

* Manuscrito formatado para submissao a revista Taxon.



INTRODUCAO

O reconhecimento de espécies ou grupos de espécies proximamente relacionadas que
representem linhagens filogeneticamente isoladas e a deteccao de areas que abriguem uma
propor¢ao significativa da diversidade evolutiva retida nessas linhagens tem se tornado
cada vez mais relevantes para a conservacao da biodiversidade (Vane-Wright & al., 1991,
Williams & al., 1991; Faith, 1992, 2008; O’Brien, 1994; Mooers & al., 2005; Cadotte &
Davies, 2010). Nesse sentido, o numero de espécies nao € o Unico, nem necessariamente o
melhor critério para a indicagdo de areas prioritarias. Muitas vezes, ¢ preferivel selecionar
areas menos ricas, porém com um maior numero de espécies endémicas. Ainda assim, nem
todas as espécies endémicas sdo igualmente relevantes; a representatividade filogenética
(eventualmente refletida na distingao taxondmica) dessas espécies ¢ um fator extremamente
importante e que também deve ser considerado. A extingao de uma espécie ou de um grupo
de espécies proximamente relacionadas representa o fim daquela linhagem e essa perda sera
tanto maior quanto mais antiga (isolada filogeneticamente) ela for. Ao considerar relagdes
de parentesco, portanto, a diversidade filogenética oferece um componente de
biodiversidade intrinseco, acumulado durante a historia evolutiva da linhagem.

A diversidade filogenética pode ser estimada com base na quantidade de nds (e.g.,
McGoogan & al., 2007) ou no comprimento de ramos (e.g., Rosauer & al., 2009),
eventualmente corrigidos de modo a representar a idade das linhagens (e.g., Sechrest & al.,
2002; Forest & al., 2007). Apesar de sua relevancia, a distribuicdo da diversidade
filogenética ainda encontra-se obscura para a maioria dos grupos e por isso continua pouco
utilizada como critério-chave na selegdo de areas prioritarias para a conservagao. Sao raros
os estudos filogenéticos que incluem toda a diversidade conhecida de uma linhagem e
poucos sao capazes de propor hipdteses filogenéticas realistas, resolvidas para todas as
espécies analisadas. Estudos filogenéticos abrangentes e precisos esbarram em dificuldades
que nem sempre podem ser solucionadas a contento. Espécies raras, especialmente
importantes neste contexto, podem ndo ser encontradas no campo e podem estar
representadas apenas por materiais antigos nos herbarios, impossibilitando a extracdo de
DNA de qualidade e até mesmo o exame detalhado de suas caracteristicas morfologicas.

Além disso, a variagdo molecular e morfologica obtida no grupo pode nao ser suficiente



para que as relagdes sejam completamente resolvidas e sustentadas, e fontes de dados
diferentes nem sempre convergem para uma mesma resposta (veja Capitulo 2).

No Brasil, a Cadeia do Espinhago ¢ uma regido montanhosa nos estados de Minas
Gerais e Bahia, ampla e historicamente conhecida pelas altas taxas de espécies vegetais
exclusivas, grande parte delas com distribuigdo bastante restrita, € que por isso encontram-
se vulneraveis (Rapini & al., 2008). A Cadeia esta situada na divisa dos biomas da Mata
Atlantica (a sudeste), Cerrado (a sudoeste) e Caatinga (ao norte), ocupando uma area de
aproximadamente 120.000 km?, orientada por cerca de 1.000 km na direcio Norte-Sul. Sua
flora abriga cerca de 4.000 espécies (Giulietti & al., 1997), o que corresponde a
aproximadamente 10% das espécies de plantas do Brasil (40.982 espécies, incluindo
fungos; Forzza & al., 2010); ainda assim, esse nimero parece subestimado (Rapini & al.,
2008). Em média, 30% das espécies de angiospermas do Espinhaco sdo endémicas
(Giulietti & al., 1987), mas essa concentragdo ¢ bem maior para alguns grupos, como
Eriocaulaceae (85%; Costa & al., 2008), por exemplo.

A flora da Cadeia do Espinhago vem sendo estudada desde que os primeiros
naturalistas visitaram o Brasil, porém alguns grupos vém recebendo aten¢do mais intensa
nos ultimos anos, dentre eles as Asclepiadoideae (Apocynaceae; Rapini & al., 2001, 2002;
Rapini, 2010). Das cerca de 3.000 espécies da subfamilia, 392 ocorrem no Brasil (Rapini &
al., 2010a) e 133 estdo representadas na Cadeia do Espinhaco, sendo 30% delas exclusivas
(Rapini, 2010). A importancia dessa regido para a diversidade do grupo ¢ evidente, afinal
um terco das espécies brasileiras de Asclepiadoideae ocorrem ali e 10% delas sao
endémicas. Esses endemismos estdo associados principalmente aos campos rupestres,
vegetacao aberta, sob solos quartzicos, marcada por afloramentos rochosos e que comeca a
despontar principalmente a partir de 900 m s.n.m.

Recentemente, 2.291 espécies raras (definidas como restritas a 10.000 km?) foram
utilizadas para indicar areas chaves de biodiversidade no Brasil (Giulietti & al., 2009).
Nesse levantamento, os estados de Minas Gerais € Bahia se destacaram como os mais ricos
em espécies raras, principalmente devido a flora da Cadeia do Espinhago (Rapini & al.
2009). Ali, os endemismos estao concentrados predominantemente nas regioes da Serra do
Cip6 e do Planalto de Diamantina, em Minas Gerais (e.g., Echternach & al., 2011); mas a

Chapada Diamantina, na Bahia, também se destaca como um importante centro de



endemismos (Conceicdo & al., 2005). A grande quantidade de endemismos e o
conhecimento desigual da diversidade floristica ao longo da Cadeia do Espinhago, no
entanto, fazem com que cada regido ao longo de sua extensdo seja unica e potencialmente
importante para conservagao. Dessa maneira, o mais prudente seria a conservacao integral
de toda a Cadeia (Rapini & al., 2002; Concei¢do & al., 2005), pelo menos até que o
acumulo de estudos filogenéticos e ecoldgicos possibilite uma melhor compreensdo acerca
dos processos histdricos e das interagdes biologicas responsaveis pela origem e manutengao
de sua biodiversidade (Rapini & al., 2008).

A detecgdo de areas ricas em endemismos € um passo importante para a conservagao
da biodiversidade. No entanto, o acesso no nivel de espécie ndo ¢ eficaz em termos de
diversidade filogenética. As areas que armazenam a maior quantidade de heranca evolutiva
sao aquelas com valores mais altos de endemismo filogenético (Sensu Rosauer & al., 2009),
e o reconhecimento dessas areas depende tanto de dados acurados sobre a distribuicao das
espécies, como de uma boa hipdtese filogenética (Faith, 2008). Até onde sabemos, nao ha
ainda nenhum estudo delineado para se avaliar a distribuicao da diversidade filogenética ao
longo da Cadeia do Espinhago. Sendo assim, nosso objetivo € fazer uma primeira avaliagdo
sobre a distribui¢do de endemismos filogenéticos na regido utilizando Minaria
(Apocynaceae), género bem diversificado ao longo da Cadeia e com varias espécies
microendémicas. A delimitacdo de Minaria foi reavaliada e suas relagdes internas definidas
apartir de analises filogenéticas baseadas em dados moleculares e morfoloégicos. A partir da
arvore filogenética de Minaria foram identificadas, entdo, as regides do Espinhago que
abrigam a maior concentragao de diversidade evolutiva exclusiva.

Sistematica de Minaria T.U.P. Konno & Rapini. Minaria foi originalmente
estabelecido com 19 espécies (Konno & al., 2006), tendo sido evidenciado somente a partir
de estudos filogenéticos com dados moleculares (Rapini & al.,, 2003, 2006; Liede-
Schumann & al., 2005). O clado ¢ bem sustentado, porém varias de suas espécies nao
haviam sido amostradas nas primeiras analises moleculares. E caracterizado pelo habito
subarbustivo, com folhas diminutas e ampla variacao floral, apresentando corola urceolada
a rotacea, corona dupla, simples ou ausente, e frutos alongados no apice ou nao,
dependendo da presenga de coma nas sementes. Pertence a subtribo Metastelmatinae

(Asclepiadeae) e possui centro de diversidade primario na Cadeia do Espinhaco de Minas



Gerais (Konno & al., 2006). A maioria de suas espécies possui distribuicdo restrita e dez
delas sao microendémicas (Rapini & al. 2009).

Estima-se que Metastelmatinae tenha surgido nos cerrados, durante o Mioceno Tardio
(ha cerca de 7 Milhdes de anos), e se diversificado a partir de 4 Ma, no Plioceno. Minaria
divergiu neste periodo (ca. 4 Ma), porém se irradiou apenas no Pleistoceno (1,8 Ma)
(Capitulo 3). A diversificagao relativamente rapida e recente em Metastelmatinae parece ter
gerado uma assincronia entre os padrdes morfologicos utilizados na taxonomia do grupo e
as relagdes filogenéticas detectadas em estudos moleculares. A presenca recorrente de
polimorfismos em copias de marcadores nucleares (Rapini & al., 2006) e o grande nimero
de homoplasias morfologicas em Metastelmatinae tém dificultado reconstrugdes
filogenéticas confidveis no grupo e a delimitagdo precisa de seus géneros. Ainda assim, o
aumento da amostragem em Metastelmatinae, permitiu identificar mais duas espécies, dessa
vez microendémicas da por¢do do Espinhaco na Bahia (‘Barjonia’ harleyi e ‘Hemipogon’
harleyi) proximamente relacionadas a Minaria; a posi¢do de M. polygaloides, por outro
lado, ndo pode ser confirmada (Silva, 2009; Silva & al., em revisao).

Analises moleculares e morfoldgicas mais aprofundadas enfocando as relagdes
filogenéticas em Metastelmatinae ainda sd3o necessdrias para que se possa determinar a
circunscricdo de Minaria e suas relagdes internas. Isso possibilitara uma melhor
compreensao da evolugdo morfoldgica no grupo e da representatividade filogenética dessa
linhagem ao longo da Cadeia do Espinhaco. Inicialmente, foi realizada uma bateria de
testes em busca de marcadores filogenéticos e com base nos marcadores selecionados,
foram feitas varias andlises com diferentes particoes e métodos a fim de recuperar o
maximo do sinal filogenético disponivel na amostragem e construir uma arvore resolvida
com todas as espécies de Minaria. Essa arvore foi entdo combinada com a distribuigdo das
espécies de modo a localizar regides com maior representatividade evolutiva, segundo o
endemismo filogenético, medido com base no comprimento dos ramos e pesagem relativa
de sua restrigdo espacial (Rosauer & al., 2009).

Busca de marcadores filogenéticos para Minaria. O sucesso de uma analise
filogenética comeca pela selecdo de marcadores com variacdo adequada para o nivel em
que se esta trabalhando. Avaliagdes preliminares em busca de regides moleculares sdo

geralmente realizadas, mas raramente apresentadas nos artigos. O resultado desses



experimentos, no entanto, pode ser util para outros grupos, especialmente em Apocynaceae,
e serdo apresentados com mais detalhes aqui.

Atualmente, existe uma grande quantidade de regides do genoma de plantas com
taxas de substitui¢do relativamente altas, e que portanto, sdo especialmente promissoras
para se inferir relacionamentos entre espécies proximamente relacionadas (Small & al.,
1998; Crawford & Mort, 2004; Mort & Crawford, 2004; Shaw & al., 2005, 2007; Whithall
& al., 2006; Li & al., 2008; Levin & al., 2009). No entanto, muitos desses marcadores
moleculares ainda ndo foram devidamente explorados e a real utilidade deles ¢
desconhecida para a maioria dos grupos.

No genoma plastidial, regides nao codificantes sdo geralmente as mais uteis para
inferéncias filogenéticas de espécies proximamente relacionadas, pois possuem menor
conteudo funcional em relagdo as regides codificantes (Gielly & Taberlet, 1994; Shaw &
al., 2005) e, sob menor restri¢do seletiva, costumam acumular variagdes mais rapidamente.
Os marcadores plastidiais mais utilizados sdo rpsl6, rpl16, trnK-matK-trnK e trnT-trnL-
trnF (Shaw & al., 2005), porém eles geralmente apresentam pouca resolugdo em clados
mais derivados, sobretudo em Asclepiadoideae (Liede & Tauber, 2000; Meve & Liede,
2001; Rapini & al., 2003, 2006; Liede-Schumann & al., 2005; Thiv & Meve, 2007; Krings
& al., 2008).

A popularizagdo de marcadores plastidiais mais variaveis como psbA (Sang & al.,
1997) e trnS-G (Hamilton, 1999) veio com a publicagdo de Shaw & al. (2005), que
descreveram 21 regides potencialmente uteis para inferéncias filogenéticas. Posteriormente,
Shaw & al. (2007) reavaliaram esses marcadores e descreveram mais 13, totalizando 34
regides com diferentes niveis de variagdo. Regides plastidiais também tém sido utilizadas
como codigo-de-barras de DNA (Chase & al., 2007). Sao sequéncias geralmente curtas,
com primers universais e variagdo suficiente para distinguir espécies cogenéricas (Robba &
al., 2006; Scheffer & al., 2006) e que podem se mostrar Uteis na deteccdo de relacdes
filogenéticas de grupos recentes. Até aqui, no entanto, a maioria desses marcadores
plastidiais ndo havia sido testada em grupos neotropicais de Asclepiadoideae.

Dentre os marcadores nucleares, os mais utilizados para reconstrucao filogenética sao
os espagadores internos transcritos (ITS) da regido génica ribossomal. Isso porque eles

apresentam primers universais, altas taxas de mutagdo e um grande niimero de copias no



genoma, caracteristicas que facilitam enormemente sua amplificagdo até mesmo a partir de
material herborizado (Alvarez & Wendel, 2003; Mort & Crawford, 2004; Mort & al., 2007;
Calonje & al., 2009). Em contrapartida, as diversas copias de ITS podem ndo estar
homogeneizadas por evolugdo em concerto, apresentando informacgdes diferentes em um
mesmo individuo (Alvarez & Wendel, 2003; Bailey & al., 2003). Ainda assim, este
marcador podera ser utilizado para reconstrugdes filogenéticas, caso suas copias coalesgam
dentro das espécies (e.g., Wanntorp & al., 2006).

Os introns nucleares tém fornecido boa resolucdo filogenética para alguns grupos
(Mason-Gamer & al., 1998; Oh & Potter, 2005), semelhante aquela de marcadores
plastidiais e de ITS, e também sdo abundantes no genoma (Whitall & al., 2006). Todavia, a
dificuldade de se isolar copias ortdlogas faz com que esses marcadores ainda sejam pouco
explorados em estudos filogenéticos (Doyle & al., 2003; Mort & Crawford, 2004; Whitall
& al., 2006; Calonje & al., 2009). Regides com uma Unica ou poucas copias, cOmo
LEAFY, GBSSI, ADH, PEPC, NCPGS e Pistilata, também podem ser uteis para
reconstrugdes filogenéticas de grupos recentes (Mason-Gamer & al., 1998; Li & al., 2008),
porém exigem DNA de boa qualidade, geralmente obtido a partir de amostras recentes
(Krings & al., 2008). Finalmente, os genes COS (Conserved Ortholog Set), Ginicos ou com
poucas copias, permanecem relativamente conservados em diversas linhagens de
dicotiledoneas (Li & al., 2008), mas ainda nao foram devidamente investigados (Wu & al.,
2006; Li & al., 2008) e poderao despontar como ferramentas promissoras para sistematica
filogenética (Levin & al., 2009).

O genoma mitocondrial ¢ estruturalmente dinamico na evolucdo das plantas,
principalmente pela transferéncia de genes para o nucleo e incorporagdo de DNA nuclear e
plastidial. No entanto, suas sequéncias possuem taxas de evolucdo baixa (Wolfe & al.,
1987; Freeland, 2005), sendo informativas para o estabelecimento de relagdes antigas
(Knoop, 2004), mas nao para espécies proximamente relacionadas, no nivel de género, por
exemplo.

Os caracteres morfoldgicos ja vinham perdendo espaco nas analises filogenéticas nas
ultimas décadas (Donoghue, 1994) e, atualmente, os dados moleculares sdo os mais
utilizados em reconstrugdes filogenéticas (Scotland & al., 2003), cabendo a morfologia

sobretudo o papel de diagnosticar grupos convenientes para a classificagdo. Todavia, dados



morfologicos, sobretudo quando examinados com o devido rigor, podem adicionar
caracteres relevantes para a sustentacdo de alguns clados e posicionar filogeneticamente
grupos que ndo contam com sequéncias de DNA disponiveis, como fosseis e espécies raras,
permitindo andlises mais abrangentes (Wiens, 2004).

Tendo em vista que arvores de genes ndo necessariamente representam arvores de
espécies, dada a possibilidade de fixagdes estocasticas de alelos polimdrficos em diferentes
linhagens (Maddison, 1997; Li & al., 2008; Levin & al., 2009), especialmente em linhagens
recentes e que se diversificaram rapidamente (Whittall & al., 2006), o ideal ¢ que mais de
um marcador seja utilizado em reconstrugdes filogenéticas. Regides diferentes podem
apresentar topologias incongruentes (Knowles, 2009), seja por razdes analiticas ou
bioldgicas (Rokas & al., 2003, van der Niet & Linder, 2008). Dentre os fatores analiticos
mais frequentes estdo insuficiéncia amostral, critério inadequado de optimalidade
promovendo atracdo de ramos longos (Felsenstein, 1978; Gatesy & al., 2007; Drabkova &
Vicek, 2010) e modelos de substituicao de nucleotideos incorretos (Maddison, 1997; Rokas
& al., 2003). Dentre os processos biologicos que podem gerar esse tipo de conflito estdo a
paralogia (Bailey & al., 2003; Alvarez & Wendel, 2003), reticulagio (Bell & Hyvoner,
2010) provocada por hibridacdo (van der Niet & Linder, 2008; Willyard & al., 2009) ou
transferéncia horizontal de genes, e a fixagdo incompleta de alelos dentre as linhagens

(incomplete lineage-sorting) (Maddison, 1997; Pelser & al., 2010).

MATERIAL E METODOS

Extracdo do DNA total, amplificagdo e sequenciamento dos marcadores
moleculares. O DNA de cada amostra foi extraido de folhas desidratadas conforme
protocolo descrito por Doyle & Doyle (1987), que utiliza tampao CTAB 2% (brometo de
cetilmetil amonio) e purificagdo com cloroformio/alcool isoamilico (24:1), adaptado para
microtubos. O DNA genomico total foi usado para amplificagdo através da PCR. A
amplificacdo dos fragmentos foi testada com diversos protocolos, mas principalmente com
aqueles propostos originalmente pelos autores dos primers. Os protocolos que apresentaram
sucesso com a maioria dos primers foram 1 uL. de DNA gendmico, 1x tampao, 2,0 mM
MgCl,, 0,2 mM dNTP, 0,2 mM de primer, 10 ng BSA, Taq DNA polimerase (Phoneutria)

— 1,25 unidades para fragmentos plastidiais e 0,75 para os nucleares — complementando a



solucdo com agua ultrapura até 25uL; para amplificacdo das regides ITS e ETS, 1,0 M
betaina e 2% DMSO foram adicionados a reagdo. Para a maioria das espécies, a
amplificacdo das regides Agtl (nuclear COS) e rpL32-trnL exigiu o uso do mix TopTaq
(Quiagen).

Os produtos da PCR foram purificados em reacdo enzimatica EXO-SAP
(Amersham Biosciences) ou com PEG (Polietileno glicol) e sequenciados diretamente
usando os mesmos primers da PCR. O sequenciamento foi realizado em sequenciador
automatico (ABI 3130XL Genetic Analyzer) usando DyeEnamic ET® Dye Terminator Kit
(Amersham-Biosciences) ABI. As sequéncias foram editadas no Pacote Staden (Staden &
al., 2003) e alinhadas no BioEdit Sequence Alignment Editor (Hall, 1999), sendo
posteriormente depositadas no GenBank.

Para os dados nucleares, foram clonados os produtos da PCR de alguns espécimes
que apresentaram polimorfismo aparente no eletroferograma como M. grazielae, M.
hemipogonoides, M. polygaloides, M. semirii e Blepharodon pictum. A clonagem foi
realizada com o kit pGEM® -T, obedecendo as especificacdes do fabricante (Promega).
Pelo menos cinco clones de cada espécie foram amplificados diretamente da placa,
utilizando os mesmos primers. Foi utilizada apenas uma sequéncia por espécie, pois as
sequéncias produzidas pela clonagem formaram clados bem sustentados (dados nao
mostrados), indicando que elas coalescem ainda em suas respectivas espécies. As regioes
ETS e ITS sdo adjacentes e suas topologias foram congruentes. Como o ETS ndo
apresentou eletroferogramas com evidéncias de polimorfismos, ndo houve necessidade de
clona-lo.

Selecéo de marcadores moleculares. Foram triadas na literatura regides do genoma
de plantas com taxas de substituigdo supostamente altas o suficiente para se inferir
filogenias no nivel de espécies (Tabela 1). Em média, cinco espécies de Minaria foram
sequenciadas para cada regido testada, geralmente duas espécies afins e trés mais distintas.
O minimo de espécies utilizadas para esse teste foi trés, suficiente para se estimar a
quantidade de informacdo de um marcador em investigacdes filogenéticas (Shaw & al.,
2005). Espécies adicionais foram eventualmente incluidas, quando necessario, para se

inferir o padrdo de alguns marcadores.
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Sempre que o numero de tdxons permitiu, as regides foram comparadas quanto ao
nimero de caracteres variaveis (i.e., Potential Informative Characters; PIC), percentual de
variabilidade e niumero de caracteres Informativos para a Parciménia (IP) (Mort & al.,
2007; Shaw & al.,, 2007). O valor de PIC retne a informagcdo do numero de
insercoes/delegdes (indels; I), de substituicdes nucleotidicas (S) e de inversodes (Iv) (PIC =1
+ S + Iv). Os valores de PIC sdo geralmente considerados na escolha de regides para
analises filogenéticas, mesmo quando poucos tdxons sdo comparados, enquanto a avaliagdo
por IP exige a comparagdo de pelo menos quatro taxons. O percentual de variabilidade, ou
propor¢ao de eventos mutacionais de cada regido, foi calculado usando a formula (PIC/L) x
100 (O’Donnell, 1992; Gielly & Taberlet, 1994, modificada por Shaw & al., 2007), onde L
= comprimento das sequéncias alinhadas. O IP foi calculado no programa PAUP
(Swoftord, 2000), que desconsidera a informagao dos indels.

Nas analises filogenéticas, foram utilizados os marcadores mais variaveis e mais
informativos para parcimdnia (Tabela 2). Eles foram analisados individualmente e em
conjunto, formando parti¢des representando os genomas plastidial e nuclear (para os
vouchers dos materiais utilizados nos sequenciamentos e autoria das espécies veja o Anexo

1). Por¢des das matrizes que apresentaram alinhamento dubio foram excluidas das analises.
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Tabela 1. Regides do genoma plastidial e nuclear testadas com espécies de Minaria, referéncia original e primers.

Genoma | Regido Referéncia Sequéncia dos Primers
Plastidial psbA-trnH Hamilton, 1999; psbA GTT ATG CAT GAA CGT AAT GCT C
Shaw & al., 2005 trnH CGC GCA TGG TGG ATT CAC AAA TC
rpoB-trnC Shaw & al., 2005 rpoB CKA CAA AAY CCY TCR AAT TG
trnC CAC CCR GAT TYG AAC TGG GG
trnD-T Demessure & al., 1995; trnD ACC AAT TGA ACT ACA ATC CC
Shaw & al. 2005 trnT CTA CCA CTG AGT TAA AAG GG
atpF-H Barcode Kew atpF ACT CGC ACA CAC TCC CTT TCC
atpH GCT TTT ATG GAA GCT TTA ACA AT
prK-| Barcode Kew psbK AGA GTT TGA GAG TAAGCAT
psbl TTA GCC TTT GTT TGG CAA G
rpsl6 Oxelman & al., 1997; 1F GTG GTA GAA AGC AAC GTG CGA CTT
Shaw & al., 2005 2R TCG GGA TCG AAC ATC AAT TGC AAC
trnL-F Taberlet & al., 1991; C AGA AAT CGG TAG ACG CTA CG
Shaw & al., 2005 F ATT TGA ACT GGT GAC ACG AG
trnS-G Shaw & al., 2005 trnS GCC GCT TTA GTC CAC TCA GC
trnG GAA CGA ATC ACA CTT TTA CCA C
trnQ-rps16 Shaw & al., 2007 trnQ GCG TGG CCA AGY GGT AAG GC
rpS16x1 GTT GCT TTY TAC CAC ATC GTT T
rps16-trnkK Shaw & al., 2007 rpS16x2F2 AAA GTG GGT TTT TAT GAT CC
trnKx1 TTA AAA GCC GAG TAC TCT ACC
rpl32-trnL Shaw & al., 2007 trnL CTG CTT CCT AAG AGC AGC GT
rpL32-F CAG TTC CAA AA A AACGTACTTC
trnV-ndhC Shaw & al., 2007 trnV GTC TAC GGT TCG ART CCG TA
ndhC TAT TAT TAG AAA TGY CCA RAA AAT ATC ATA TTC
ndhF-rpl32 Shaw & al., 2007 ndhF GAA AGG TAT KAT CCA YGM ATA TT
rpL32-R CCA ATA TCCCTT YYT TTT CCA A
psbD-trnT Shaw & al., 2007 psbD CTC CGT ARC CAG TCA TCC ATA
trnT CCC TTT TAA CTC AGT GGT AG
psbJ-petA Shaw & al., 2007 psbJ ATA GGT ACT GTA RCY GGT ATT
petA AAC ART TYG ARA AGG TTC AAT T
atpl-atpH Shaw & al., 2007 atpl TAT TTA CAA GYG GTA TTC AAG CT
atpH CCA AYC CAG CAG CAA TAA C
Nuclear ITS White & al., 1990; 17SE ACGAATTCATGGTCCGGTGAAGTGTTCG
Sun & al., 1994 26SE TAGAATTCCCCGGTTCGCTCGCCGTTAC
ETS Beardsley & Olmstead, 2002; ETS_B ATA GAG CGC GTG AGT GGT G
Baldwin & Markos, 1998 18S-IGS GAG ACA AGC ATA TGA CTA CTG GCA GGA TCA
ACC AG
GBSSI2-8 Peralta & Spooner, 2001; 622B CAC TGC TAT AAA CGT GGG GTT GA
Levin & Miller, 2005 CRmod GGC ATA GTA TGG GCT CAC AGT AA
GBSSI8-12 Winkwork & Donoghue, 2004 | wax81F CAA TCT ACC TGA TCA ATA TAAG
wax 121R ACA ATA GGC ACC TGT TCC A
wax 82F CAA TCT CCC TGA CGA GTT A
wax 122R TAA GCA TTG AAC TGA AAG CAA
agtl Li & al., 2008 AgtlF GAT TTC CGH ATG GAT GAN TGG GG
AgtlR CCA YTC CTC CTT CTG HGT GCA GTT
at103 Li & al., 2008 At103F CTT CAA GCC MAA GTT CAT CTT CTA
At103R TTG GCA ATC ATT GAG GTA CAT NGT MAC ATA
eif3E Li & al., 2008 Eif3EF TTT GAA TGT GGC AAC TAY TCT RGT GCT GC
Eif3ER ACC TCT TCA CAC TCY YTC ATC TT
aroB Li & al., 2008 aroBF GCATTC TAC CAA RCW CAR TGT GT
aroBR GCT TTG TTT TCA CAT GAW CKC TTD ATA GCA
sqD Li & al., 2008 sqDF CTT GGG ACS ATG GGT GAR TAT GG

sqDR CCW ACA GCA GCY TGM ACA CAG AACC
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Dados Morfoldgicos. A matriz morfologica conta com 34 caracteres, vegetativos ¢
florais, que se mostraram informativos para a parcimonia (Anexos 2 e 3).

Amostragem. Cada particdo dos dados moleculares foi analisada de maneira
individual e combinada. Foram criadas quatro matrizes combinadas: uma incluindo apenas
o conjunto de dados plastidiais (plastidial) e outra apenas o conjunto de dados nucleares
(nuclear), uma combinando dados plastidiais e nucleares (combinada molecular), e outra
com dados moleculares e morfoldgicos (evidéncia total).

O grupo interno nas analises moleculares foi composto por 18 espécies de Minaria,
incluindo ‘Barjonia’ harleyi e ‘Hemipogon’ harleyi, sendo M. cordata representada por trés
populacdes de modo a amostrar com mais abrangéncia parte de sua variabilidade
morfologica. Trés das 21 espécies de Minaria (M. monocoronata, M. inconspicua ¢ M.
bifurcata) ndo puderam ser sequenciadas e foram incluidas apenas na analise morfologica e
na evidéncia total. Representantes dos géneros Barjonia Decne., Blepharodon Decne.,
Ditassa R.Br., Nephradenia Decne., Hemipogon Decne. e Petalostelma E.Fourn., todos
pertencentes a Metastelmatinae foram incluidos como grupo interno, totalizando 41
espécies. Blepharodon ampliflorum, representante que teria divergido a partir da raiz de
Metastelmatinae (Liede-Schumann & al., 2005; Rapini & al., 2006), foi utilizado como
grupo externo na polarizagdo das arvores combinadas plastidiais, nucleares e molecular
combinada.

Andlises filogenéticas. A analise de maxima parcimonia (MP) foi realizada no
PAUP v. 4.0b10a (Swofford, 2000), a partir de busca heuristica, utilizando o algoritmo
TBR, com 1.000 replicagdes iniciadas com adi¢do aleatéria de taxons, retendo até 20
arvores por replicacdo. As arvores salvas foram, entdo, submetidas a uma nova busca com o
limite de arvores fixado em 20.000. Os caracteres receberam pesos iguais e seus estados
foram considerados ndo ordenados. O consenso estrito destas arvores foi calculado no
PAUP. A sustentagdo dos clados foi avaliada através de bootstrap também no PAUP, com
busca heuristica a partir de 1.000 pseudo-replicagdes, com adi¢do simples de terminais,
TBR como algoritmo de reamostragem e limite de 15 arvores por pseudo-replicagao.

A andlise de maxima verossimilhanca (MV) foi realizada no programa RAXML
(Stamatakis 2006), implementado no Portal CIPRES v. 2.0 (Miller & al., 2010). O modelo
GTR + CAT foi aplicado na analise de bootstrap, que utilizou 1.000 replicagdes e
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algoritmo de bootstrap rapido (Stamatakis & al., 2008). Para a busca da arvore mais
verossimil, foi utilizado o modelo GAMMA +P -Invar. O consenso de maioria das
replicagdes para obter os valores de bootstrap foi gerado no PAUP.

Para a andlise de Inferéncia Bayesiana (IB), foram estimados os modelos evolutivos
mais adequados para cada particao utilizando o MrModeltest (Nylander, 2008). A analise
foi conduzida no programa MrBayes (Huelsenbeck & Ronquist, 2001; Ronquist &
Huelsenbeck, 2003), com 5 milhdes de geracdes, salvando uma arvore a cada 1.000
geragoes, em duas corridas simultdneas, com quatro cadeias cada, trés quentes e uma fria.
Foram eliminadas as arvores anteriores a estabilizagdo (burn-in) e o consenso de maioria
das arvores restantes nas duas corridas foi calculado com auxilio do PAUP, de modo que a
Probabilidade Posterior de cada clado foi indicada pela frequéncia dele no conjunto de
arvores.

As arvores foram visualizadas e editadas no programa FigTree v. 1.2.2 (Rambaut,
2009). A evolucdo dos caracteres morfologicos de Metastelmatinae foi examinada no
programa Mesquite (Madisson & Maddison, 2007) utilizando o critério de maxima
parcimonia segundo a optimizacdo ACCTRAN, a partir de 2.000 arvores obtidas na IB (as
1.000 ultimas arvores de cada corrida) da analise de evidéncia total (plastidio + nuclear +
morfoldgico). Neste caso, a frequéncia das optimizagdes para cada nd foi sumarizada de
modo a refletir a incerteza filogenética dos respectivos estados de caracteres.

Congruéncia entre dados e arvores. Foram realizados testes ILD (Incongruence
Lenght Difference) (Farris & al. 1994), implementado como teste de Homogeneidade de
Particilo (HOMPART) no PAUP, para verificar a congruéncia entre as matrizes individuais
de cada genoma e entre as matrizes combinadas de sequéncias plastidiais e nucleares. O
teste foi conduzido a partir de 500 replicagdes, com adi¢ao randdmica de 1 arvore por
passo. Para reduzir a chance de falsos positivos (Hipp & al. 2004), apenas valores de P <
0,01 foram considerados evidéncia significativa de incongruéncia entre os dados
(Cunningham, 1997). Os filogramas obtidos a partir das analises de IB, MV e MP foram
examinados visualmente e espécies com ramos desproporcionalmente longos foram
excluidas da andlise a fim de avaliar sua influéncia na topologia geral.

O grau de significanica das diferencas entre as arvores geradas pelos trés métodos

(MP, MV e IB) foi avaliado segundo o teste de Shimodaira & Hasegawa (1999).
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Finalmente, os conflitos topoldgicos foram examinados visualmente com auxilio de redes
de partigao (split networks), a partir das arvores de consenso de maioria da IB ¢ do
consenso estrito da MP, produzidas tanto com base nas matrizes individuais de cada regido
independente do genoma, quanto com base nas matrizes moleculares combinadas,
refletindo as incongruéncias entre dados plastidiais e nucleares. Para isso, foi utilizado o
método supernetwork com filtro no programa SplitsTree v. 4.11.3 (Huson & Bryant, 2006).

Analise espacial da diversidade filogenética. A distribuigdo geografica das espécies
de Minaria foi obtida a partir de 762 espécimes, depositados nos principais herbarios
brasileiros, europeus e norte-americanos, ¢ também com base em trabalhos de campo.
Foram considerados apenas materiais com localizagdo acurada, priorizando aqueles com
informagdes completas sobre a localidade ou com coordenadas do sistema de
posicionamento global (GPS). As coordenadas foram confirmadas e/ou obtidas no
programa Google Earth (© 2010 Google).

A arvore obtida na analise de IB com base na evidéncia total para todas as espécies
de Minaria e a matriz de distribui¢do geografica foram utilizadas para calcular os indices de
diversidade filogenética (Faith, 1992) e endemismo filogenético (Rosauer & al., 2009) no
programa Biodiverse v. 0.15 (Laffan & al., 2010). Foram utilizadas células de 0,05° para
ilustrar a distribuicdo, com duas células de vizinhanca para os calculos de diversidade
(Laffan & Crisp, 2003). Foram calculados, também, os indices de riqueza total e riqueza de

endemismos com mesma vizinhanga, utilizando o mesmo programa.

RESULTADOS

Marcadores moleculares. Dos 16 marcadores plastidiais testados, 87% tiveram
sucesso na amplificagdo e 68% no sequenciamento (Tabela 2). As regides trnV-ndhC e
ndhF-rpl32 ndo foram amplificadas para espécies de Minaria apesar das inumeras
tentativas, e as regides trnQ-rpsl6, rpsl6-trnK e rpl32-trnL nao foram analisadas devido a
ma qualidade das sequéncias obtidas, possivelmente em decorréncia de microssatélites, que
impediram a obtengdo de sequéncias bidirecionais para todas as amostras testadas. No caso
do rpl32-trnL, por exemplo, existem pelo menos cinco microssatélites mononucleotidicos

prejudicando a qualidade das sequéncias.
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Tabela 2. Regides do genoma plastidial e nuclear testadas para espécies de Minaria, seu sucesso na
amplificacdo (Ampl.) e sequenciamento (Seq.). Caracteres quantitativos avaliados para escolha dos
marcadores: L = comprimento das sequéncias alinhadas, Indels = gaps, Subst. = nimero de substitui¢des
nucleotidicas, Inv = inversoes, PIC = caracteres potencialmente informativos, % variagdo = propor¢do de
variabilidade em relagdo ao comprimento da sequéncia, IP = caracteres informativos para parciménia e N =
numero de espécies analisadas. * Amplificagdo em quantidade de DNA insuficiente para a reacdo de
sequenciamento. * Sequéncias ndo aproveitadas. Em negrito, regides selecionadas para as analises

filogenéticas.
Genoma Regiio Ampl. Seq. L (pb) Indels Subst Inv PIC % variacdo IP N
Plastidial psbA- Sim Sim 436 3 10 13 2.98 4 8
trnH
rpoB- Sim Sim 1326 3 12 15 1.13 3 7
trnC
trnD-T Sim Sim 1144 10 1 11 0.96 3
atpF-H Sim Sim 555 1 3 4 0.72 0 4
psbK-I Sim Sim 240 1 1 0.42 5
rps16 Sim Sim 845 6 12 18 2.13 2 7
trnL_F Sim Sim 936 10 9 19 2.03 0 9
trnS-G Sim Sim 671 5 12 73 90 13.41 3 8
trnQ- Sim  Sim” 4
rpsl6
rpsl6-  Sim  Sim" 4
trnK
rpl32-  Sim  Sim’ 5
trnL
trnVv- Nao Nao -—-
ndhC
ndhF- Nio Nio -
rpl32
psbD- Sim Sim 1297 2 1 3 0.23 3
trnT
pshJ- Sim Sim 738 2 2 18 22 2.98 0o 7
petA
atpl- Sim Sim 923 2 3 5 0.54 3
atpH
Nuclear ITS Sim Sim 782 60 32 92 11.76 16 7
ETS Sim Sim 516 42 19 61 11.82 4 8
GBSSI2-  Sim Sim 1097 9 26 34 3.10 3 4
8
GBSSI8- Nao  Nio
12
agtl Sim  Sim”
at103 Nao Nao
eif3E Nio Naio
aroB Sim*  Nao
sqD Nao Nao
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Dos nove marcadores nucleares testados, apenas cinco amplificaram e trés geraram
sequéncias filogeneticamente uteis. Apesar de possuirem primers universais, nem todos os
genes COS foram amplificados com sucesso. Apenas os genes agtl e aroB foram
amplificados e o ultimo apresentou quantidades minimas de DNA-alvo, e somente para
poucas espécies. A variagdo encontrada no gene agtl localiza-se no final da sequéncia,
apds um microssatélite que dificulta a obtengdo de sequenciamentos bem definidos. Como
a construgdo de primers internos ¢ limitada pelo tamanho reduzido da regido (ca. 400 pb),
ela também foi descartada das andlises. A regido contendo os éxons 2 a 8 do gene GBSSI
foi amplificada para seis espécies de Minaria, porém com dificuldade. Ainda assim, as
sequéncias de duas espécies nao mostraram semelhanca com qualquer sequéncia do
GenBank e foram descartadas. As regides ITS e ETS foram amplificadas com sucesso para
todas as espécies do género, exceto para aquelas amostradas exclusivamente a partir de
espécimes herborizados. O ITS apresentou proporg¢des relativamente altas de variagdo entre
clones da mesma espécie, com 14 a 61 sitios polimorficos, grande parte deles devido a
perda ou duplicacdo (gaps) de pequenos pedacos e uma minoria deles (2 a 7 sitios) por
substituicdo nucleotidica.

As regides que apresentaram os maiores valores de PIC foram o ITS (92), o trnS-G
(90), o ETS (61), o GBSSI2-8 (34) e o pshJ-petA (22). Quando comparamos o percentual
de variacdo (i.e., considerando o tamanho das sequéncias), o psbA-trnH também entra na
lista e o trnS-G desponta como o mais variavel (13,41%), seguido pelo ETS (11,82%), o
ITS (11,76%), o GBSSI2-8 (3,10%), o psbJ-petA e o psbA-trnH (2,98%). No entanto, a
grande variagdo do trnS-G deve-se a uma inversdo de 73 pb autapomorfica em M.
refractifolia, sem significado filogenético relevante para o universo das amostras testadas.
Uma inversdo também foi observada no marcador psbJ-petA (18 pb), porém compartilhada
por mais de uma espécie. Ainda assim, essa foi a unica variagcdo encontrada nesta regiao.

Quando os indels ndo sdo codificados, as substitui¢des nucleotidicas sdo as unicas
consideradas pelo PAUP para o célculo de caracteres IP. Baseado no niimero de caracteres
IP, o ITS desponta como a regido mais informativa (16), seguido pelo ETS e psbA-trnH (4),
trnS-G, rpoB-trnC e GBSSI2-8 (3). Apesar da baixa variagdo dos marcadores plastidiais, o
potencial informativo individual e cumulativo deles foram analisados e o relacionamento

filogenético comparado com o dos marcadores nucleares.
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Dos marcadores plastidiais testados, quatro regides foram utilizadas para inferir o
relacionamento filogenético com todas as amostras, o psbA-trnH, o trnS-trnG, o rpsl6é e o
trnD-T. O psbA e o rpsl6 apresentaram os maiores percentuais de variacdo (16,88% e
10,02%, respectivamente) (Tabela 3). Os marcadores plastidiais analisados individualmente
produziram topologias pouco resolvidas. Por outro lado, a grande variacao nucleotidica das

regides ITS e ETS revelaram-se tteis para inferéncias filogenéticas em Minaria.
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Tabela 3. Resumo das caracteristicas das matrizes e analises de maxima parcimonia.

Caracteristicas trnS-G trnD-T rpsl6 ITS ETS Plastidio Nuclear Plastidio +
nuclear
Compr. da matriz (pb) 609 1418 768 861 444 3274 1335 4627
Caracteres analisados 609 1303 768 861 444 3157 1248 4409
Car. constantes 559 1233 691 688 330 2855 954 3815
Car. variaveis 50 70 77 173 114 209 178 382
Car. informativos p/ 14 20 25 65 34 93 116 212
parcimdnia
% variagdo (PIC/L x 100) 8,21 5,37 10,02 20,09 25,67 6,62 14,26 8,66
Numero de arvores 14610 10000 10000 1350 451036 20100 54 264
indice de consisténcia 0,9804 0,8659 0,8137 0,7992 0,8210 0,8163 0,7586 0,7528
indice de retengdo 0,9853 0,8830 0,8373 0,7792 0,8054 0,8610 0,7922 0,7915
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Congruéncia entre dados e arvores. Dados de um mesmo genoma foram
congruentes entre si (p=0,406 entre dados plastidiais e p=0,416 entre ITS e ETS). Porém, a
concatenacdo entre os dados dos dois genomas mostrou-se incongruente (p=0,006). Os
testes de homogeneidade de particao excluindo taxons progressivamente demonstraram que
os dados divergem principalmente em relagdo a posicdo de Nephradenia filipes Malme,
pois sem ela a incongruéncia entre dados plastidiais e nucleares deixa de ser
estatisticamente significativa (p=0,016) (Fig. 1). A exclusdo de tdxons com ramos mais
longos ndo alterou a resposta dos testes de incongruéncia entre partigdes gendmicas,
conforme indicado pelo teste ILD. Os dados plastidiais e nucleares se mostraram
incongruentes, quando apenas as espécies de Minaria foram consideradas (p=0,002), porém
clados incongruentes ndo foram estatisticamente sustentados (Fig. 1). Na realidade, o teste
ILD tende a superestimar diferencas, podendo indicar conflitos onde eles ndo existem.
Além disso, ele ¢ realizado tendo a parcimoOnia como critério de optimalidade, ndo se
aplicando da mesma forma a andlises baseadas em modelos evolutivos. Desse modo, a
discussdo sobre as relagdes em Minaria estardo concentradas nos resultados obtidos nas

analises combinadas moleculares e de evidéncia total.
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Figura 1. Consenso de maioria das arvores produzidas pela inferéncia Bayesiana mostrando apenas

os clados com Probabilidade Posterior (PP) > 95%, baseadas nas matrizes combinadas de dados

plastidiais (psbA-trnH, trnS-G, trnD-T e rpsl6), a esquerda, ¢ nucleares (ITS ¢ ETS), a direita. Os

valores acima dos ramos indicam a PP do clado e aqueles abaixo o suporte de bootstrap da ML e da

MP (BS_ML/BS_MP). Em negrito, esta indicada a posi¢ao incongruente entre os dois cladogramas.

Asterisco aponta o nticleo de Minaria e a barra preta, as espécies de sementes sem coma.
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A diferenca entre as arvores produzidas pelos conjuntos de dados plastidiais e
nucleares ¢ significativa (P < 0,01), independente do método utilizado para produzi-las. As
arvores produzidas pela IB e pela MV, tanto com base nos dados nucleares quanto com
base nos dados moleculares combinados, ndo foram significativamente diferentes, e as
arvores produzidas pela IB com base nos dados moleculares combinados (Fig. 1) e com
base no conjunto de dados plastidiais ndo foram estatisticamente diferentes, o mesmo
ocorrendo com a MP. A IB resolveu mais clados com sustentagdo PP > 95% quando
comparada a MP ou MV usando o corte de BS > 75%. Ela se mostrou mais eficiente em
recuperar clados corretos com acuracia, sobretudo quando apenas uma particdo dos dados ¢
utilizada nas analises (Capitulo 2). Ainda assim, as analises de IB, MV e MP com base nos
dados moleculares combinados ndo apresentaram incongruéncias topoldgicas sustentadas.

Reconstrucdo filogenética. A matriz plastidial contém sequéncias de quatro regides
(psbA, trnS-G, rpsl6 e trnD-T) para 41 taxons, totalizando 3.274 caracteres, com 6,62% de
sitios variaveis. A matriz combinada nuclear também compreende 41 taxons e abrange a
porcao completa do ITS (parte final do gene 18S, o ITS1, o gene 5.8S, o ITS2 e parte
inicial do gene 26S) e a regido que flanqueia cada copia, o ETS, totalizando 1.335
caracteres, com 14,26% de sitios variaveis (para um resumo das caracteristicas das matrizes
veja a Tabela 3).

Os dados plastidiais divergem quanto a posi¢ao de Minaria polygaloides, ‘Barjonia’
harleyi ¢ ‘Hemipogon’ harleyi. Apenas o marcador trnS-G apontou o monofiletismo de
Minaria com boa sustentagdo (100/84, PP/BS_MP), enquanto os demais marcadores apenas
sustentaram ‘Barjonia’ harleyi e ‘Hemipogon’ harleyi proximamente relacionadas ao
nicleo de Minaria (psbA, 100/86) ou nd3o apresentam resolugdo para essas linhagens.
Combinados (Fig. 1), os dados plastidiais sustentam M. polygaloides, ‘Barjonia’ harleyi e
‘Hemipogon’ harleyi proximamente relacionadas as demais espécies de Minaria, formando
um grupo monofilético (100/77/--; PP/BS_MV/BS MP). Ja a relagdo entre ‘Barjonia’
harleyi, ‘Hemipogon’ harleyi, e o nucleo de Minaria estd muito bem sustentada
(100/100/100). No nucleo de Minaria (100/100/100), emerge um clado composto pelas
espécies com sementes comosas, porém sustentado apenas pela IB; as espécies sem coma

ndo sao resolvidas.
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A principal diferenga nos resultados obtidos entre as regides ITS e ETS esta
relacionada a posi¢do de Hemipogon acerosus, que aparece com Minaria baseado em ETS
(94/60, PP/BS_MP). O ITS, por sua vez, apresentou um alto suporte para a relagdo de M.
abortiva com o clado de M. acerosa (100/99), morfologicamente distintos. A origem Unica
das espécies com sementes sem coma (M. hemipogonoides + M. grazielae + M. semirii +
M. magisteriana) foi indicada apenas pelo ITS, porém com baixa sustentagdo (89/57). A
topologia gerada pelos dados nucleares combinados (Fig. 1) ndo define a relagdo entre M.
polygaloides, ‘Barjonia’ harleyi e ‘Hemipogon’ harleyi ¢ o nicleo Minaria. No entanto,
apresenta forte sustentagdo para o clado formado pelas espécies endémicas da Bahia,
‘Barjonia’ harleyi e ‘Hemipogon’ harleyi (100/98/97), ja sinalizada pela IB com dados
plastidiais (100/--/--). O nucleo de Minaria também ¢é bem sustentado com dados nucleares
(100/97/96) e algumas relagdes consistentes podem ser percebidas entre suas espécies.
Minaria magisteriana, M. semirii e M. grazielae (100/72/74) formam um clado bem
sustentado na base do nucleo de Minaria, sendo as duas primeiras mais relacionadas entre
si (100/91/85). A posigdo de M. hemipogonoides, no entanto, ndo ¢ resolvida. Um segundo
clado bem sustentado (100/91/82) ¢ formado pelas outras onze espécies do género,
delimitando um grupo bastante diverso morfologica, geografica e ecologicamente. Os trés
acessos de M. cordata inseridos na matriz contemplam parte de sua variagdo morfoldgica e
geografica e ndo formam um grupo monofilético. Um dos acessos, proveniente do Estado
de Goias, emerge juntamente com M. campanuliflora e M. ditassoides (99/60/54), ¢ os
demais assumem posi¢des pouco resolvidas entre espécies do complexo morfologico que
inclui M. parva, M. lourteigiae, M. campanuliflora e M. ditassoides. Minaria abortiva, que
também estd incluida neste complexo morfologico, aparece mais relacionada a M. acerosa,
M. refractifolia, M. micromeria, M. diamantinensis e M. decussata, formando com elas um
clado bem sustentado (100/98/99).

A andlise combinada de dados plastidiais e nucleares (Fig. 2) revela o
monofiletismo de Minaria (100/63/--), incluindo ‘Barjonia’ harleyi e ‘Hemipogon’ harleyi,
confirmando a rela¢do delas com as demais espécies de Minaria (100/100/92) e entre si
(100/100/100). No nucleo de Minaria (100/100/100), as espécies sem coma nas sementes
(M. grazielae, M. semirii, M. magisteriana ¢ M. hemipogonoides) permanecem n&o

resolvidas na base, de onde emerge também um clado sustentado (100/92/81) que agrupa as
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espécies do complexo de folhas cordadas, com M. parva divergindo na base, mas com as
demais relagdes pouco resolvidas, apenas M. campanuliflora, M. ditassoides ¢ M. cordata
(de Goias) formando um clado sustentado (100/83/71). A rela¢do entre M. abortiva, M.
decussata, M. refractifolia e as espécies de folhas acerosas é consistente nas analises
individuais e também na molecular combinada (100/93/82). Um clado mais derivado e bem
sustentado  (100/98/98) retine espécies de folhas acerosas mais semelhantes
morfologicamente, M. acerosa, M. micromeria e M. diamantinensis. A combina¢do dos
dados moleculares combinados recupera com boa sustentagdo todos os clados presentes nas

analises com as parti¢des plastidial e nuclear, com excec¢do do clado de M. grazielae,

presente apenas na topologia obtida com dados nucleares.
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Figura 2. Consenso de maioria das arvores produzidas pela Inferéncia Bayesiana com base na matriz
combinada de dados moleculares, plastidiais (pshA-trnH, trnS-G, trnD-T ¢ rps16) e nucleares (ITS e ETS). Os
nimeros acima dos ramos indicam valores de probabilidade posterior da IB, bootstrap da MV e bootstrap da

MP (PP/BS_MV/BS_MP).
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Os representantes de Metastelmatinae inseridos na analise demonstraram suporte estatistico
para dois clados principais, um formado pelas espécies de Barjonia (100/100/100) e outro
(100/100/98) formado pelo nucleo de Metastelmatinae. O clado formado por Blepharodon
pictum, Hemipogon sprucei e Nephradenia filipes, apesar de sustentado nas analises
moleculares combinadas (100/92/64), ¢ contradito pelos dados nucleares. Anélises mais
abrangentes em Metastelmatinae foram apresentadas em outro trabalho (Silva & al., em
revisao) e ndo serdo abordadas aqui. As redes filogenéticas (Fig. 3) ilustram os pontos de
divergéncia entre as topologias das analises de regides independentes e entre as topologias
obtidas com as partigdes plastidiais e nucleares, tanto produzidos pela MP quanto pela IB.
As divergéncias sdo localizadas principalmente nos nucleos de Minaria e de
Metastelmatinae. No entanto, a rede construida com as topologias das anélises combinadas
dos dois conjuntos de dados ndo aponta incongruéncias.

A andlise de evidéncia total, combinando dados morfolégicos e moleculares,
permitiu posicionar também as trés espécies sem sequéncias moleculares. A estrutura
filogenética ndo ¢ modificada, mas a sustentagcdo dos principais clados ¢ menor (Fig. 4).
Minaria inconspicua aparece nao resolvida na base do género, enquanto M. bifurcata e M.
monocoronata se agrupam com as espécies relacionadas a M. grazielae, devido a

caracteristicas do fruto e semente sem coma.

26



Barjenia_glaziovii
Barjonia_cymesa
Barionia_sret:

Minaria_cerdata_virgata
inaria_cordata0
Minaria_sbpiya  wiinaria_sordata
Minafia] decussata Minaria_loutzigias
Minaria_campanuliflora
Minaria_ditassoides

Banjonia_chlorazifalia

Minaria_polygalaides
Memipagon_acearosus
inaria_magisteriana
Nephradenia_aserasa Minaria_grazielae
Nephradenia_filipes ”

Petalestelma_martianum

Hemipogen_sprucei
pogen_sp hfinaria_refrastifolia

Blepharodon_nitidum
Hemipogen_hareyi Minaria_semirii
Blepharodon_
Barjonia_harleyi

Fliflorum

inaria_pam:
Wi
Minaria_acerosa

ia_diamantinensis
atia_misromeria

Ditssss_fasciculata

Mephiadenia_asparagoides

noides
hytschbachii

Hemjpdgon_hem
DitaZza_banksii Hemipogo
Dithssa_burchellii  Hemipogon_luteus
Ditassa_oapillaris Hemipogan_sarassensis

Ditasza_hispida Hemipogon_abietoides i

Barjonia_erecta
Barjonia_cymosa

Bafjonia_chldaeifolia
Hemipogon_farleyl
Bationis_hateyiy | o radenia_acerosa
stelma_marianum

emipogon_spruc e

Minaria_polygaloides
Blepharedon_nitidum
Hemipagen_aserosus

Ditassa_fasiculata
Ditassa_hispida

Ditassa_banksii
Nephradenia_asparagoides
Ditassa_capillaris
Minaria_magisteriana
hinaria_semiri

Minaria_hemipogonoides
Winaria_grazielae

Hemipogon_abietoides
Hemipogan_hatsshbachii
Hemipogen_hemipogonoides

Ditassa_burchelli

Hemipogen_sarsssensis

Hemipagon_luteus
Minaria_para

Minaria_cordata_virgata
Minaria_loutteigize

Minaria_sordata

Minaria_campanfiiflora Mn eross
Winaria_ditassoides Mintaria_tefractitalia
Minzria_cordataG Minaria_misrameria
Minaria_abortiva
Minaria_dismantinensis

Minaria_decussata

—0.0f

Figura 3. Supernetwork de

Minaria_sordata_virgata

Minaria_hemipagonoides

Hemipogon_acerasus

Nephradenia_acerosa

Nephradenia_filipes

Hemipagen_sprucei

Blepharadon_ampliflorum
Hemipagon_luteus

Ditassa_oapillaris
Hemipogon_abietoides

Minaria_micromeria

Minaria_polygaloides
Hemipogon_acerasus
Blepharodon_ampliflorum
Blepharadon_nitidum
Nephradenia_acerosa
Hemipogon_sprusei
Nephradenia_filipes
Petalostelma_martianum

Barjonia_chloraeifolia

Barjonia_cyfosa
Barjonia_erecta

hinari

Minaria_decussata

Minaria_abotiva
Minaria_diama;

infaria_reftactifolia

_magisteriana

Minaria_loutteigiae
Minaria_cordata
Minaria_ditassoides
Minaria_cordatadn
Minaria_sampanulifiyra

ntinensis
Minania_micromeria

Minsria_paria

=

Minaria_pelygal

Hemipegon_hemipdgofeides| i
Hemipagon_casissehsi
Nephradenla_asparagoidas ,
Hemipogon_hatsehbap i
Ditassa_fascicils
Ditassa_banksii

Barjonia_erecta
Baijo

_chloraeif

Batjania_glaziovii
Barjonia_cymoss
Ditassa_burshellii

Winaria_campanuliflora
hinania_cordataGo
Minaria_ditassoides

Minaria_acerosa
Minaria_pana
Winaria_lourt@igiae
Minaris_grazielas
Winaria_refractifolia
Minariz_cordata_wirgdta
Minaria_dag Ussata

Minaria_sordata

Minaria_magisteriana

Winaria_aserosa
Minaria_semirii

Minaria_grazielae

Minaria_hemipogonaides

Barjonia_harlyi

Hemipogan_harleyi

oides

Minaria_diamantinensis

hinaria_abortiva

Winaria_semirii

Minaria_hemipog

Hemipogon_harleyi

Barjonia_harleyi

Ditassa_Hafisi
Ditassa_fascicu

\ S

Ditassa_burchellii
Ditassa_sapillaris
Ditassa_hispida
Mephradenia_asparagoides H
Hemipogon_carassensis
Hemipogon_luteus

Hemjj

onoides

n_hemipogonoides

Hemipogon_abietoides
emipogon_hatschbachii

—o.or

arvores consenso: acima, a partir das andlises individuais produzidas pela

Inferéncia Bayesiana (2 esquerda) e pela Méaxima Parciménia (a direita); abaixo, a partir das matrizes

combinadas moleculares (plastidial + nuclear), construidas pela de Inferéncia Bayesiana (a esquerda) e pela

Maxima Parcimonia (2 direita).
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Figura 4. Consenso de maioria das arvores produzidas na Inferéncia Bayesiana baseado na matriz de
evidéncia total, incluindo os dados moleculares, plastidiais (psbA-trnH, trnS-G, trnD-T ¢ rpsl6) e nucleares
(ITS e ETS), e os morfoldgicos. Os niumeros acima dos ramos indicam valores de probabilidade posterior da

IB e bootstrap da MP (PP/BS_MP). Asterisco indica o niicleo de Minaria.
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Analise espacial da diversidade filogenética. As regides do Planalto de Diamantina
e Serra do Cipd, em Minas Gerais, apresentaram as maiores riquezas, tanto de espécies
quanto de endemismos (Figs. 5 e 6). A figura 7 ilustra os comprimentos dos ramos
utilizados nas andlises espaciais. Quatro dreas de alta diversidade e endemismo
filogenéticos foram detectadas (Figs. 8 a 10; Tabela 4): Rio de Contas, na por¢ao baiana do
Espinhago, o Planalto de Diamantina (PDi), a Serra do Cip6 (Sci) e o Sul da Cadeia do
Espinhaco (SCE), na por¢do mineira (para uma descricao dessas areas, veja o capitulo 3). O
PDi apresentou maior intensidade de diversidade e endemismo filogenéticos, seguido pela
Sci, em relagdo a diversidade filogenética, e por Rio de Contas, em relagdo ao endemismo

filogenético.
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Figura 5. Mapa de distribuicdo da riqueza de espécies de Minaria focando a Cadeia do Espinhaco, areas

acima de 900 m em azul. Grids de 0,05 °, considerando duas células de vizinhanca.
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Figura 6. Mapa de distribui¢do da riqueza de endemismo de espécies de Minaria focando a Cadeia do

Espinhago, areas acima de 900 m em azul. Grids de 0,05°, considerando duas células de vizinhanga.
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Figura 7. Filograma da Inferéncia Bayesiana baseado na matriz de evidéncia total, incluindo os dados

moleculares, plastidiais (psbA-trnH, trnS-G, trnD-T e rps16) e nucleares (ITS e ETS), e os morfologicos.
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Figura 8. Mapa de distribuigdo da diversidade filogenética de espécies de Minaria focando a Cadeia do

Espinhaco, Brasil. Em azul delimitagdo hipsométrica (acima de 900 m) da Cadeia do Espinhago. Grids de
0,05°, considerando duas células de vizinhanga. RCo, regifio de Rio de Contas; PDi, Planalto de Diamantina;
SCi, regido da Serra do Cipd; SCE, Sul da Cadeia do Espinhago. Unidades de conservacdo contornadas em

preto.
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Figura 9. Mapa de distribui¢do do endemismo filogenético de espécies de Minaria focando a Cadeia do

Espinhaco no estado da Bahia, Brasil. Em azul delimitagdo hipsométrica (acima de 900 m) da Cadeia do
Espinhaco. Grids de 0,05°, considerando duas células de vizinhanga. RCo, regido de Rio de Contas. Em
destaque areas de relevante endemismo filogenético, Mucugé ¢ Abaira. Unidades de conservagao contornadas

em preto.
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Figura 10. Mapa de distribui¢do do endemismo filogenético de espécies de Minaria focando a Cadeia do

Espinhaco no estado de Minas Gerais, Brasil. Em azul delimitagdo hipsométrica (acima de 900 m) da Cadeia

do Espinhago. Grids de 0,05°, considerando duas células de vizinhanga. PDi, Planalto de Diamantina; SCi,

regido da Serra do Cipd; SCE, Sul da Cadeia do Espinhago. Em destaque areas de relevante endemismo

filogenético, Parque Estadual do Rio Preto ¢ SCi_1 que abrange a regido conhecida como Lapinha. Unidades

de conservagao contornadas em preto.

35



Tabela 4. Principais unidades (Un.) de diversidade (DF) ¢ endemismo filogenéticos (EF) em Minaria, indicando localidade (coordenadas da Loc.) e taxons

presentes na unidade. * microendémicos.

Un Regiao Maior contribuinte Loc.

(Estado) para EF

Taxons presentes na area de DF

RCo Riode Contas (BA) ‘B.” harleyi

PDi Planalto de M. grazielae
Diamantina (MG)

SCi  Serra do Cipé (MG) M. hemipogonoides

SCE Sul da Cadeia do M. monocoronata
Espinhaco (MG)

13,3S
41,9W
18,3S
43,5W

19,18
43,7TW
20,18
43,9W

‘B.” harleyi*, ‘H.” harleyi*, M. acerosa, M. cordata_cord e virg

M. grazielae*, M. refractifolia*, M. diamantinense*, M. bifurcata*, M.
campanuliflora*, M. decussata, M. ditassoides, M. inconspicua* e M.
parva

M. hemipogonoides*, M. magisteriana*, M. semirii*, M. polygaloides*,
M. parva, M. ditassoides, M. acerosa ¢ M. decussata

M. monocoronata*, M. decussata, M. micromeria e M. acerosa
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DISCUSSAO

Variagdo molecular. Cinco das regides mais variaveis na classificagdo de Shaw &
al. (2007), a saber, trnQ-rpsl6, rpsl6-trnK, rpl32-trnL, trnV-ndhC e ndhF-rpl32, nao
puderam ser utilizadas para se inferir relagdes de parentesco em Minaria. No entanto, trés
deles (trnQ-rpsl6, rpsl6-trnK e rpl32-trnL) poderdo ser uteis em estudos filogeograficos
com base em microssatélites. As regides de plastidio utilizadas para estudos filogenéticos
em Asclepiadoideae (trnT-L, rpsl6, matK e trnS-G) e até mesmo regides recomendadas
para estudos em grupos de espécies proximas (Shaw & al., 2005; 2007) revelaram-se
individualmente pouco varidveis, ndo sendo informativas para se inferir relagdes
filogenéticas em Minaria. No entanto, a combinac¢do delas mostrou-se util na delimitagdo
do género e de seus nds mais basais.

A tnica regido nuclear que havia sido anteriormente sequenciada para o grupo (ITS)
apresentou-se polimoérfica em algumas espécies de Metastelmatinae (Rapini & al. 2006;
Silva & al., em revisdo). Ainda assim, o nimero de espécies com ITS polimoérfico neste
estudo foi menor do que aquele com copias polimoérficas de GBSSI (Mort & Crowford,
2004). Copias polimorficas de ITS foram encontradas apenas em espécies microendémicas
(M. grazielae, M. hemipogonoides, M. magisteriana, M. polygaloides, M. refractifolia e M.
semirii), estando eventualmente ausentes em algumas populagdes, como observado para M.
magisteriana e M. refractifolia. As diferencas entre essas copias paralogas parecem ser
relativamente recentes. Sdo paralogias superficiais (sensu Bailey & al., 2003), coalescendo
na propria espécie, sem prejudicar o funcionamento do gene, nem interferir na reconstrugdo
filogenética das espécies. Elas ocorreram somente apds o evento de especiacdo, nao tendo
sido homogenizadas por evolugdo em concerto.

O ITS e o ETS foram selecionados principalmente pela variagdo e o nimero
relativamente menor de espécies com copias polimorficas. Apesar dos diversos fendmenos
associados a evolugdo do ITS que podem levar a desvios na reconstrugdao de filogenias de
organismos (Alvarez & Wendel, 2003; Mort & al., 2007; Calonje & al., 2009), ele tem sido
bastante utilizado em estudos com taxons proximos, inclusive em Apocynaceae (Wanntorp
& al. 2006; Thiv & Meve 2007). A dificuldade de sua utilizagdo em niveis taxondmicos
mais inclusivos de Asclepiadoideae, especialmente devido ao alinhamento impreciso entre

subtribos, esta relacionado as altas taxas de mutagao.
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Este ¢ o primeiro trabalho que utiliza o marcador ETS em Apocynaceae. Esse
espagador externo transcrito do DNA 18S-26S ¢ especialmente tutil para se ampliar a
informagdo do ITS (Baldwin & Markos, 1998; Linder & al., 2000; Logacheva & al. 2010),
pois ambos possuem taxas evolutivas similares, aparecem em sequéncia no genoma, como
parte de uma mesma unidade transcrita, e desempenham papel similar e interdependente na
maturacdo dos rRNAs (Baldwin & Markos, 1998; Calonges & al., 2009). O ETS de
angiospermas ¢ normalmente maior do que o ITS-1 e o ITS-2, geralmente mais variavel e
filogeneticamente mais informativo para reconstrugdo filogenética em niveis taxondmicos
menores (Mitsui & al., 2008; Logacheva & al., 2010). A falta de uma maior popularizacao
do ETS em plantas deve-se principalmente a grande variagdo em sua regido flanqueadora
nao transcrita, o que impede a construcdo de primers forwards universais (Baldwin &
Markos, 1998; Logacheva & al., 2010). No entanto, o primer descrito para o género
Mimulus L. — Phrymaceae (Beardsley & Olmstead, 2002), em combinagdo com um reverse
universal (Baldwin & Markos, 1998), foi suficiente para que todas as amostras fossem
amplificadas com sucesso. Para o universo de amostras de Metastelmatinae analisadas, o
ETS se mostrou mais variavel e menos homoplastico do que o ITS (Tabela 3). Essas duas
regides somam uma expressiva variacdo (14,26 %) em relagdo as plastidiais (6,62 %),
porém se revelam mais homoplésticas que elas.

Congruéncia entre os conjuntos de dados e topologias. Uma das principais
preocupacdes dos filogeneticistas tem sido construir arvores de espécies de maneira que
sumarizem as arvores de genes, ampliando a confianga para as relagdes de parentesco. No
entanto, muitas arvores de genes tém se revelado topologicamente incongruentes e, em
alguns casos, as incongruéncias sdo altamente sustentadas (Rokas & al., 2003). Ainda
assim, incongruéncias entre arvores de genes nao devem ser motivo para que a constru¢ao
de arvores de espécies seja abandonada (Knowles, 2009). Diante delas, diversas posigdes
tém sido tomadas, que vao da exclusdo de conjuntos de dados ou dos clados incongruentes
(van der Niet & Linder, 2008) até a combinagao dos dados ou de seus resultados através de
métodos alternativos, ndo baseados em arvores hierarquicas, mas sim em redes que
sintetizam conflitos filogenéticos (Huson & Bryant, 2006; Willyard & al., 2009; Bell &
Ryvonen, 2010).
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O conflito mais evidente entre os conjuntos de dados plastidiais e nucleares neste
estudo esta relacionado a posigdo de Nephradenia filipes. A posigdo dessa espécie nao foi
resolvida pela MP com base em dados nucleares, mas se mostrou incongruente nas analises
de MV e IB, com forte sustentacdo. A origem dessa incongruéncia ainda ¢ uma incégnita,
entretanto causa bioldgica como hibrida¢do geralmente ndo € sugerido dada a raridade deste
evento na familia, possivelmente devido incompatibilidade reprodutiva. As outras poucas
incongruéncias sustentadas entre as duas partigdes gendmicas parecem ter sido ocasionadas
por desvios gerados pelos diferentes métodos de reconstrucdo. A posicao de M. parva, por
exemplo, se mostrou incongruente nas analises de MP e MV, possivelmente devido a
desvios na andlise dos dados plastidiais, pois resultados congruentes entre as duas fontes de
dados foram obtidos na IB, sugerindo que os resultados obtidos com dados plastidiais neste
caso devem estar incorretos (Capitulo 2).

Relagoes filogenéticas em Minaria. As principais caracteristicas usadas para
descrever o género Minaria, como o habito subarbustivo, folhas diminutas e predominéncia
geografica na Cadeia do Espinhago de Minas Gerais, tém sido ampliadas de modo a incluir
‘Barjonia’ harleyi e ‘Hemipogon’ harleyi (Silva & al., em revisdo), duas espécies
endémicas da porcdo baiana da Cadeia do Espinhaco (clado baiano). Nossas analises
sustentam M. polygaloides como grupo irmao das demais espécies do género, e confirmam
Minaria como um género monofilético, incluindo as espécies da Bahia, com base em dados
moleculares combinados e, principalmente, plastidiais. Minaria é caracterizado por polinias
diminutas (até 0,3 mm compr.), habito subarbustivo, predominantemente ereto (exceto em
‘H.” harleyi, que ¢ volavel; mas individuos com ramos volaveis para o apice podem ser
encontrados em M. acerosa e M. refractifolia, geralmente associado a ocupagdo de
ambientes com vegetacao mais densa), ramos predominantemente indumentados (exceto
em ‘B.” harleyi ¢ ‘H.” harleyi), e folhas em geral diminutas, exceto em ‘H.” harleyi, onde
sao delgadas e compridas.

O clado baiano ¢ altamente sustentado por dados nucleares e esta restrito ao
sudoeste da Chapada Diamantina. Enquanto ‘Barjonia’ harleyi é encontrada em fendas
entre rochas, ‘Hemipogon’ harleyi é encontrada em solos arenosos, mais profundos, com
vegetacdo baixa, entre blocos de afloramentos. Ambas possuem ramos glabros, flores

grandes em relagdo as demais espécies de Minaria, e apice do ginostégio prolongado,
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longamente em ‘H.” harleyi (ca. 2,4 mm compr.). Sdo bem distintas das demais espécies de
Minaria e entre si, possivelmente representando remanescentes de uma linhagem antiga
(Capitulo 3).

O nuacleo de Minaria, que inclui a maioria das espécies com distribui¢do
concentrada em Minas Gerais, ¢ altamente sustentado com base em qualquer dos conjuntos
de dados. Ele retine espécies eretas, com ramos indumentados por toda superficie, inclusive
na lamina foliar, no pedicelo e foliculo (exceto em M. magisteriana, para as trés ultimas
estruturas). Irradiou-se na por¢do mineira da Cadeia do Espinhaco durante o Pleistoceno
(Capitulo 3). Enquanto o habito parece ter se mantido na linhagem, associado a ocupacao
de ambientes abertos, as caracteristicas florais parecem ter variado de maneira estocastica
ou em resposta a diversidade de polinizadores (Rapini, em revisdo). Este clado esta
dividido em dois grupos, um deles inclui seis espécies e ¢ caracterizado por sementes sem
coma, enquanto o outro inclui 12 espécies e as sementes sdo comosas (Fig. 4).

A perda da coma nas sementes estd associada a mudancas na morfologia do fruto e
da semente, ¢ também ao numero reduzido de sementes por fruto, caracteristicas que
podem explicar a distribuicdo restrita das espécies. Todas as espécies deste clado sdo
rupicolas e endémicas de pequenas dreas na Cadeia do Espinhago de Minas Gerais: na Serra
do Cip6 (3 espécies), no Planalto de Diamantina (2) ou na Serra do Rola-Moga (1). Outra
caracteristica que agrupa as espécies deste clado € a posicdo axilar das inflorescéncias
parciais, sendo que elas sdo subaxilares nas demais espécies de género.

O segundo clado do nticleo de Minaria ¢ composto por espécies com folhas
revolutas, sejam elas cordadas ou acerosas, e que ocorrem predominantemente em campos
arenosos. Algumas relagdes entre essas espécies ja haviam sido cogitadas (Fontella-Pereira,
1989; Rapini & al., 2001). As espécies de folhas cordadas formam um complexo de
espécies de dificil diferenciacdo. Os trés acessos de Minaria cordata (quatro, se também
considerarmos M. abortiva uma variedade) aparecem dispersos nesse clado. Essa variagdo ¢
tratada ora em uma mesma espécie (Fontella-Pereira, 1989; Konno, 2005; Farinaccio &
Melo-Silva, 2004) ora em espécies distintas (Rapini & al., 2001; Konno & al., 2006;
Rapini, 2010). Nossos resultados sugerem que estamos lidando com espécies cripticas (veja
Capitulo 3), porém investigacdes mais detalhadas, utilizando métodos biossistematicos,

poderdo esclarecer melhor as relagdes neste grupo. Apesar de rupicola, com habito
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semelhante aquele encontrado no clado com sementes sem coma, M. refractifolia emerge
neste clado. Essa posi¢ao ¢ corroborada pelas caracteristicas do fruto, das sementes e pelas
longas asas das anteras, indicando que as semelhangas vegetativas compartilhadas com as
espécies com sementes sem coma sdao convergéncias resultantes do hdbito rupicola.

Distribuicdo da diversidade filogenética e implicagdes para a conservacao. Este
estudo contou com o levantamento das cole¢des de Minaria nos principais herbarios
nacionais ¢ internacionais associado ao conhecimento das plantas no campo, o que permitiu
delimitar a distribui¢do geografica conhecida das espécies com acuracia. A triagem de
marcadores moleculares e a analise morfoldgica detalhada possibilitaram a sele¢do dos
caracteres mais informativos para este nivel de anélise e a aplicacdo de diferentes métodos
de reconstrucao filogenética garantiu que o maximo de informagdes fosse extraido deste
conjunto de dados, produzindo uma avore bastante realista. As andlises de distribui¢do da
diversidade filogenética tiveram como parametro o comprimento dos ramos e a falta de
sustentacdo para algumas relagdes em Minaria ndo tera implicagcdes importantes, pois essas
incertezas estdo confinadas a ramos curtos.

Foram detectados quatro centros de diversidade filogenética de Minaria: o sul da
Cadeia do Espinhago (SCE), a Serra do Cip6 (SCi) e o Planalto de Diamantina (PDi), em
Minas Gerais, e a regido de Rio de Contas (RCo), no sudoeste da Chapada Diamantina,
Bahia. O sul da Cadeia do Espinhaco destaca-se pela presenga de M. monocoronata,
espécie pertencente ao clado caracterizado por sementes sem coma e pela distribuicdo
restrita de todas as espécies. Apesar do SCE apresentar apenas quatro espécies de Minaria e
somente uma delas ser microendémica, a regido ¢ historicamente a mais alterada e
atualmente a mais ameacada pelas mineradoras de ferro. Ainda assim, a area protegida na
SCE ¢ reduzida, destacando-se os Parques Estaduais Serra do Rola-Moga e do Itacolomi,
bem como a Reserva Particular do Patrimonio Nacional Caraga, todos com forte agdo
antropica.

Na por¢do baiana do Espinhaco, RCo se destaca em termos de diversidade
filogenética pela presenca de duas espécies microendémicas proximamente relacionadas,
‘Barjonia’ harleyi e ‘Hemipogon’ harleyi, que juntas representam uma linhagem bastante
antiga, mesmo que pouco diversa em numero de espécies. As duas espécies divergiram

entre si ha ca. 2,5 Ma e representam remanescentes de uma linhagem antiga e que ficou
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desde entdo reclusa ao bloco Norte da Cadeia do Espinhaco (Capitulo 3). O Parque
Nacional Chapada Diamantina, a maior unidade de conservagdo da Cadeia do Espinhaco, e
a Area de Protegdo Ambiental da Serra do Barbado ndo englobam a distribui¢do dessas
espécies, que estdo, portanto, sujeitas a perturbagdes, colocando em risco uma linhagem
que tem a mesma idade que o nucleo de Minaria, que inclui 17 espécies. Proximo ao
municipio de Rio de Contas encontramos também uma area disjunta e relevante em
endemismo filogenético localizada no municipio de Abaira e, mais a nordeste, o0 municipio
de Mucugé, que também se destaca neste sentido (Fig. 9)

A regido central do Espinhago de Minas Gerais, incluindo a SCi e o PDi, destaca-se
como a mais rica em endemismos na por¢ao mineira, ndo s6 de Asclepiadoideae (Rapini &
al. 2001, 2002; Rapini 2010), mas também de varios outros grupos de angiospermas
(Echternach & al., 2011). Ela abriga 13 espécies de Minaria, 10 delas microendémicas. E a
regido mais relevante em termos de diversidade filogenética para o género, destacando-se o
PDi, que apresenta os valores mais altos de diversidade e de endemismo filogenéticos. La
sdo encontradas quase metade das espécies de Minaria, seis das quais exclusivas da regido.
Nessa mesma regido, porém numa area disjunta, o Parque Estadual do Rio Preto se mostra
relevante em endemismo filogenético, principalmente devido a microendémica M.
campanuliflora. A alta relevancia filogenética do Planalto de Diamantina para Minaria
parece estar associada a grande extensdo dessa regido com predominio de afloramentos
rochosos continuos em altitudes elevadas, oferecendo a linhagem abrigos contra a seca € o
fogo (Capitulo 3).

Existem dois Parques Nacionais na regido central do Espinhaco de Minas Gerais,
mas uma parcela importante de sua flora depende de unidades de conservagao auxiliares. O
PN Serra do Cip6 abrange a distribuicdo de duas das quatro espécies de Minaria endémicas
da SCi, M. polygaloides e M. semirii; as outras duas, M. hemipogonoides e M.
magisteriana, estdao incluidas na RPPN Ermos Gerais, que abriga outras espécies de
distribuigdo bastante restrita, como Hemipogon abietoides (Rapini & al., 2010b). A flora do
PN Sempre Vivas (PDi), ainda é pouco conhecida e ndo conta com registros de Minaria.
Das seis espécies endémicas do PDi, Minaria grazielae, M. inconspicua e M. refractifolia
encontram-se protegidas no PE Biribiri ¢ M. campanuliflora, no PE Rio Preto. Minaria

bifurcata é conhecida apenas pelo tipo e sua localizagdo ainda ¢ imprecisa, mas a
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distribui¢do conhecida para M. diamantinensis, ao longo da estrada que liga Conselheiro
Mata a Diamantina, encontra-se desprotegida e por ser de facil acesso esta bastante
vulneravel a perturbacdes antropicas.

Quando comparamos as medidas de frequéncia usualmente utilizadas para selecao
de areas prioritarias para conserva¢dao, como riqueza de espécies e de endemismos, a
representatividade filogenética denotada pela idade da linhagem, pelo comprimento dos
ramos e, de maneira mais grosseira, pela distingdo taxondmica do grupo, ¢ ignorada. O
endemismo filogenético, por outro lado, avalia tanto a distribui¢ao das espécies como suas
relacdes com as demais espécies (Rosauer & al., 2009), apontando areas que abrigam com
exclusividade uma parcela importante da historia evolutiva do grupo. A singularidade
filogenética de uma regido ¢ determinada tanto pela presenca dos representantes de uma
linhagem antiga, como ocorre no Sudoeste da Chapada Diamantina, quanto pela presenca
de varias espécies com distribuicao restrita de uma linhagem com distribui¢ao ampla, como
ocorre na Serra do Cip6é e Planalto de Diamantina. Esses dois padroes nao sao
discriminados pelos indices de diversidade filogenética e a compreensdo do processo
evolutivo que os produziu depende de estudos biogeograficos capazes de associar a idade
dos eventos filogenéticos a historia da regido (para isso, veja Capitulo 3)

Na auséncia de informag¢des mais detalhadas, a riqueza de endemismos ¢ um
indicador inicial de areas relevantes também em termos de diversidade filogenética. No
caso de Minaria, ela evidencia o Planalto de Dimantina e a Serra do Cip6, que também
apresentam valores altos de diversidade filogenética. Por outro lado, o endemismo
filogenético da regido de Rio de Contas, no Sudoeste da Chapada Diamantina, passaria
despercebido, pois ele esta concentrado apenas em duas espécies. Apesar da diversidade
filogenética combinar pardmetros importantes para a selecdo de areas prioritarias
(distribuigao e relagdes filogenéticas), ela também deve ser combinada a outros parametros,
como abundancia (Cadotte & Davies, 2010) e especializagao de habitats. O grau de ameaga
de uma espécie também deve ser incorporado aos valores de importancia da regido no
momento de se indicar areas para conservag¢ao. Minaria monocoronata, por exemplo, ¢ a
unica espécie endémica do sul da Cadeia do Espinhago, tendo sido encontrada
exclusivamente em cangas, vegetagdo rupestre sobre solos ferruginosos. As cangas ocupam

aproximadamente 100 km” e estio entre os ambientes mais ameacados da Cadeia do
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Espinhaco, sendo intensamente explorada por empresas mineradoras (Jacobi & al., 2007).
Dessa maneira, M. monocoronata esta entre as espécies mais ameagadas da Cadeia do

Espinhago.
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Anexo 1. Vouchers utilizados em cada regido plastidial (psbA-trnH, trnS-trnG, rps16, and trnD-trnT) e regides nucleares (ITS and ETS).

Espécie

psbA-trnH

trnS-G

Voucher

rpslé

trnD-T

ITS

ETS

Barjonia chloraeifolia Decne.
Barjonia cymosa E.Fourn.
Barjonia erecta (Vell.) K.Schum.

‘Barjonia’ harleyi Fontella

Blepharodon ampliflorum E.Fourn.

Blepharodon pictum (Vahl)
D.W.Stevens

Ditassa banksii R.Br. ex Schult.
Ditassa burchellii Hook & Ar.

Ditassa capillaris E. Fourn.
Ditassa fasciculata E.Fourn.
Ditassa hispida (Vell.) Fontella
Hemipogon abietoides E.Fourn.

Hemipogon acerosus Decne.

Hemipogon carassensis (Malme)
Rapini
‘Hemipogon’ harleyi Fontella

Hemipogon hatschbachii

Rapini 1059
Rapini 1733
Rapini 1354
Rapini 1611

Queiroz 9196

Rapini 1508
Rapini 1303
Ribeiro 283
Rapini 1875

Rapini 1364

Rapini 1410
Ribeiro 268

Rapini 485
Rapini 1878
Rapini 1733
Rapini 1354
Rapini 1611

Queiroz 9196

DQ 026756
DQ 026757

Rapini 1508
Rapini 1303
DQ 026762
Ribeiro 283
Wood. &

Goyder 15689

Rapini 1364

Rapini 1410
Ribeiro 268

Rapini485
Rapini 1878
Rapini 1733
Rapini 1354
Rapini 1611

Queiroz 9196

AJ 704473
AJ 699293

Rapini 1508
Rapini 1303
Al 704477
Ribeiro 283
Wood. &

Goyder 15689

Rapini 1364

Rapini 1410
Ribeiro 268

Rapini 1059
Rapini 1733
Rapini 1354
Rapini 1611

Queiroz 9196

Konno 754
Kaprovickas
41170
Rapini 1508
Rapini 1303
Rapini 1431
Ribeiro 283
Wood. &

Goyder 15689

Rapini 1364

Rapini 1395
Rapini 1878
Rapini 1733
Rapini 1354
Rapini 706

Queiroz 9196

Konno 754
Kaprovickas
41170
Rapini 1508
Rapini 1303
Rapini 1431
Ribeiro 283
Rapini 1875

Rapini 1364

Rapini 1410
Ribeiro 268

Rapini 1395
Rapini 1878
Rapini 1733
Rapini 1354
Rapini 1611

Queiroz 9196

Konno 754
Kaprovickas
41170
Rapini 1508
Rapini 1303
Rapini 1243

Rapini 1875

Rapini 1410
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(Fontella & Marquete) Rapini
Hemipogon hemipogonoides
(Malme) Rapini

Hemipogon luteus E.Fourn.
Hemipogon sprucei E.Fourn.
Minaria abortiva (E. Fourn.)
Rapini

Minaria acerosa (Mart.)
T.U.P.Konno & Rapini

Minaria campanuliflora Rapini
Minaria cordata (Turcz.)
T.U.P.Konno & Rapini (BA)
Minaria cordata (Turcz.)
T.U.P.Konno & Rapini (GO)
Minaria cordata var. virgata (VIR)
Minaria decussata (Mart.) T.U.P.
Konno & Rapini

Minaria diamantinensis (Fontella)
T.U.P.Konno & Rapini

Minaria ditassoides (Silveira)
T.U.P.Konno & Rapini

Minaria grazielae (Fontella &
Marquete) T.U.P.Konno & Rapini

Rapini 1373

Silva 106
Ribeiro 300

Ribeiro 183

Azevedo 339

Ribeiro 341

Ribeiro 398

Ribeiro 113
Ribeiro 216

Ribeiro 218

Ribeiro 180

Ribeiro 221

Rapini 1373
DQ 026769

Silva 106
Ribeiro 300

Azevedo 339

Ribeiro 398

DQ 026758

Ribeiro 218

DQ 026759

DQ 026760

Rapini 1373
AJ 704489
AJ 704296

Ribeiro 300

Ribeiro 183

Azevedo 339

Ribeiro 341

Ribeiro 398

Ribeiro 113
AJ 704217

Ribeiro 218

AJ 704476

AJ 699339

Rapini 1373

Silva 106

Ribeiro 183

Azevedo 339

Ribeiro 113
Ribeiro 216

Ribeiro 180

Ribeiro 221

Rapini 1373
Rapini 1384
Silva 106

Ribeiro 300

Rapini 383

Azevedo 339

Ribeiro 341

Ribeiro 113
Ribeiro 216

Rapini 810

Rapini 379

Ribeiro 221

Ribeiro 300

Ribeiro 183

Azevedo 339
Ribeiro 341

Ribeiro 398

Ribeiro 113
Ribeiro 216

Ribeiro 218

Ribeiro 180

Ribeiro 221
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Minaria hemipogonoides (E.
Fourn.) T.U.P.Konno & Rapini
Minaria louteigiae (Fontella)
T.U.P.Konno & Rapini
Minaria magisteriana (Rapini)
T.U.P.Konno & Rapini
Minaria micromeria (Decne.)
T.U.P.Konno & Rapini
Minaria parva (Silveira)
T.U.P.Konno & Rapini
Minaria polygaloides (Silveira)
T.U.P.Konno & Rapini
Minaria refractifolia (K.Schum.)
T.U.P.Konno & Rapini
Minaria semirii (Fontella)
T.U.P.Konno & Rapini
Nephradenia acerosa Decne.
Nephradenia asparagoides
(Decne.) E.Fourn.

Nephradenia filipes Malme

Petalostelma martianum E. Fourn.

Rapini 1770

Ribeiro 197

Ribeiro 200

Ribeiro 186

Ribeiro 188

Ribeiro 263

Ribeiro 225

Ribeiro 336

Silva 118
Silva 1

Silva 110
Silva 127

Rapini 1770

DQ 026763

Ribeiro 186

Ribeiro 263

Ribeiro 225

Ribeiro 336

DQ 026775
Silva 1

Silva 110
Silva 127

Rapini 1770

Ribeiro 197

AJ 704482

AJ 704225

Ribeiro 188

Ribeiro 263

Ribeiro 225

Ribeiro 336

AJ 704496
Silva 1

Silva 110
Silva 127

Ribeiro 197

Ribeiro 200

Ribeiro 186

Ribeiro 263

Ribeiro 225

Ribeiro 336

Silva 118
Silva 1

Silva 110
Silva 127

Rapini 1770

Ribeiro 197

Ribeiro 200

Ribeiro 186

Ribeiro 188

Ribeiro 263

Ribeiro 225

Ribeiro 336

Silva 118
Silva 1

Silva 110
Silva 127

Rapini 1770

Ribeiro 197

Ribeiro 200

Ribeiro 186

Ribeiro 188

Ribeiro 263

Ribeiro 225

Ribeiro 336

Silva 118
Silva 1

Silva 110
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Anexo 2. Lista de caracteres morfologicos e seus estados.

l.

10.

11.
12.
13.

14.
15.

16.

17.

18.
19.

Orientacdo dos ramos: (0) volaveis; (1) ndo voluveis [incluindo eretos ou
decumbentes].

Indumento nos ramos: (0) ausente; (1) indumento em faixas; (2) indumentado por
toda a superficie.

Filotaxia: (0) oposta; (1) verticilada.

Comprimento do peciolo: (0) sésseis e subsésseis 0-2 mm; (1) pecioladas 2-10 mm;
(2) longo pecioladas >10 mm.

Presenca de coleteres na base da lamina foliar: (0) ausente; (1) presente.
Orientacdo da lamina foliar em relagdo ao eixo dos ramos: (0) patente; (1) obliqua
ascendente a ereta; (2) obliqua descendente a reflexa.

Orientacdo da lamina foliar em relacdo a nervura principal: (0) plana; (1)
abaxialmente conduplicada; (2) adaxialmente conduplicada; (3) dorsalmente
falcada.

Relacdo comprimento/largura da lamina foliar: (0) <= 3:1; (1) 4:1 - 5:1; 2) >=6:1.
Base da lamina foliar: (0) hastada, sagitada ou truncada; (1) arredondada, obtusa ou
cuneada; (2) subcordada.

Margem da lamina foliar: (0) plana ou ndo revoluta; (1) revoluta sem distingdo
entre leve ou fortemente revoluta.

Indumento na Iamina foliar: (0) ausente; (1) presente.

Posicao das inflorescéncias parciais: (0) subaxilar; (1) axilar.

Indumento no pedunculo: (0) ausente; (1) indumentado em faixas unilateral ou
bilateral; (2) indumentado por toda a superficie.

Indumento nas bréacteas florais: (0) ausente; (1) indumentada.

Indumento no pedicelo: (0) ausente; (1) indumentado em faixas; (2) indumentado
por sobre toda superficie.

Forma da corola: (0) campanulada a subcampanulada; (1) rotacea a subrotacea; (2)
urceolada. [ou globosa]

Comprimento do tubo da corola: (0) até¢ 1 mm; (1) >1 <=3 mm; (2) > 4 mm.
Indumento na face abaxial da corola: (0) ausente; (1) presente.

Indumento na face adaxial da corola: (0) constituido por papilas ¢ tricomas [Ou
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20.
21.
22.
23.

24.
25.

26.

27.

28.
29.
30.
31.
32.
33.
34.

somente tricomas]; (1) constituido somente por papilas; (2) glabra.

Corona: (0) simples; (1) composta; (2) ausente.

Conagao dos segmentos externos: (0) livres entre si; (1) conados ao menos na base.
Adnacéo dos segmentos internos: (0) livre dos externos; (1) adnatos aos externos.
Comprimento das asas das anteras em relacdo ao dorso: (0) mais longas que o
dorso das anteras; (1) tdo longas quanto o dorso das anteras ou mais curtas.

Apice do ginostégio: (0) protuberante; (1) subplano a plano.

Relacdo compr:largura do retinaculo : (0) mais de 2x mais longo que largo; (1)
entre 1,5 a 2x mais longo que largo; (2) tdo longo quanto largo.

Orientacdo do eixo horizontal das caudiculas em relagdo ao eixo vertical do
corpusculo: (0) horizontal ou obliqua; (1) curva ou sinuosa.

Comprimento dos polinios: (0) até 0,3 mm; (1) 0,3 - 0,5 mm; (2) >0,5 e < 1 mm; (3)
> 1 mm.

Insercdo dos polinios as caudiculas: (0) lateral; (1) apical.

Apice dos foliculos: (0) prolongado; (1) ndo prolongado.

Indumento dos foliculos: (0) ausente; (1) presente.

Margem da semente: (0) irregularmente denteada; (1) inteira.

Coma na semente: (0) presente; (1) ausente.

Forma do foliculo: (0) cilindrico; (1) achatado unilateralmente.

Ndmero de sementes por fruto: (0) 3 a muitos; (1) 1 ou 2.
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Anexo 3. Matriz incluindo os 34 caracteres morfoldgicos e os 41 taxons de Metastelmatinae.

Barjonia chloraeifolia
Barjonia cymosa
Barjonia erecta
Barjonia harleyi
Blepharodon ampliflorum
Blepharodon pictum
Ditassa banksii

Ditassa burchellii
Ditassa capillaris
Ditassa fasciculata
Ditassa hispida
Hemipogon abietoides
Hemipogon acerosus
Hemipogon carassensis
Hemipogon harleyi
Hemipogon hatschbachii
Hemipogon hemipogonoides
Hemipogon luteus
Hemipogon sprucei
Minaria abortiva
Minaria acerosa
Minaria bifurcata
Minaria campanuliflora
Minaria cordata
Minaria cordata virgata
Minaria cordataGO
Minaria decussata
Minaria diamantinensis
Minaria ditassoides
Minaria grazielae
Minaria hemipogonoides
Minaria inconspicua
Minaria lourteigiae
Minaria magisteriana
Minaria micromeria
Minaria monocoronata
Minaria parva

Minaria polygaloides
Minaria refractifolia
Minaria semirii
Nephradenia acerosa
Nephradenia asparagoides
Nephradenia filipes
Petalostelma martianum

1000000020001010100111000020000000
1000100020000101100101001010000000
10001002000-010010000-000010000000

1000010021000001100101000001000000
0002120200000002202101010120000000
0002100010000001200101011110000000
0101000010001010001100011000000000
0101100010101121010110001000000000
0101010211100001000101001001010000
0100010010001111000100001000000000
0201000010100100000100001000010000
100001021010000200000-10011100?7000
111001021000-0100012--001010100000

00010202101000021002--00101100?7000

100001021000000210000-01011000?000
100001021010000000000-102101000000
00000022100000022002--000120000000

110001021000111210101-001111000000
1200010021102120010100001101010000
1210100211102120010101000101010000
1200100010112120010111000000111117?
120001002110212011200-101101010000
1200110021102120010100100101010000
1200110021102120110100100101010000
1200110021102120110100100101010000
1200101021102120011100110001010000
1200000211102120010100000101010000
1200110021102120010101100001010000
12011220201120220002--001000111111

1210003110112020000101002000111111
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Do model-based phylogenetic analyses perform
better than parsimony? A response illustrated

with Minaria (Apocynaceae) phylogenetics



Do model-based phylogenetic analyses perform better than
parsimony? A response illustrated with Minaria (Apocynaceae)

phylogenetics

Abstract

A recent survey on empirical phylogenetic studies based on molecular data suggested
that most results produced by parsimony and model-based analyses are not incongruent.
Based on this data, the authors concluded that the application of more than one
phylogenetic method is redundant. In the work presented here, we used an empirical
study to compare the most commonly used phylogenetic methods, namely Maximum
Parsimony, Maximum likelihood, and Bayesian Inference. We show that the three
methods have different performances, especially when the datasets are thin, and argue
that the pluralistic analytical approach used in most phylogenetic studies can provide

valuable, rather than redundant, information.

* Manuscrito submetido a revista Cladistics em julho de 2011.
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Maximum Parsimony (MP) and Maximum Likelihood (ML) can be considered
variations of the same method to recover phylogenetic relationships using optimality
criteria; they differ basically by the degree of parameterization (Tuffley and Steel, 1997,
Steel and Penny, 2000; Goloboff, 2003). Based on the congruence of characters, MP
seeks trees that require the least number of postulated evolutionary steps (Camin and
Sokal, 1965). The method has a great philosophical appeal because its simplicity
provides higher explanatory power to the analysis (e.g., Farris, 1983; Kluge, 1997,
2001; Siddal, 2002; Kluge & Grant, 2006). ML is a model-based method that seeks the
tree that confers the highest probability to the observed data under the specified model
(Felsenstein 1973; Sober, 2001). When the evolutionary model applied is the same that
generated the phylogeny, the ML tree reconstruction is supposed to recover the true
phylogeny (Swofford et al., 2001). Therefore, the validity of this method strongly
depends on the correctness of the model applied (Cavalli-Sforza and Edwards, 1967;
Huelsenbeck and Crandall, 1997). Unfortunately, we can only use approximations of
the true model in empirical studies and strong violations of the model assumptions can
mislead ML inferences (Steel 2005).

MP was initially suggested as an approximation of ML (Edwards and Cavalli-
Sforza, 1963; Cavalli-Sforza and Edwards, 1967) and, under low and constant rates of
evolution among lineages, when the convergences are few, they actually produce
similar topologies (Farris, 1973; Felsenstein, 1973, 1978; Yang, 1996). However, when
inferring phylogenies generated by complex evolutionary processes, they may produce
divergent results. Recent simulation studies (Kolaczkowski and Thornton, 2004;
Spencer et al., 2005; Simmons et al., 2006) have shown that both MP and model-based
methods, under certain circumstances, can present biases to infer the correct phylogeny
with accuracy (Steel 2005). In such conditions, a more complex model will better fit the
data, but an overparameterization will increase the statistical uncertainty of results
(Pybus, 2006). Some empirical studies (e.g., Archibald et al., 2003; Anderson and
Swofford, 2004) have shown that model-based analyses do not outperform MP under
real conditions. However, the debate is still alive and due to the lack of a method with a
superior performance under every condition, parsimony and model-based approaches
have been applied to infer phylogenetic relationships and to evaluate their confidence.

Recently, Rindal and Brower (2011) examined 1,000 phylogenetic studies
published in Molecular Phylogenetics and Evolution between 2007 and 2009, where
more than one kind of approach was employed. They verified that less than 0.5% of the
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evaluated studies presented strong incongruence between MP and model-based
analyses. Based on this, they concluded that the vast majority of analyses produced
identical topologies or trees with minor differences. In this case, the use of more than
one approach was supposed to be redundant and, according to them, MP would be
sufficient and favored among the methods because of its analytical speed,
methodological clarity and interpretability of results.

We agree that phylogenetic results produced by the two approaches, MP and
model-based analyses, do not strongly diverge in most cases. However, this does not
mean that they are equally phylogenetically informative and thereby redundant. In this
work we explore the two principal conclusions of Rindal and Brower (2011) , namely
that MP and model-based analyses are redundant and MP analysis is sufficient for
phylogenetic studies, and illustrate our point using the phylogenetics of the

Metastelmatinae (Asclepiadoideae, Apocynaceae), with emphasis on the genus Minaria.

Material and Methods

Metastelmatinae is a neotropical subtribe, comprising 13 genera and around 260
species. Minaria was not recognized based on morphology; however, a clade
representing this genus emerged with high support in phylogenetic studies based on the
plastid trnL-F intergenic spacer and trnL intron (Rapini et al., 2003) and was confirmed
by subsequent analyses with additional plastid markers (Liede-Schumann et al., 2005;
Rapini et al., 2006; Silva 2010; Silva et al., submitted). The genus comprises 19 species
that are mostly endemic to small areas with open vegetation in the Espinhaco Range, in
the state of Minas Gerais, Brazil (Konno et al., 2006). The lineage diverged around 12
million years ago (Ma), diversifying in the Miocene/Pliocene boundary, 4.7 Ma (Rapini
et al., 2007).

The monophyly of most genera of Metastelmatinae has been questioned by more
comprehensive phylogenetic studies (Silva et al., submitted), but a generic re-
circumscription has not been possible because the relationships in the subtribe are often
unresolved and results are incongruent between plastid and nuclear datasets. Resolving
the phylogenetic relationships in Metastelmatinae is challenging, but this challenge
could be considered trivial in plant systematics. This study was chosen to illustrate our
point only because it was under development when we assessed Rindal and Bower’s

(2011) provocative paper.
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To orient our phylogenetic approach, we established the following three
objectives for the study: 1) to circumscribe Minaria, 2) to position the genus in
Metastelmatinae, and 3) to establish the relationships among its species. Initially, we
tested 27 molecular markers (19 plastid and eight nuclear regions) that were supposed to
be informative at this level. The plastid regions selected were psbA-trnH, trnS-trnG,
rpsl6, and trnE-trnY and the nuclear regions were ITS and ETS. Plastid and nuclear
datasets were analysed in combined (total evidence) and separate analyses. We sampled
41 species of Metastelmatinae, concentrating the sampling in Minaria, with 16 species
(Appendix). Three specimens of M. cordata were sampled to include the whole
variation of the species, which is divided into varieties (Fontella-Pereira, 1989). The
tree was rooted in Blepharodon ampliflorum because it emerged as the sister to the rest
of the Metastelmatinae in previous phylogenetic studies (Liede-Schumann et al., 2005;
Rapini et al., 2006).

We analyzed the datasets with the three most common phylogenetic methods:
Maximum Parsimony (MP), and two model-based methods, Bayesian Inference (BI)
and Maximum Likelihood (ML). To evaluate their performance with empirical data is
especially difficult because the true phylogeny is unknown. However, for the purpose of
this study, we assumed that clades supported independently by the plastid and nuclear
datasets are correct. Incongruence between plastid and nuclear datasets might be
produced by biological and stochastic processes, but the simplest explanation for their
congruence is their common history representing the phylogeny of individuals. Clades
with 95% accuracy were considered supported. Therefore, we constrained our supported
clades to those either with Bayesian posterior probability (PP) > 95% or with non-
parametric bootstrap support (BS) > 75% (being conservative). The former measure is
considered a better estimator of accuracy and, BS > 70% usually corresponds to PP >
95% (Hillis and Bull, 1993; Alfaro et al., 2003). Without the root, a fully resolved tree
with 41 terminals, as in our analyses, presents 38 clades. The efficiency of each method
was then measured by the percentage of correct clades recovered with accuracy based
on the same dataset.

The MP analyses were conducted in PAUP v. 4.0b10a (Swofford, 2000), with
characters treated under equal weights and unordered. Heuristic searches were
performed with tree-bisection and reconnection (TBR) branch swapping on 1,000
random-taxon addition replicates, holding no more than 20 trees per replicate; the trees

saved were then subject of another set of TBR swapping with a limit of 20.000 trees.
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The confidence of the clades was statistically evaluated by non-parametric bootstrap
support (MP_BT) (Felsenstein, 1985) calculated through 1,000 pseudo-replicates of
simple-taxon addition, followed by TBR swapping, keeping a limit of 15 trees per
pseudo-replicate.

The BI analyses were conducted in MrBayes 3.1.2 (Huelsenbeck and Ronquist,
2001; Ronquist and Huelsenbeck, 2003). Datasets were partitioned and the best-fitting
model according to the MrModeltest 2.3 (Nylander, 2004) was applied to each partition.
Five million generations initiated with random trees were performed using two
simultaneous independent runs with four chains each (one cold and three heated),
saving one tree every 1,000 generations. We excluded the 1,250 trees from each run as
burn-in (after log-likelihoods were stabilized) and estimated the PP of clades based on
the majority rule consensus with the remaining trees.

The ML analyses were conducted in RAxML (Stamatakis, 2006) as
implemented in the CIPRES v. 2.0 (Miller et al., 2010). The GTR + CAT model was
applied and 1.000 replications under the rapid bootstrap algorithm estimated the
bootstrap support of the clades (Stamatakis et al., 2008).

Finally, the statistical significance of conflict between plastid and nuclear
datasets was estimated by the ILD test (Farris et al., 1994). The statistical differences
between trees produced by different methods based on the same dataset, and by the
same method based on different datasets, were estimated using the Templeton (1983;

T83) and Shimodaira and Hasegawa (1999; SH) tests.

Results

The combined matrix includes 4,405 characters analyzed, of which 382 were
variable and 212  parsimony-informative (TreeBase access ID  11738:
http://purl.org/phylo/treebase/phylows/study/TB2:S117487x-access-
code=6¢96d8eabalf1ef632bf5aSea04a2294& format=html). The plastid characters
represent around 70% of the dataset, a little more than 50% of the variable characters
and 44% of the parsimony-informative sites. The ILD test indicated significant conflict
between plastid and nuclear datasets (P = 0.006). The incongruence seems to be caused
principally because of Nepradenia filipes, whose exclusion makes the incongruence not
statistically significant (P = 0.016) according to the P-value established by Cunningham
(1997). The incongruence was also significant (p = 0.002) when Minaria was analyzed

separately, but we found no well-supported incongruent clades within the genus.
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Considering only supported clades (BS > 75% and PP > 95%), the topologies
produced by MP, ML, and BI analyses based on the matrix combining plastid and
nuclear datasets are mostly congruent and provide higher support for more clades than
results based on separate plastid or nuclear datasets (see below). The BI tree presents 19
clades with PP > 95% (Fig. 1), which are all shared with the best tree produced by ML,
although two of them have BS < 75%. Only three of the 19 clades supported by BI were
not resolved in the strict consensus of the 264 most parsimonious trees (CI =0.75 and RI
= 0.79); however, they were not contradicted, and among the remaining 16 clades, only
four had BS < 75%. Results produced by MP and BI based on the combined datasets are
not statistically different from results produced by the respective methods based on the
plastid dataset alone. Finally, the ML tree presented the best score as estimated by T83
and SH tests, but it was not statistically different from the BI tree, according to the SH
test (Table 1).
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Figure 1. Tree produced by Bayesian Inference (BI) analysis based on the matrix with plastid
and nuclear datasets combined, considering only clades with posterior probability PP > 95%.
Clades are referred by numbers in the circles and their support is below the branches
(PP/ML_BS/MP_BS) as assessed by BI PP, Maximum Likelihood Bootstrap (ML BS) and
Maximum Parsimony Bootstrap (MP_BS).

68



Table 1. Statistical significance of differences between topologies produced by Bayesian

Inference (BI, constrained to clades with Posterior Probability PP > 95%), Maximum

Likelihood (ML, constrained to the clades with Bootstrap Support BS > 75%), and Maximum

Parsimony (MP, constrained to with Bootstrap Support BS > 75%) based on plastid, nuclear,

and combined datasets, according to Templeton/Shimodaira-Hasegawa tests; “best topology *

significant; ** highly significant.

Plastid BI PP> 95% ML _BS> 75% MP_BS > 75%
"BI_PP > 95% 0.000%* 0.000**
ML_BS > 75% 0.0001** 0.000%**
MP_BS >75% 0.0001** 0.0001**
Nuclear BI PP >95%*** BS ML >75% MP_BS > 75%
BI_PP >95% 0.606 0.000%**
"ML _BS >75% 0.6597 0.000%*
MP_BS > 75% 0.0001** 0.0001**
Combined BI PP > 95% BS ML >75% MP_BS > 75%
BI PP >95% 0.111 0.000%**
"ML _BS >75% 0.0023** 0.000%*
MP_BS >75% 0.0001** 0.0001**
IB_PP >95% plastid nuclear combined
Plastid 0.006** 0.289
Nuclear 0.0018%* 0.002%*
*Combined 0.0003** 0.0016%*
ML_BS >75% plastid nuclear combined
Plastid 0.000%** 0.000%*
Nuclear 0.0001** --- 0.019*
*combined 0.0001** 0.0001**
MP_BS > 75% plastid nuclear combined
Plastid 0.000%* 0.095
Nuclear 0.0001** --- 0.000**
*combined 0.0001** 0.0001**
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Maximum Parsimony — Based on the plastid dataset, the heuristic search found
20,000 trees (CI = 0.8163, RI = 0.8610) whose strict consensus (SC) presents 22 clades,
seven of them supported (MP_BS > 75%; Fig. 2A). Based on the nuclear dataset, MP
analysis found 54 trees (CI = 0.7586, RI = 0.7922) whose SC presents 30 clades, 10

supported (Fig. 2B). Only four clades were recovered by both datasets in the SC and
only two of them were supported by both analyses. This means that MP was < 5%
efficient to recover the entire tree based on both datasets separately.

Maximum Likelihood — Based on the plastid dataset, 21 clades present BS >
50%, 11 of them with support (ML _BS > 75%; Fig. 3A). Based on the nuclear dataset,
27 clades present BS > 50%, 17 of them supported (Fig. 3B). Four clades are supported

by plastid and nuclear datasets separately, an efficiency of ~ 10% of ML.

Bayesian Inference — Based on the plastid dataset, 25 clades present PP > 50%,

18 of them supported (PP >.95%; Fig. 4A). Based on the nuclear dataset, 26 clades
present PP > 50%, 16 supported (Fig. 4B). Eleven clades are supported based on both
datasets (efficiency ~ 30%), but the position of Nephradenia filipes is incongruent
between the two trees.

MP vs. ML — Every clade supported by MP_BS based on either dataset was
supported by ML BS with the respective dataset. Therefore, ML supported four clades
more than MP based on plastid dataset and seven more based on the nuclear dataset.
Among the four ML ‘extra-clades’ based on plastid, two are correct (clades 3 and 1),
one agrees only with the plastid BI analysis (11) and another one is exclusive to the
plastid ML analysis (25), being incongruent with nuclear ML analysis, though not
incongruent with the other two methods based on the plastid dataset. Among the seven
ML ‘extra-clades’ based on the nuclear dataset, four are correct (1, 7, 10, 8; the clades 7
and 10 are considered correct because they are congruent with the nuclear BI), although
one of them is incongruent with plastid ML (8 vs. 20), two are congruent only with
nuclear BI (26 and 28), and one is exclusive of nuclear ML (27), though not incongruent
with the other methods based on either dataset.

MP vs. BI — Based on the plastid dataset, BI analysis recovered with accuracy
only four of the seven clades supported by MP_BS; the other three clades supported in
MP analysis (20, 21, and 22) are incongruent with BI analysis. First, Ditassa capillaris
appears closely related with D. banksii (clade 20; BS = 80%) while its correct place is
closer to Nephradenia asparagoides (clade 8). Second, Ditassa hispida and D. burchelli

are sister species (clade 21; BS = 79%), which is neither confirmed nor rejected by

70



plastid MP analysis. However, D. hispida appears in a clade (7) without D. burchellii.
Third, Minaria parva is incorrectly placed in a clade (22; BS = 76) with three other
species of the genus that belong to a clade (17) without M. parva.

Based on the nuclear dataset, the BI analysis recovered with accuracy the 10
clades supported by the MP_BS.

ML vs. BI — Four of the 11 clades produced by ML based on plastid data are not
presented in the plastid BI tree, the three incorrect clades that are also present in the
plastid MP (20, 21, and 22), plus a clade exclusive of this analysis (clade 25). The trees
produced by ML and BI share 14 clades based on the nuclear dataset and they are not
statistically different according to the T83 and SH tests. However, ML detected two
correct clades (7 and 10) not detected by BI and a clade was exclusive to this analysis
(27), and BI detected a correct clade (16) that was not detected by ML, in addition to a
clade that is exclusive to this analysis (29). In neither case, supported clades produced

by a method were incongruent with supported clades produced by the other method.
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Figure 2. Trees produced by Maximum Parsimony, considering only clades with Bootstrap
Support > 75%, based on plastid (A) and nuclear (B) datasets. Clades are referred to by numbers

in the circles and their support is below the branches.
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Figure 3. Trees produced by Maximum Likelihood, considering only clades with Bootstrap
Support > 75%, based on plastid (A) and nuclear (B) datasets. Clades are referred to by numbers
in the circles and their support is below the branches.
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numbers in the circles and their support is below the branches.
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Phylogenetics of Metastelmatinae (Figs 1-4; Table 2) — Based on our combined

analysis, the ingroup (clade 1) is supported by model-based analyses, but not by MP.
With the exception of B. harleyi, the genus Barjonia (clade 2) is well-supported by the
three methods regardless of the dataset used, and its internal relationship is also well
supported by the combined analyses. Clade 4 was only supported by the model-based
analyses, and only based on the combined dataset. Clade 5, informally called
‘Astephanopsis’, was detected by the three methods, but exclusively based on the
plastid and combined datasets. The position of Nephradenia filipes in this clade
conflicts with its position based on the nuclear dataset by model-based analyses (clade
28).

The sister group of ‘Astephanopsis’ is composed mostly by species of Ditassa
and Hemipogon (Metastelmatinae core group clade 6). This clade was missed by plastid
MP and ML, but detected by the other analyses. Clade 7 was missed by ML and
presents low MP_BS in the combined analyses. This is particularly interesting, in
relation to our point on method performances, because clade 7 was detected only by
nuclear ML and plastid BI. Since it emerged with confidence based on the two datasets
separately, it was considered correct. Despite this, clade 7 was not detected with
confidence by MP individual analyses and was also missed by plastid ML and nuclear
BI. Furthermore, it conflicts with clades 20 (and 21) due to the position of Ditassa
capillaris as sister to D. banksii. In our assessment, clade 20 was considered incorrect
because D. capillaris appears closer to Nephradenia asparagoides (clade 8) by plastid
and nuclear BI individual analyses, which was therefore considered correct. The species
of Hemipogon in clade 6 form a monophyletic group (clade 9) and the three erect
species endemic to the Espinhaco Range in Minas Gerais form a clade (10).

In the combined analyses, Minaria s.l. (clade 11), including Barjonia harleyi
and Hemipogon harleyi (clade 13), was detected with confidence only by BI and plastid
ML. The high support for clade 12 indicates M. polygaloides as sister to the rest of
Minaria. Two major biogeographic clades are recognized in Minaria, one including the
two species endemic to the state of Bahia (clade 13) and another one including the other
species of Minaria, which are mostly restricted to state of Minas Gerais (clade 14). The
latter was detected since the first phylogenetic studies based on molecular data and was
well supported by all analyses here, regardless of the dataset used; however, the closer
relationship of the Bahian clade with it was not detected with confidence based on the

nuclear dataset, regardless of the method, but was detected by the three methods with
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the plastid dataset. In the Minas Gerais clade (14), there are four unresolved species
whose seeds lack coma, and a core clade (15) formed by species with comose seeds.
Among the core Minaria group with comose seeds, clade 16 was not detected with
confidence by MP or ML, but was detected by both BI individual analyses. Clade 17
was recovered by plastid MP and plastid ML, and by both plastid and nuclear BI,
whereas clades 18 and 19 were recovered only by plastid BI, although the latter
received extremely high supports with the three methods based on the combined

datasets.
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Table 2. List of clades and their occurrence in the trees (Figs. 1-6) produced by the three
methods (MP- Maximum Parsimony, ML- Maximum Likelihood, and BI- Bayesian Inference)
with confidence (bootstrap supports > 75 for MP and ML, and Posterior Probabilities > 95% for
BI) based on the three datasets (PI- plastid, Nu- nuclear, and com- combined matrix). The 13
clades in bold are considered correct in our study because they were recovered by separate

analyses based on plastid and nuclear datasets.

Pl Nu Pl Nu Pl Nu com com com
clades MP MP ML ML BI BI MP ML BI
1 X X X X X X
2 X X X X X X X X X
3 X X X X X X X X
4 X X
5 X X X X X
6 X X X X X X X
7 X X X
8 X X X X X X
9 X X X X X X X
10 X X X X X
11 X X X
12 X X X X X X
13 X X X X X X X
14 X X X X X X X X X
15 X X X X X X X
16 X X X X X
17 X X X X X X X
18 X X
19 X X X X
20 X X
21 X X
22 X X
23 X X X
24 X X X
25 X
26 X X
27 X
28 X X
29 X
30 -

31 X X
32 -
33 X X
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Discussion

The short descriptions of phylogenetic results are barely sufficient for a proper
classification of method performances. Many of them claim for large congruence and
use a single most-resolved tree, making the real importance of the methods obscure for
the final results of the study. If our intention here was exclusively to discuss
relationships in Metastelmatinae, with special attention to Minaria, Figure 1 would
probably be enough to show the main phylogenetic patterns and, based on what was
described for the results of our combined analysis, they would be simply classified as
identical or with minor differences among the three methods.

With a large amount of data, methods tend to converge to similar results in many
cases. However, it is not always possible to include this amount of data, and our results
based on plastid and nuclear datasets analyzed separately by each method show clearly
that their performances are different. MP and ML efficiencies were similar whereas the
BI recovered relatively more correct clades with accuracy, outperforming the other two
methods. Therefore, the dichotomization between parsimony and model-based
approaches seems to be simplistic, ignoring several other factors that might greatly
influence the analyses, such as the evolutionary model and data partitions applied,
estimators of branch support used and programs employed.

To improve the sampling of a phylogenetic study with key species, a team could
spend a long time in the field and extract additional tissue from invaluable historical
collections archived in herbaria. More time and resources could also be necessary to
optimize protocols and to sequence different regions of DNA in order to find useful
markers at the desired level of analysis. After all, the phylogenetic signal is often very
thin and sampling is rarely complete. Therefore, it is important to make the most of the
data available and this can only be done by employing efficient analytical methods.

Any method can be susceptible to biases when its assumptions are strongly
violated. This is not a ‘privilege’ of MP. Although more robust than MP, model-based
analyses can also fail to recover the true phylogeny (Swofford et al., 2001). This is
especially true when site substitution rates and proportion of variable sites change
across the tree (heterotachy) but the model applied for the analysis is homotachous. In
these cases, model-based analysis is also susceptible to long-branch attraction (Inagaki
et al., 2004; Kolaczkowski and Thornton, 2004; Lockhart et al., 2006; but see Spencer,
2005). Likewise, the non-parametric BS and the parametric PP measures of uncertainty

are also susceptible to errors (Archibald et al., 2003). Therefore, neither MP nor model-
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based approaches are immune to inconsistency under every circumstance and,
considering that circumstances may change across the tree, different methods may
perform differently in different parts of the tree (Buckley & Cunningham, 2002).

The empirical example presented here illustrates the fact that BI is more efficient
than MP and ML, recovering more correct clades with confidence based on less data
than the other two approaches. MP, on the other hand, is the most conservative method,
recovering less correct clades with confidence. Therefore, if one wishes to make the
most of the data and, for some special reason (or conviction), cannot apply more than
one method, the popular combination of MP and BS support is not the best option
available. It will require more data to support correct clades and will be more
susceptible to sampling artefacts. The two weaknesses of MP are easy to understand.
First, only a minor part of the molecular dataset is parsimony-informative, although
every site, even the invariable ones, contains phylogenetic information that can be
incorporated in model-based analyses (Yang, 1996). The small number of informative
sites results in trees that are shorter than the true ones, and recover false relationships
supported by homoplasies that are reconstructed as synapomorphies (Chase et al.,
2006). Second, MP is more strongly susceptible to long-branch attraction than model-
based analyses (Felseinstein 1978; Alfaro et al., 2003) and, for instance, might be
inconsistent even under simple conditions when sampling is poor (Huelsenbeck and
Lander, 2003).

Although BI is more sensible to the phylogenetic signal, needing relatively less
data to detect clades with confidence, it is also more susceptible to assign high PP to
incorrect clades when the data available is not sufficient to recover the correct tree
(Alfaro et al. 2003). Whereas BS associated with MP and ML is more susceptible to the
type I error, by failing to strongly support correct clades, PP is more susceptible to the
type II error, by failing to reject incorrect clades (Archibald et al., 2003). The two
approaches are qualitatively different and cannot be directly compared because they
capture different features of the data and both methods and measures of confidence are
useful to infer branch support (Alfaro et al., 2003; Douady et al., 2003). Therefore, a
pluralistic approach combining BI PP and MP_BS might increase the efficiency of the
analyses by detecting clades with more accuracy in different parts of the tree and
improving the credibility of branch uncertainty calling attention to internodes that are
suspect of long-branch attraction, and because of this deserve further attention

(Bergstein, 2005).
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In our empirical example, only the model-based methods (plastid ML and BI
and combined BI) were able to recover Minaria s.l. (clade 11) with confidence. This
relationship could be ignored if MP was the only method employed, although the clade
appears in the strict consensus of the plastid MP. We cannot confirm Minaria s.l. as
correct according to our assessment of accuracy, but the morphology and the
distribution concentrated in the Espinhaco Range are evidences that can also be
considered. The long basal internodes of Metastelmatinae (Fig. 5) might be the principal
cause of the basal polytomy, disturbing the analyses to assess the earliest relationships
of the subtribe, and MP was probably the most affected method. Unfortunately, we do
not know any species that could help break the long branches that separate Blepharodon
ampliflorum and the rest of the Metastelmatinae; apparently, this gap is the result of
extinctions rather than uneven sampling. Nevertheless, before sampling M. polygaloides
and the two species from Bahia (clade13), we did not imagine that they could form such
a grade reducing the long internode that preceded the species from the Minas Gerais
core group (clade 14).

The difficult to detect Minaria may sound very particular or less important in the
tree-of-life context. However, there are many studies where clades were not recovered
because the method used was inadequate to extract the maximum amount of
information from the data or highly supported wrong clades because the method was not
the most appropriate (Whelan et al., 2001). An emblematic example in plant systematics
is the position of Gnetales among the seed plants. Phylogenetic analyses based on
morphology assigned the group as sister to the angiosperms (the ‘anthophyte’
hypothesis), making the gymnosperms paraphyletic (Loconte and Stevenson, 1990;
Doyle and Donoghue, 1992). Phylogenetic analyses based on molecular data were
contradictory, presenting the Gnetales either as sister to the angiosperms or to the rest of
the seed plants (Hamby and Zimmer, 1992; see also Rydin et al., 2002) or including
them within the weakly supported gymnosperms (e.g., Hasebe et al., 1992; Goremykin
et al.,, 1996; Chaw et al., 1997). The confidence about the sister relationship between
gymnosperms and angiosperms came only with multigene analyses (Bowe et al., 2000;
Chaw et al., 2000). Besides assigning Gnetales closer to or within conifers (the
‘gnepine’ hypothesis) with high support, they (see also Soltis et al., 2002; Magallon and
Sanderson, 2002) also confirmed that the discrepancies in seed plant topologies were
caused by long-branch attraction promoted by the saturation of the third codon positions

in particular genes. The third positions are known to mislead MP analyses to recover
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ancient relationships; in spite of that, they still retain significant phylogenetic

information and can be used when accurate models are applied (Magallon and

Sanderson, 2002).
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Since methods can behave differently across the tree, and can influence the
accuracy of their estimators of uncertainty, the relative performance of a method can
vary according to the tree space. Combining information provided by more than one
method, therefore, can contribute to making the most of the phylogenetic signal in the
dataset, which would be lost otherwise. For instance, by incorporating clades detected
by ML (Fig. 5; see also table 2) but not present in the tree produced by BI combined
analyses, more than seven clades can be considered for Metastelmatinae (Fig. 6). Apart
from Blepharodon ampliflorum, Barjonia appears as sister to the rest of the
Metastelmatinae (clade 30; BS = 63). The voluble species of Hemipogon form a clade
(23; BS = 65), a relationship that was detected by the three methods, but only based on
the nuclear dataset, and the erect species of the genus endemic to the Serra do Cip6 are
sister (clade 31; MP_BS = 68, ML_BS = 79). In the Minaria core group (clade 14), two
major clades are recognized, one with coma (15) and one without (clade 27). The latter
was detected only by nuclear ML (BS = 76), and was internally resolved based on
nuclear information, clade 29 was detected by BI, and clade 24 by the three methods.
Clade 32 (MP_BS = 54, ML _BS = 60) indicates M. parva as sister to the rest of the
comose species in the core group of Minaria and, more internally, clade 19 is refined
with M. diamantinensis appearing closer to M. micromeria (clade 33; MP_BS = 76,
ML BS = 81); both relationships were evident in the ML and MP combined analyses.
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Figure 6. Original tree produced by Bayesian Inference (Fig. 1) refined with clades supported
by other analyses, especially Maximum Likelihood based on nuclear or combined dataset. The
thickest branches are considered correct in our study because they were detected by the analyses
based on plastid and nuclear datasets separately. Braches with intermediate thickness were
detected by all methods based either on the plastid or the nuclear datasets, although they were
not detected by either method with the other individual dataset.
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Overall, 28 of the 38 clades of Metastelmatinae were traced by combining the
phylogenetic signal retrieved by the three methods based on plastid and nuclear
datasets, although only 13 can be considered correct. The MP combined analysis
detected with confidence 11 of the 13 correct clades. However, the method was
extremely inefficient based exclusively on the plastid dataset, recovering two correct
and three incorrect clades. Fortunately, most phylogenetic studies in Asclepiadoideae
have applied other methods besides MP; otherwise, the systematics of the neotropical
groups would be less advanced, because most analyses until recently were concentrated
exclusively on plastid markers. BI, on the other hand, detected all correct clades based
on the same plastid dataset alone. The other 15 clades considered in the refined tree
were retrieved from the combined and nuclear analyses by at least one method, although
two of them with ML BS < 75%.

Although the strategy used here helped to achieve two of the three phylogenetic
objectives established for this study (i.e., to circumscribe Minaria and to refine its
internal relationships), it failed to place the genus with accuracy among the remaining
Metastelmatinae. The relative long branches close to the root of the tree, especially of
the outgroup and Petalostelma martianum, are possibly responsible for the conflicting
results concerning the position of Nephradenia filipes, and the noise produced by them
could have prevented better resolution for the earliest nodes of the subtribe, among
which Minaria diverged. Nephradenia filipes is morphologically quite distinct from
Nephradenia acerosa, with which it emerged (clade 28) based on nuclear ML and BI,
and is also distinct from the two species sampled in ‘Astephanopsis’ (clade 5) where it
emerged based on the plastid dataset (and the combined dataset). However,
Nephradenia acerosa is morphologically more similar to Hemipogon acerosus and this
relationship is supported by the plastid ML. Based on this, we suppose that the models
for ML and BI were not properly specified to resolve with accuracy in this area of the

tree, probably supporting a wrong relationship for Nephradenia filipes.

Final Remarks

The advances in the knowledge of molecular evolution have provided consistent
basis for more realistic parameters, and models employed in phylogenetic analyses are
currently becoming better approximations of the true evolutionary processes, producing
results more robust and accurate. The inclusion of parameters increases the variance of

results, but when the parameters are close to the real ones, the method become less
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susceptible to biases, improving results (Buckley & Cunningham, 2002). In a range that
goes from the simplest to the most complex approach, MP occupies both extremes,
because it does not use explicit parameters but, at the same time, by treating every site
identically and independently, it is also comparable to a complex model (Goloboff,
2003). In this context, the model-based analyses can fill with more accuracy the gap
between the two extremes covered by MP, and the combination of the two approaches
will cover the universe of possibilities across the tree better than only one.

MP tends to resolve less incorrect clades than BI (Simmons et al., 2006), but in
our study it supported three clades based on the plastid dataset that are apparently
incorrect, a behavior shared with ML. BI was the most efficient among the three
methods employed in our study, but it supported a clade that is possibly incorrect. It is
clear that the three methods have different performances and one may outperform the
others according to the space of the tree. Therefore, the use of more than one
phylogenetic method is justifiable, and the strategy is not really cumbersome.
Nowadays, one can conduct ML analyses of large matrices in a few minutes through the
CIPRES page, more quickly than an MP search in PAUP. Thus, the analytical speed
cannot be used to favor MP over the ML approach. MP, ML, and BI methods are
broadly discussed and applied in the literature and any difficulty to clearly understand
any of them might be caused by individual deficiencies rather than an intrinsic property
of the method. Finally, they produce hypotheses of relationships and as such their
interpretability are straightforward for topologies although the measures of uncertainty
associated with them are not; the BI PP is a direct measure of phylogenetic accuracy
whereas the exact interpretation of the MP_BS and ML BS is not clear (Buckley and
Cunningham, 2002; Alfaro et al., 2003).

Our illustrative study demonstrated that the performances of the phylogenetic
methods are very different, especially when only a small amount of data is available.
Although there is only a true phylogeny, more than one method can recover it, or
different portions of it, with accuracy. Some methods can perform better in different
parts of the tree space and the pluralistic approach used in most phylogenetic studies can
provide valuable information rather than being redundant. This is an important part of a
methodological process that can help make the most of the data and prevent mistakes
produced by biases, even though the whole process is not fully described in the articles.
In Metastelmatinae, the application of more than one method helped to refine the

phylogenetics of the subtribe and provided a better evaluation of the clade confidence.
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Apparently, the superficiality of results in many phylogenetic studies make the
discrepancy among method performances obscure to Rindal and Brower (2011). Based
on a more detailed assessment of an empirical study, we can see that phylogenetic
methods are not redundant and their performances are not the same. Considering that
every method can perform poorly under certain circumstances, constraining analyses to
a single method is not prudent. A clear description of results, though less interesting
than their biological implications, is always important and may help to reduce the use of
extra pages to discuss wrong interpretations that might emerge based on superficial

results.
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Appendix. GenBank accessions or voucher specimens used for plastid (psbA-trnH, trnS-trnG, rpsl6, and trnD-trnT) and nuclear regions (ITS and ETS).

Species

Regions

psbA-trnH

trnS-G

rpsi6

trnD-T

ITS

ETS

Barjonia chloraeifolia Decne.
Barjonia cymosa E.Fourn.
Barjonia erecta (Vell.) K.Schum.
Barjonia harleyi Fontella
Blepharodon ampliflorum E.Fourn.

Blepharodon pictum (Vahl)
D.W.Stevens

Ditassa banksii R.Br. ex Schult.

Ditassa burchellii Hook & Arn.

Ditassa capillaris E. Fourn.
Ditassa fasciculata E.Fourn.
Ditassa hispida (Vell.) Fontella
Hemipogon abietoides E.Fourn.

Hemipogon acerosus Decne.

Rapini 1059
Rapini 1733
Rapini 1354

Rapini 1611

Queiroz 9196

Rapini 1508
Rapini 1303
Ribeiro 283

Rapini 1875

Rapini 485

Rapini 1878
Rapini 1733
Rapini 1354
Rapini 1611

Queiroz 9196

DQ 026756
DQ 026757

Rapini 1508
Rapini 1303
DQ 026762
Ribeiro 283

Wood. &

Goyder 15689

Rapini485
Rapini 1878
Rapini 1733
Rapini 1354
Rapini 1611

Queiroz 9196

Al 704473

AJ 699293

Rapini 1508
Rapini 1303
AJ 704477
Ribeiro 283

Wood. &

Goyder 15689

Rapini 1059
Rapini 1733
Rapini 1354
Rapini 1611

Queiroz 9196

Konno 754

Kaprovickas
41170

Rapini 1508
Rapini 1303
Rapini 1431
Ribeiro 283

Wood. &

Goyder 15689

Rapini 1395
Rapini 1878
Rapini 1733
Rapini 1354
Rapini 706

Queiroz 9196

Konno 754

Kaprovickas
41170

Rapini 1508
Rapini 1303
Rapini 1431
Ribeiro 283

Rapini 1875

Rapini 1395
Rapini 1878
Rapini 1733
Rapini 1354
Rapini 1611

Queiroz 9196

Konno 754

Kaprovickas
41170

Rapini 1508
Rapini 1303
Rapini 1243

Rapini 1875
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Hemipogon carassensis (Malme)
Rapini

Hemipogon harleyi Fontella
Hemipogon hatschbachii
(Fontella & Marquete) Rapini
Hemipogon hemipogonoides
(Malme) Rapini

Hemipogon luteus E.Fourn.
Hemipogon sprucei E.Fourn.
M. abortiva (E. Fourn.) Rapini

M. acerosa (Mart.) T.U.P.Konno &
Rapini

M. campanuliflora Rapini

M. cordata (Turcz.) T.U.P.Konno &
Rapini (BA)

M. cordata (Turcz.) T.U.P.Konno &
Rapini (GO)

M. cordata var. virgata (VIR)

M. decussata (Mart.) T.U.P. Konno &
Rapini

Rapini 1364

Rapini 1410

Ribeiro 268

Rapini 1373

Silva 106
Ribeiro 300

Ribeiro 183

Azevedo 339

Ribeiro 341

Ribeiro 398

Ribeiro 113

Ribeiro 216

Rapini 1364

Rapini 1410

Ribeiro 268

Rapini 1373

DQ 026769

Silva 106

Ribeiro 300

Azevedo 339

Ribeiro 398

DQ 026758

Rapini 1364

Rapini 1410

Ribeiro 268

Rapini 1373

AJ 704489
AJ 704296
Ribeiro 300

Ribeiro 183

Azevedo 339

Ribeiro 341

Ribeiro 398

Ribeiro 113

AJ 704217

Rapini 1364

Rapini 1373

Silva 106

Ribeiro 183

Azevedo 339

Ribeiro 113

Ribeiro 216

Rapini 1364

Rapini 1410

Ribeiro 268

Rapini 1373

Rapini 1384
Silva 106
Ribeiro 300

Rapini 383

Azevedo 339

Ribeiro 341

Ribeiro 113

Ribeiro 216

Rapini 1410

Ribeiro 300

Ribeiro 183

Azevedo 339

Ribeiro 341

Ribeiro 398

Ribeiro 113

Ribeiro 216
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M. diamantinensis (Fontella)
T.U.P.Konno & Rapini

M. ditassoides (Silveira) T.U.P.Konno
& Rapini

M. grazielae (Fontella & Marquete)
T.U.P.Konno & Rapini

M. hemipogonoides (E. Fourn.)
T.U.P.Konno & Rapini

M. louteigiae (Fontella) T.U.P.Konno
& Rapini

M. magisteriana (Rapini)
T.U.P.Konno & Rapini

M. micromeria (Decne.) T.U.P.Konno
& Rapini

M. parva (Silveira) T.U.P.Konno &
Rapini

M. polygaloides (Silveira)
T.U.P.Konno & Rapini

M. refractifolia (K.Schum.)
T.U.P.Konno & Rapini

M. semirii (Fontella) T.U.P.Konno &
Rapini

Nephradenia acerosa Decne.

Ribeiro 218

Ribeiro 180

Ribeiro 221

Rapini 1770

Ribeiro 197

Ribeiro 200

Ribeiro 186

Ribeiro 188

Ribeiro 263

Ribeiro 225

Ribeiro 336

Silva 118

Ribeiro 218

DQ 026759

DQ 026760

Rapini 1770

DQ 026763

Ribeiro 186

Ribeiro 263

Ribeiro 225

Ribeiro 336

DQ 026775

Ribeiro 218

AJ 704476

AJ 699339

Rapini 1770

Ribeiro 197

AJ 704482

AJ 704225

Ribeiro 188

Ribeiro 263

Ribeiro 225

Ribeiro 336

AJ 704496

Ribeiro 180

Ribeiro 221

Ribeiro 197

Ribeiro 200

Ribeiro 186

Ribeiro 263

Ribeiro 225

Ribeiro 336

Silva 118

Rapini 810

Rapini 379

Ribeiro 221

Rapini 1770

Ribeiro 197

Ribeiro 200

Ribeiro 186

Ribeiro 188

Ribeiro 263

Ribeiro 225

Ribeiro 336

Silva 118

Ribeiro 218

Ribeiro 180

Ribeiro 221

Rapini 1770

Ribeiro 197

Ribeiro 200

Ribeiro 186

Ribeiro 188

Ribeiro 263

Ribeiro 225

Ribeiro 336

Silva 118
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Nephradenia asparagoides
(Decne.) E.Fourn.
Nephradenia filipes Malme

Petalostelma martianum E. Fourn.

Silva 1

Silva 110

Silva 127

Silva 1

Silva 110

Silva 127

Silva 1

Silva 110

Silva 127

Silva 1

Silva 110

Silva 127

Silva 1

Silva 110

Silva 127

Silva 1

Silva 110
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Diversificacdo na Cadeia do Espinhaco com base na
biogeografia de um género predominantemente

endémico dos campos rupestres



Diversificacdo na Cadeia do Espinhago com base na biogeografia de um

género predominantemente endémico dos campos rupestres

RESUMO

Objetivo Nosso objetivo foi entender a origem e manuten¢do dos endemismos na Cadeia
do Espinhaco e avaliar a influéncia das oscilagdes climaticas do Pleistoceno na
diversificag¢ao da flora de seus campos rupestres a partir do estudo biogeografico do género

Minaria (Apocynaceae).

Localidade América do Sul, especialmente Cadeia do Espinhago e Brasil Central.

Métodos Minaria inclui 21 espécies, 75% delas endémicas da Cadeia do Espinhago. Suas
linhagens foram datadas com base em dados moleculares (plastidiais: psbA, trnE-Y, trnS-G
e rpsl6; e nucleares: ITS e ETS) no BEAST. Foi realizada a reconstru¢do da distribuicao
ancestral das linhagens no S-DIVA e uma analise da divergéncia ecologica entre clados no
SEEVA a partir de uma arvore com todas as espécies do género produzida por inferéncia

bayesiana no MrBayes.

Resultados Minaria surgiu no inicio do Plioceno e se manteve confinado a Cadeia do
Espinhago por ca. 4 Milhdes de anos (Ma). O bloco Norte, na Bahia, e o bloco Sul, em
Minas Gerais, se isolaram e a irradiagao de Minaria ocorreu durante o Pleistoceno, apds um
curto periodo de expansdo hé ca. 1,4 Ma, quando a linhagem se dispersou a partir da Cadeia
do Espinhaco de Minas Gerais pelos cerrados do Brasil Central. Essa distribui¢ao foi logo
reduzida, dando origem a isolados geograficos, varios dos quais representam espécies
endémicas a Cadeia do Espinhaco. Duas linhagens do Planalto de Diamantina se

dispersaram ha ca. 400 mil anos e apresentam ampla distribui¢ao atualmente.

Principais conclusbes
A biogeografia de Minaria ¢ marcada por um longo periodo de isolamento na Cadeia do
Espinhago e uma tendéncia a retracdo de sua distribui¢do em paralelo ao resfriamento e

aumento da aridez global durante o Neogeno, ndo caracterizando um padrao ciclico
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correspondente as flutuacdes climaticas do Pleistoceno. Aparentemente, a altitude e o
substrato litolico dos topos de morro da Cadeia do Espinhago proporcionam ambientes
estaveis, com estacdes secas menos intensas € menor incidéncia do fogo, oferecendo abrigo
para linhagens com alta conservacdo filogenética do nicho e que se tornaram endémicas

dessas ilhas de vegetagdo em meio aos afloramentos rochosos.

Palavras-chave

Apocynaceae, Minaria, endemismos, especiacdo, irradiac¢ao, Pleistoceno.

* Manuscrito formatado para a revista Jornal of Biogeography.
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INTRODUCAO

A Cadeia do Espinhaco ¢ uma regido montanhosa com cerca de 1.000 km de
extensao no sentido Norte-Sul, amplamente conhecida pela flora rica e singular, com altas
taxas de endemismos. Disposta grosseiramente em forma de “S”, ela ocupa uma area de
aproximadamente 120.000 km?, nos Estados de Minas Gerais e Bahia, leste do Brasil, ¢ esta
situada no vértice de trés biomas muito distintos. Sua por¢ao sul localiza-se no limite entre
dois hotspots, a Mata Atlantica a leste e o Cerrado a oeste, e sua porgdo norte esta inserida
na Caatinga (Fig. 1). No entanto, a vegetacdo encontrada ao longo da Cadeia ¢ bastante
particular, sendo conhecida por ‘campos rupestres’. Semelhante a um cerrado herbaceo-
subarbustivo, essa fitofisionomia estd intimamente associada aos solos litdlicos quartzicos
que geralmente surgem a partir de 900 m de altitude e compreende um mosaico de
comunidades determinadas principalmente pela profundidade dos solos (Conceicdo &
Pirani, 2005) e disponibilidade hidrica (Assis et al., 2011).

O Espinhaco surgiu no final do Paleoproterozdico (1.752 Milhdes de anos — Ma) e
culminou com dobramentos e superposi¢des causadas por pressdes no sentido Leste-Oeste
no final do Neoproterozdico (900 Ma) (Almeida Abreu & Pflug, 1994). Atividades
tectonicas estiveram presentes durante toda sua formagdo, mas a estabilidade
geomorfologica foi alcancada ja ha algum tempo e o relevo tem sido mais recentemente
moldado principalmente por processos erosivos (Saadi, 1995; Pedreira, 1997). Os solos sao
pobres e extremamente acidos, frequentemente formando depositos de areia (Harley, 1995).
O clima pode ser considerado do tipo Cwb (Koppen, 1931), com uma esta¢do seca no
inverno. As condig¢des de solo, as variagdes de temperatura e vento, as restrigoes hidricas e
o regime do fogo favoreceram o aparecimento de convergéncias morfologicas, ¢ a
vegetagdo se apresenta tipicamente escleromorfica (Giulietti et al., 1997).

Apesar de ocupar menos de 1,5% do territorio nacional, a Cadeia do Espinhaco
abriga cerca de 4.000 espécies de angiospermas (Giulietti et al., 1997), o que representa
aproximadamente 10% de toda a flora reportada para o Brasil. Em média, 30% das espécies
sdo endémicas (Giulietti et al., 1987), mas em algumas familias, como Eriocaulaceae, a
taxa de endemismo pode chegar a 85% (Costa et al., 2008). A fragmentacdo dos campos
rupestres ao longo do Espinhago ¢ causada por vales e grandes depressdes, permitindo

diversos niveis de endemismos, enquanto a heterogeneidade de microhabitats proporciona
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disjungdes em pequena escala e a subestruturagdo das populagdes (e.g. Borba et al., 2001;
Jesus et al., 2001, 2009; Franceschinelli et al., 2006; Lambert et al., 2006; Pereira et al.,
2007; Ribeiro et al., 2008).

A principal explica¢do para a origem da diversidade floristica encontrada na Cadeia
do Espinhago ¢ a sucessdo de contragdes e expansdes dos campos rupestres promovida
pelas oscilagdes climaticas do Pleistoceno (Harley, 1988; Alves & Kolbek, 1994; Harley,
1995; Giulietti et al., 1997; Rapini et al., 2008). Segundo esse modelo, as porg¢des altas da
Cadeia do Espinhago representariam refiigios para a flora campestre durante os periodos
interglaciais. Nos periodos glaciais, as florestas ¢ que se retrairiam, permitindo a expansao
dos campos para as regioes mais baixas. Essas oscilagdes levariam a diferenciagdo entre as
populacdes vicariantes dos campos rupestres durante os periodos quentes e tmidos e
possibilitariam o fluxo génico entre elas durante os periodos frios e secos.

Neste estudo, nos avaliamos a dinamica da flora dos campos rupestres com base na
biogeografia historica de Minaria T.U.P. Konno & Rapini (Apocynaceae). O género
representa uma linhagem predominantemente composta por espécies com distribuigado
restrita aos campos rupestres da Cadeia do Espinhago. Dessa maneira, os padroes
detectados para o grupo devem refletir os padrdes biogeograficos gerais que marcaram a
historia da flora na Cadeia do Espinhago.

O género Minaria foi reconhecido a partir de estudos filogenéticos baseados em
dados plastidiais (Konno et al., 2006; Rapini et al., 2006). Originalmente, o género incluia
19 espécies, todas presentes na Cadeia do Espinhaco e a maioria endémica de sua porgao
sul, em Minas Gerais. Estudos mais abrangentes (Silva et al., submetido; Capitulos 1 e 2),
no entanto, mostraram que o género deveria ser expandido de modo a incluir mais duas
espécies; neste caso, porém, endémicas do norte da Cadeia do Espinhago, na Bahia.
Segundo a atual circunscri¢do, o género inclui 21 espécies e 75% delas sdo endémicas da
Cadeia do Espinhago. Sdo geralmente arbustos com folhas diminutas, exceto ‘Hemipogon’
harleyi, que € volavel e possui folhas lineares. As flores podem variar bastante, tanto em
relagdo ao formato e indumento da corola, como em relagdo a corona, que pode ser simples,
dupla, ou mesmo estar ausente. Os folicarios geralmente produzem varias sementes

comosas, como ¢ tipico em Asclepiadoideae, porém algumas espécies de Minaria
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produzem apenas uma ou duas sementes por folicario, as quais podem ser desprovidas de
coma.

Nosso principal objetivo foi verificar se a evolugdo de Minaria se adequa ao modelo
ciclico utilizado para explicar a grande diversidade e as altas taxas de endemismos da
Cadeia do Espinhaco e inferir fatores e processos que podem estar envolvidos na

diversificacao do grupo.

MATERIAL E METODOS
Datacéo
Como sao poucos os fosseis em Apocynaceae, a datacdo das linhagens de Minaria foi
calibrada com base na idade estimada para o clado Metastelmatinae. Para obtermos essa
idade refizemos a datagdo de Apocynaceae, combinando a matriz de trnL-F (intron trnL e
espagador trnL-F) utilizada por Rapini et al. (2007; 216 taxons, mais concentrada em
Asclepiadoideae) com aquela utilizada por Livshultz (2010; 71 taxons, mais concentrada
nas demais subfamilias de Apocynaceae). Oito taxons adicionais foram utilizados, quatro
de Rauvolfioideae (GenBank) e quatro de Metastelmatinae (Silva et al., submetido),
gerando uma matriz com 295 taxons e 1.471 caracteres. Uma versdo simplificada desta
matriz, com apenas 99 taxons representando os principais clados da familia, também foi
produzida dada a dificuldade de calcular o smoothing para a matriz de com 295 taxons. As
idades foram calculadas a partir de NPRS (Non-Parametric Rate Smoothing) ¢ PL
(Penalized Likelihood) no programa r8s (Sanderson, 1997, 2002), com base no
comprimento dos ramos das arvores mais verossimeis obtidas no RaxML (Stamatakis,
2006). Dois registros fosseis foram utilizados para calibrar a idade minima de (1) ramo
APSA (Apocynoideae, Periplocoideae, Secamonoideae e Asclepiadoideac) no Eoceno
Médio (47 Ma), baseado nas sementes comosas de Aspidospermum (Collinson et al., 2010),
e (2) de Periplocoideae no limite entre o Oligoceno e o Mioceno (23,03 Ma), baseado em
fosseis de tétrades de Polyporotetradites (Muller, 1981).

A datagdo das linhagens de Metastelmatinae e Minaria foi realizada com base na
matriz combinada de dados plastidiais (psbA, trnE-Y, trnS-G e rpsl6) e nucleares (ITS e
ETS) com amostragem de 41 tadxons (Capitulo 2) no programa BEAST v. 1.6.1
(Drummond & Rambaut, 2007). Utilizou-se o modelo GTR de substitui¢do nucleotidica,

101



com distribui¢do gamma e sitios invariantes (GTR + I + G), modelo de rel6gio molecular
relaxado lognormal ndo correlacionado e uma arvore anterior com modelo de especiagdo de
Yule. A arvore foi calibrada em Metastelmatinae (crown group), conforme a idade
estimada para este grupo na analise de NPRS com 295 taxons para Apocynaceae (acima).
As cadeias de Monte Carlo — Markov foram corridas para 10’ geragdes, salvando as
hipoteses a cada 1.000 geragdes. Os arquivos de saida da corrida foram visualizados usando
o TRACER (Rambaut & Drummound, 2007). O resultado da corrida foi sumarizado em
uma arvore de maxima credibilidade dos clados no modulo TreeAnnotator do BEAST. O

cronograma foi visualizado e editado no FigTree v. 1.2.2 (Rambaut, 2009).

Analises biogeogréficas

A arvore utilizada nas analises ecoldgicas e biogeograficas foi produzida a partir da
analise bayesiana com base na evidéncia total, incluindo dados moleculares e morfoldgicos
de Minaria (Capitulo 2). Nesta arvore Minaria bifurcata (Rapini) T.U.P. Konno & Rapini,
M. inconspicua (Rapini) Rapini e M. monocoronata (Rapini) T.U.P. Konno & Rapini foram
amostradas apenas por dados morfoldgicos. Os dados de distribuicdo geografica das
espécies foram obtidos com base em 762 espécimes de herbarios nacionais e internacionais.
Apenas materiais com localizagdes precisas foram considerados, priorizando aqueles com
informagdes completas sobre localizagdao ou coordenadas geograficas. Todas as localidades
foram confirmadas ou tiveram suas coordenadas obtidas com auxilio do Google Earth (©
2010 Google). Excursdes a Cadeia do Espinhago, ao Brasil Central e as serras do Nordeste
e Sul do Brasil foram realizadas para amostragem das espécies e confirmacdo de
coordenadas geograficas.

Os pontos foram plotados em um mapa hipsométrico, de maneira a mostrar a
descontinuidade do relevo montanhoso, pois as espécies de Minaria tendem a ocorrer em
altitudes acima de 800 m. Uma base de dados de bacias hidrograficas Otto-codificadas nos
niveis 3 e 4 de detalhamento (Agéncia Nacional de Aguas — ANA 2011) foi utilizada para
cruzar dados de distribui¢ao das espécies e do relevo brasileiro. O cruzamento dessas bases
de dados e a observagao de aspectos biodticos e abidticos, como geomorfologia, microbacias,
conectividade geografica e presenca de endemismos permitiram a delimitacdo de 10

unidades biogeograficas para Minaria (Fig. 1):
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A (Sincora — SIN) — Serra do Sincora, localizada no leste da Chapada Diamantina,
na Bacia do Rio Paraguagu, separada da area B pelo vale do Rio de Contas (15-30 km larg.);

B (Rio de Contas — RCO) — Serras dos Rios de Contas ¢ das Almas, no sudoeste da
Chapada Diamantina, banhada pela Bacia do Rio de Contas e marcada pelo endemismo de
‘Barjonia’ harleyi Fontella;

C (Grao Mogol — GMO) - serras descontinuas no norte de Minas Gerais, até
proximo a divisa com o Estado da Bahia, banhada pela Bacia do Rio Jequitinhonha,
correspondendo a parte do planalto setentrional do Espinhago mineiro (Saadi, 1995) e
compostas por rochas quartzicas e gnaissicas do Grupo Macatbas;

D (Serra do Cabral — SCA) — unidade montanhosa a oeste da Cadeia do Espinhago,
banhada exclusivamente pela Bacia do Rio Sdo Francisco, abrigando uma espécie incomum
ao Espinhago, Minaria lourteigiae (Fontella) T.U.P.Konno & Rapini, dentre outras comuns;

E (Planalto de Diamantina — PDI) — platdé de rochas quartzicas do Supergrupo
Espinhago, compreendida pelas Bacias do Rio Aragai, no limite sul da Bacia do Rio
Jequitinhonha, ¢ do Rio das Velhas, sendo marcada pelos endemismos de Minaria
grazielae (Fontella & Marquete) T.U.P.Konno & Rapini, M. inconspicua (Rapini) Rapini,
M. diamantinensis (Fontella) T.U.P.Konno & Rapini, M. bifurcata (Rapini) T.U.P.Konno
& Rapini, M. campanuliflora Rapini e M. refractifolia (K.Schum.) T.U.P.Konno & Rapini;

F (Serra do Cip6 — CIP) — porgéo estreita do Espinhago meridional, localizada na
confluéncia entre as Bacias do Rio Santo Antdnio, afluente do rio Doce, € do Rio das
Velhas, marcada pelo endemismo de Minaria hemipogonoides (E.Fourn.) T.U.P.Konno &
Rapini, M. magisteriana T.U.P.Konno & Rapini, M. polygaloides (Silveira) T.U.P.Konno
& Rapini ¢ M. semirii (Fontella) T.U.P.Konno & Rapini;

G (Sul do Espinhaco — SER) — extremo sul da confluéncia entre as Bacias dos Rios
Sao Francisco e Doce, na por¢ao final do Supergrupo Espinhago;

H (Bacia do Rio Parana — BPA) — regido sul de Minas Gerais até o norte do
Estado de Sao Paulo, dentro da Bacia do Rio Parana;

I (Cerrado Baiano — CBA) — regido de cerrado de altitude no oeste do Estado da
Bahia, sobre a Bacia do Rio Sao Francisco;

J (Cerrado Goiano — CGO) — regido de cerrado de altitude no Brasil Central, na

confluéncia entre as Bacias dos Rios Sao Francisco (leste), Tocantins (norte) e Parana (sul).
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Figura 1. Mapa das principais areas de distribuigio de Minaria no Brasil. Area A, Serra do Sincora; B, Rio de
Contas; C, Grao Mogol; D, Serra do Cabral; E, Planalto de Diamantina; F, Serra do Cip6; G, sul da Cadeia do

Espinhago; H, sul de Minas Gerais na Bacia do Rio Parang; I, Cerrado da Bahia; J, Cerrado de Goias.
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A biogeografia historica espacial de Minaria foi investigada a partir de uma analise
estatistica de dispersdo-vicariancia (S-DIVA) implementada no RASP v. 1.107 (Yu et al.,
2010, 2011). Utilizou-se a arvore de evidéncia total e a matriz de distribui¢ao das espécies
de Minaria com base nas 10 unidades biogeograficas. Estabeleceu-se 0 maximo de quatro
areas ancestrais e calculou-se a incerteza das hipdteses de ancestralidade a partir do
conjunto de 6.000 arvores geradas apds a estabilizacdo dos valores de Verossimilhanca na
analise Bayesiana.

A partir da distribui¢do das espécies, padroes de variaveis ambientais entre clados
foram analisados no programa SEEVA v. 1.01 (Heiberg, 2008). Dados de 20 variaveis
climaticas e de altitude das localidades de ocorréncia dos espécimes foram coletados no
WordClim (Hijmans et al., 2005). Dados de geomorfologia foram extraidos do site oficial
do IBAMA (IBAMA, 2011) e de solos do site do Ministério do Meio Ambiente (MMA,
2011). O conjunto de dados das varidveis ambientais (22 varidveis) foi cruzado com a
distribuigdo geografica e a arvore de Minaria, revelando a divergéncia ecologica em cada
n6. Foram consideradas relevantes as variaveis significativas (P < 0.0023; gerados segundo

correcao de Bonferroni para 22 terminais) para os indices de divergéncia D > 0.75.

RESULTADOS

As idades neste estudo foram bem mais recentes do que aquelas estimadas em
Rapini et al. (2007) (Tabela 1; Suppl., Figs. S1, S2, S3), o que pode estar relacionado a
nova calibragdo, mas também ao aumento da amostragem, principalmente em
Rauvolfioideae, Apocynoideae e Periplocoideae. As estimativas obtidas com NPRS e PL
baseadas na mesma amostragem (n = 99) foram similares, porém nao foi possivel calcular o
valor de ‘smoothing’ para a arvore com 295 taxons de Apocynaceae. Por outro lado, as
estimativas baseadas em uma amostragem mais densa (NPRS: 295 vs. 99) tenderam a ser
menores. As idades médias obtidas para Metastelmatinae foram similares (6,31-7,47 Ma).
Para estimar as idades na subtribo, foi utilizado 7,47 Ma para calibrar o né do grupo,

conforme estimado pela analise com amostragem mais ampla na analise de NPRS.
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Tabela 1. Tempo de divergéncia estimado para grupos de Apocynaceac em Milhdes de anos, usando
diferentes métodos (NPRS= non-parametric rate smoothing ¢ PL= penalized likelihood) e com diferentes
amostragens (n = nimero de taxons). MOG = Metastelmatinae + Oxypetalinae + Gonolobinae (clado sensu
Rapini et al., 2003). NPRS n = 295 (Suppl., Fig. S1); NPRS n=216 (Rapini et al., 2007); NPRS n = 295
(Suppl., Fig. S2); PL n = 295 (valor de smoothing = 58x10°; Suppl., Fig. S3).

Clado NPRSn=295 NPRSn=216 NPRSn=99 PLn=99
Asclepiadoideae 18,47 38 25,88 25,71
Asclepiadeae 16,99 35 23,33 23,9
MOG 13,51 32 17,85 17,4
Metastelmatinae 7,47 17 7,43 6,31

Dada a distribuicdo atual dos taxons de Metastelmatinae analisados e a reconstrugao
da distribui¢do de Minaria no S-DIVA, um cenario biogeografico é apresentado sobre o
cronograma da subtribo (Fig. 2). Metastelmatinae surgiu nos cerrados, durante o0 Mioceno
Meédio (ca. 7 Ma) e diversificou-se pouco e lentamente nos primeiros milhdes de anos que
sucederam sua origem. A linhagem expandiu seu nicho original, além das areas de altitude
da Cadeia do Espinhago, a partir de 2 Ma, quando passou a ocupar também as florestas
secas, no Nordeste do Brasil (Ditassa capillaris E. Fourn. e Nephradenia asparagoides
(Decne.) E. Fourn.), ¢ a Mata Atlantica, na costa leste (Ditassa burchellii Hook & Arn. e D.
banksii R. Br. ex Schult.).

Minaria surgiu na Cadeia do Espinhago ha ca. 4 Ma (Fig. 2 e Suppl., Fig. S4) ¢ um
evento de cladogénese deve ter dado origem a duas linhagens com ampla distribui¢ao pela
Cadeia do Espinhaco (Suppl., Fig. S5, n6 1). As populagdes nos blocos da Bahia e de
Minas Gerais ficaram isoladas e uma dessas duas linhagens se extinguiu na Bahia, sendo
atualmente representada apenas por duas espécies microendémicas vicariantes no bloco
mineiro (n6 2): M. polygaloides (Silveira) T.U.P. Konno & Rapini, ocorrendo
principalmente na Serra do Cipo, e M. inconspicua, ocorrendo no Planalto de Diamantina.
A outra linhagem estd representada pelos dois clados vicariantes entre os blocos do
Espinhaco. O clado da Bahia (n6 4) conta apenas com ‘Barjonia’ harleyi e ‘Hemipogon’
harleyi, cuja divergéncia iniciou-se ha ca. 2,5 Ma (Fig. 2; Suppl., Fig. S4). O clado de
Minas Gerais (né 5) conta com 17 das 21 espécies de Minaria e representa o ntcleo do

género. Enquanto esta linhagem se dispersava pela primeira vez para fora da Cadeia do

106



Espinhago, apds um confinamento de aproximadamente 4 Ma (Fig. 2), uma de suas
populacdes se diferenciava na Serra do Cip6 (Suppl., Fig. S5, n6 6).

A linhagem que se originou na Serra do Cipd (n6 6) ¢ caracterizada pelo habito
rupicola, os frutos com 1 ou 2 sementes apenas e pelas sementes desprovidas de coma.
Ainda assim, ela alcangou o Planalto de Diamantina e, em seguida, as cangas no sul da
Cadeia do Espinhago, onde ¢ hoje representada por M. monocoronata. Novas retragcdes na
distribuicdo dessa linhagem levariam, entdo, a formag¢do de mais cinco espécies
microendémicas, trés na Serra do Cipd (M. hemipogonoides (E. Fourn.) T.U.P.Konno &
Rapini, M. magisteriana (Rapini) T.U.P.Konno & Rapini e M. semirii (Fontella)
T.U.P.Konno & Rapini) ¢ duas no Planalto de Diamantina (M. bifurcata e M. grazielae
(Fontella & Marquete) T.U.P.Konno & Rapini). Apesar de ter ampliado sua distribuicao
por volta de 1,4 Ma, essa linhagem nunca foi capaz de deixar a Cadeia do Espinhaco.

A outra linhagem do ntcleo de Minaria (n6 11) tornou-se amplamente distribuida,
ocupando areas de cerrado no Brasil Central e campos rupestres no norte do Espinhaco, na
Babhia, e fora dele também, como na Chapada dos Veadeiros, em Goids. Essa expansao foi
sucedida por uma nova tendéncia a retracdo, o que deu origem a espécies com distribuicao
disjunta ou de distribuicdo mais restrita. Algumas continuam dispersas no norte da Cadeia
do Espinhago e nos cerrados do Brasil Central, como M. cordata (Turcz.) T.U.P.Konno &
Rapini e taxons afins (incluindo M. lourteigieae (Fontella) T.U.P. Konno & Rapini ¢ M.
abortiva (E. Fourn.) Rapini), conseguindo também colonizar areas de restingas mais
recentemente, enquanto outras ficaram restritas a Cadeia do Espinhago de Minas Gerais (M.
ditassoides (Silveira) T.U.P. Konno & Rapini ¢ M. decussata (Mart.) T.U.P. Konno &
Rapini) ou mais frequentemente apenas ao Planalto de Diamantina (M. campanuliflora
Rapini, M. diamantinensis (Fontella) T.U.P. Konno & Rapini e M. refractifolia (K.Schum.)
T.U.P. Konno & Rapini).

Por volta de 400 mil anos, duas espécies conseguiram se dispersar a partir do
Planalto de Diamantina e alcangaram novamente os cerrados do Brasil Central (Minaria
micromeria (Decne.) T.U.P. Konno & Rapini), os campos rupestres do Espinhago da Bahia,
as restingas do Espirito Santo, os cerrados do Piaui e do Maranhao, alcangando a Bolivia, e
os cerrados do Parand, atingindo o Rio Grande do Sul e a Argentina (M. acerosa (Mart.)
T.U.P. Konno & Rapini).
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As linhagens vicariantes endémicas do Planalto de Diamantina e da Serra do Cipd
(Suppl., Fig. S5, noés 2 e 9) apresentaram as maiores quantidades de varidveis com
divergéncia ecologica relevante (Tabela 2), as quais estdo relacionadas a precipitacao e a
temperatura. A divergéncia de M. monocoronata esta associada a ocupagdo de uma area de
solo ferruginoso (vs. quartzitico), com precipitagdo anual e da zona mais quente mais
intensa. O tipo de solo e varidveis de temperatura sustenta a divergéncia das linhagens do
complexo M. cordata, distribuidas principalmente entre a Cadeia do Espinhago e os
cerrados do Brasil Central. Minaria abortiva, outra linhagem do complexo M. cordata, mas
que geneticamente estd proxima das espécies de folhas acerosas, encontra-se isolada
geograficamente ao sul de Minas Gerais, habitando uma area com precipitagdo anual mais

alta.
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Figura 2. Cronograma de Metastelmatinae baseado na matriz combinada (plastidio ¢ nuclear) obtido pelo
BEAST. O Cenario biogeografico foi construido com base nos clados sustentados (* ver Capitulo 2, Fig 6).
Verde indica distribui¢do endémica a Cadeia do Espinhago, cinza espécies que ocorrem no Cerrado e
eventualmente no Espinhago, branco espécies de ampla distribuicdo. As setas indicam eventos de dispersao
para o Cerrado (cinza) e para a Cadeia do Espinhaco (verde). Em Minaria, a barra vertical indica a
distribuigdo dos taxons em relagdo aos dois grandes blocos do Espinhaco, em verde Minas Gerais (MG) ¢ em

rosa Bahia (BA). As idades foram convertidas para idades absolutas com base na escala de Gradstein et al.

(2004).
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Tabela 2. Resumo dos resultados SEEVA por variavel/né. Os valores correspondem ao indice de divergéncia D. Os valores marcados em cinza apresentam valor de diferenga

D> 0,75 para a significancia p<0,0023 (ap6s corre¢do de Bonferroni). Para a posi¢do dos nos veja Suppl. Fig. SS5.

Variaveis/N6 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22
Altitude 033 029 0,17 0,6 021 0,53 0,28 024 0,11 03 0,06 027 0,47 0,01 0,06 0,67 0 021 0,62 0,52 0,13 0,33
Precipitagdo anual 043 1,0 061 0 024 047 024/ 1,0 1,0 0 025 05 007 026 0,1 026 1,0 0,11 0,82 032 022 0,57
Precip. més mais chuvoso 045 1,0 06 0 035 045 0,27 0,34 0,83 0 0,13 035 0,9 0,06 0,28 038 0 0,115 0,51 038 0,28 0,26
Precip. més mais seco 0,52 1,0 0,09 0,71 036 022 024 0,6 0,73 0 022 0,09 058 0,2 0,23 0,55 1,0 0,04 047 045 039 025
Sazonalidade da precipitagio 046 097 0,6 0 026 026 0,33 048 1,0 0 02 031 0,69 0,05 0,69 04 1,0 037 055 0,52 0,17 0,22
Precip. estagdo mais chuvosa 04510 06 0 029 041 039 0,13 1,0 0 0,13 033 091 0,05 0,17 042 1,0 0,14 0,57 031 027 0,38
Precip. estacio mais seca 0,53 1,0 006 1,0 03 021 0,29 0,54 0,88 0,08 0,29 0,16 0,51 0,16 0,18 0,45 1,0 0,05 048 0,57 035 0,33
Precip. estagdo mais quente 049 1,0 06 0 03 053 024 1,0 1,0 0 018 032 1,0 0,18 039 033 1,0 0,15 0,64 033 0,03 0,8
Precip. estagdo mais fria 024 1,0 043 057 028 042 034 041 084 021 026 02 022 0,04 027 025 1,0 0,07 0,54 044 021 0,38
Variagio média diurna 0,38 0,37 0,55 0,05 0,11 0,78 026 0,85 1,0 0,33 0,1 0,17 0,11 0,08 0 058 0 0,06 0,58 033 0,05 0,48
Isotermalidade 043 0,14 0,62 0 0,19 0,48 0,29 1,0 092 0 023 046 0,6 0,12 055 0,551 1,0 0,118 0,61 0,51 0,06 0,59
Sazonalidade da temperatura 042 0,17 0,6 0 031 0,55 0,21 0,02 0,93 021 0,16 039 0,69 0,22 0,61 0,41 1,0 0,16 0,61 026 0,19 0,2
Temp. max. més mais quente 044 096 0,19 0,71 0,15 0,49 0,31 0,56 0,96 0,04 0,12 0,11 0,13 0,14 0,17 0,68 1,0 028 053 0,5 0,07 0,51
Temp. méx. més mais frio 043 096 023 1,0 033 043 03 0,552 1,0 005 0,19 0,1 032 0,18 0,37 0,37 1,0 024 055 041 0,07 0,42
Variacdo da temp. anual 031 0,09 0,54 0,05 0,29 0,45 027 0,13 1,0 0 0111 027 0,7 0,12 0,45 055 1,0 001 058 0,15 0,05 0,37
Temp. méd. estagdo mais chuvosa 0,48 | 1,00 0,19 0,89 027 0,31 0,28 0,09 0,82 0,17 0,28 0,14 0,51 0,04 0,11 0,67 0,33 0,33 0,55 0,58 0,04 0,34
Temp. méd. estagio mais seca 0,49 ' 1,0 0,15 0,6 0,22 0,31 0,72 0,09 0,76 0,21 02 0,1 0,19 0,17 0,49 0,78 1,0 0,25 0,58 0,56 0,15 0,39
Temp. méd. estagio mais quente 0,48 1,0 021 0,89 0,25 0,31 028 0,09 0,82 0,17 024 0,11 0,58 0,06 0,14 0,57 1,0 0,31 0,59 0,53 0,06 0,33
Temp. méd. estagdo mais fria 049 1,0 022 1,0 027 0,31 024 005 0,75 021 024 0,19 0,04 0,17 0,47 0,77 1,0 0,25 0,54 0,56 0,13 04
Temp. média anual 046 0,93 0,1 10 028 0,31 024 005 0,75 021 029 0,17 04 0,1 037 06 1,0 029 0,6 055 006 0,39
Geomorfologia 0,08 0,13 023 0 02 001 001 1,00 0 0 0,1 024 008 0,17 021 0,03 033 0,14 0,7 041 0,19 0,41
Solo 0,15 0,14 0,06 0,57 0,16 0,01 0,01 0,13 0,06 021 0,09 0,09 0,03 0,01 0,27.0,82 1,0 0,1 062 0,11 0,02 0,36
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DISCUSSAO

Diversificagdo de Minaria

Metastelmatinae emergiu no Mioceno (ca. 7,5 Ma), mas sua diversificagdo estd
concentrada no Plioceno, a partir de 4 Ma, coincidindo com as idades estimadas para outras
linhagens de Cerrado (Simon et al., 2009). Minaria surgiu na Cadeia do Espinhago,
aproximadamente neste mesmo periodo (ca. 4 Ma), e sua irradiacdo ocorreu no bloco Sul, em
Minas Gerais, durante o Pleistoceno, a partir de 1,8 Ma. A conserva¢do de nichos tem
caracterizado a irradiagdo de varios grupos (Crisp et al., 2009) e essa tendéncia é bem marcante
em Minaria, que apresenta alta fidelidade aos campos rupestres. A linhagem se manteve reclusa a
Cadeia do Espinhago durante a maior parte de sua histéria e ¢ 14 que se encontra confinada a
maior parte da diversidade do género. Nao foram detectadas diferengas ecoldgicas em espécies
simpatricas, nem tendéncias evolutivas que sugerissem adaptagdes a ocupacdo de novos
ambientes. As diferencas ecologicas detectadas em Minaria estdo restritas a cladogéneses
relativamente recentes e geralmente refletem variagdes climaticas latidudinais de areas ocupadas
por linhagens vicariantes. Ainda assim, a escala de nossas andlises ecoldgicas pode nao ter
resolucdo suficiente para detectar mudangas importantes de microhabitats.

Além da afinidade por solos de matriz quartizitica, a distribuicdo de Minaria esta
fortemente atrelada as condi¢des ambientais. Sua distribui¢do tem sido governada basicamente
por uma retracdo continua (Fig. 3) em paralelo a tendéncia geral de resfriamento e aumento da
aridez que caracterizou o clima do Quaternario (Zachos et al., 2001). Os periodos de expansdo
foram raros e curtos, € o impacto deles na diversificagdo do grupo variou conforme o local e a
capacidade de dispersdo. A linhagem que ficou reclusa a Chapada Diamantina ha quase 4 Ma
nunca foi capaz de transpor a Caatinga e, atualmente, é representada apenas por ‘Barjonia’
harleyi e ‘Hemipogon’ harleyi. A divergéncia entre essas linhagens também é bem antiga, o que
explica a morfologia discrepante entre elas. Ainda assim, as duas espécies possuem flores
grandes em relacdo as demais do género. A razdo mais provavel para o isolamento dessa
linhagem esta na localizagdo do bloco Norte da Cadeia do Espinhagco em uma regido com
sazonalidade acentuada, geramente enfrentando até 6 meses de seca anual. Padrao semelhante de
confinamento pode ser observado em outras linhagens de Asclepiadoideac. Cynanchum
morrenioides Goyder, por exemplo, divergiu das demais Orthosiinae ha ca. 11 Ma (Fig. S1) e
esta confinada ao Pico das Almas, também na Chapada Diamantina, enquanto seu grupo irmao
encontra-se diversificado e amplamente distribuido pela regido neotropical. Em ambos os casos,

as linhagens sdo relativamente antigas e encontram-se restritas a pequenas areas da Chapada
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Diamantina, conferindo a essa regido um alto endemismo filogenético, apesar da menor
diversidade em numero de espécies (Capitulo 1).

A perda da coma nas sementes parece ter limitado a expansdo de um dos clados de
Minaria do bloco Sul do Espinhago. Essa linhagem se diferenciou na Serra do Cip6 e foi capaz
de ampliar sua distribuicdo, mas apenas ao longo da Cadeia do Espinhaco de Minas Gerais,
diferente do seu grupo-irmao, que colonizou rapidamente os cerrados do Planalto Central. Uma
maior capacidade de dispersao aumenta as chances de colonizagdo de novas areas e ¢ adaptativa
em ambientes instaveis, porém uma dispersao limitada pode se mostrar vantajosa em ambientes
estaveis (Dynesius & Jansson, 2000). As espécies de Minaria sem coma sdo especializadas em
solos litdlicos e a maioria das sementes acaba permanecendo nos arredores rochosos, ndo se
perdendo em solos onde provavelmente ndo seriam recrutadas. As ilhas de vegetagcdo nos
afloramentos rochosos ocorrem geralmente nas por¢des mais altas do Espinhago, onde a aridez
das estacdes secas ¢ amenizada pela umidade orografica e a pouca quantidade de combustivel
impede o alastramento do fogo, formando ambientes relativamente estaveis, capazes de abrigar
espécies sensiveis a aridez e a agdo do fogo, muitas delas endémicas (Neves & Conceicao, 2010).

A dispersdo do clado sem coma e do clado com coma teve extensdo espacialmente distinta,
porém foi cronologicamente coincidente, sugerindo que uma mudanga no ambiente, ha ca. 1,4
Ma tenha favorecido a expansao desses grupos. O aumento da distribui¢do dessas linhagens criou
condigdes para que uma nova retracdo levasse a diversificagdo a partir de isolamentos
geograficos, dando origem a espécies com distribuicao restrita, varias delas endémicas da Cadeia
do Espinhago de Minas Gerais, principalmente do Planalto de Diamantina. Esse padrao ajuda a
explicar a taxonomia complexa de M. cordata e espécies afins. Cerca de metade deste clado ¢
composto por espécies vegetativamente semelhantes: subarbustos ramificados na base, com
folhas cordadas, revolutas e levemente buladas. As flores podem ser bem discrepantes em
algumas espécies (e.g., M. campanuliflora), porém a sobreposi¢do dos caracteres florais pode
impedir o reconhecimento claro de outras. Por este motivo, alguns taxons do complexo foram
tratados no nivel de subespécies (Fontella-Pereira, 1989) ou considerados sinénimos (Konno,
2005). No entanto, seus representantes nao estdo proximamente relacionados filogeneticamente,
aparecendo dispersos na arvore de Minaria. A julgar pelo padrio biogeografico encontrado no
género, as semelhangas fenotipicas observadas no complexo M. cordata representam
simplesiomorfias. Durante a retracdo dessa linhagem de Minaria houve a formagdo de isolados
geograficos. Algumas linhagens se diferenciaram prontamente e podem ser atualmente
reconhecidas como espécies distintas, enquanto outras mantiveram as caracteristicas do ancestral

que se se dispersou para além do Espinhago e por isso seus representantes acabam sendo
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identificados como uma tnica espécie, M. cordata. Na Cadeia do Espinhago, os representantes
deste complexo podem ser claramente reconhecidos em espécies distintas (Rapini, 2010),
sugerindo que a diferenciacdo morfoldgica, e até mesmo genética, possa ter sido mais rapida
nesta regido. Como as espécies de Minaria apresentam distribuicdo geralmente reduzida no
Espinhago, ¢ possivel que a deriva genética tenha exercido um papel importante na diferenciagdo
dos isolados geograficos e na irradiagao do grupo.

O segundo episodio de expansdo em Minaria aconteceu nos tltimos 400 mil anos, mais
de 1 Ma depois do primeiro episoédio. Duas linhagens se dispersaram a partir do Planalto de
Diamantina, no bloco Sul da Cadeia do Espinhaco, e ocuparam o Brazil Central, uma delas
chegando até a Bolivia e a Argentina. A distribuicao atual de M. acerosa (Capitulo 4) sugere que
essa dispersdo pode ter ocorrido pelo sul do Espinhago, alcangando inicialmente a Serra de Sao
Jodo del Rey e se expandindo entdo pelas areas de cerrado do Planalto Central. Atualmente, as
duas linhagens representam espécies de ampla distribui¢dao, com varias populagdes disjuntas. No
entanto, diferenciagdes morfoldgicas relevantes ndo foram observadas entre essas populagoes,

indicando pouca estruturacao entre elas ou uma disjuncao recente (Capitulo 4).
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Figura 3. Cronograma de Minaria baseado em dados combinados moleculares. Escala em milhdes de anos atras.
Interpretagdo do periodo de retracdo (barra vermelha) e dispersdo (barra azul). Graficos de pizza indicam a
probabilidade da distribuig¢do ancestral e as letras indicam areas mais provaveis de distribui¢do conforme Suppl. Fig.
S5. As cores nas pizzas indicam areas ou combinagdo delas identificadas pelas letras. Abaixo, grafico de oscilagdo de
temperatura modificado de Zachos et al. (2001). Linhas verdes indicam a duragdo dos ciclos orbitais que

predominaram neste periodo.
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Diversificacdo na Cadeia do Espinhaco

A diversificacao dos grupos atuais de plantas neotropicais ocorreu principalmente a partir
do Pleistoceno, o que geralmente ¢ associado as oscilagdes climaticas que marcaram esse periodo
(e.g., Rull, 2008). Essa relagao tem sido estabelecida para explicar as altas taxas de riqueza e
endemismo em varias regides tropicais (e.g., Haffer, 1969; Fjeldsa & Lovett, 1997; Lopez-Pujol
et al., 2011; Schnitzer et al. 2011). Neste contexto, areas ricas em endemismo, especialmente
regides montanhosas, representariam refigios para varias espécies durante o resfriamento global
e a instabilidade climatica que caracterizaram o Quaterndrio. Durante os periodos de retragao,
regides estaveis teriam condi¢des de abrigar espécies antigas, com menor capacidade de
adaptagdo e dispersdao e também espécies recentes, diferenciadas a partir do isolamento
geografico de linhagens ancestrais com distribui¢do mais ampla em periodos favoraveis.

Segundo o modelo proposto para explicar a elevada diversidade e as altas taxas de
endemismos na Cadeia do Espinhago (Harley, 1988; Alves & Kolbek, 1994; Harley, 1995;
Giulietti et al., 1997; Rapini et al., 2008), durante os periodos interglaciais mais tmidos ¢ quentes
do Pleistoceno, as areas campestres ficariam contraidas no topo das serras, que representariam
refagios do calor. A diversificagdo dos campos rupestres se daria, entdo, pela sucessao periddica
de ciclos de retragdo e expansao provocados pelas oscilagdes climaticas, com diferencia¢des por
isolamento geografico durante os periodos interglaciais e hibridagdes durante os glaciais. Minaria
realmente se irradiou durante o Pleistoceno. No entanto, sua diversificagdo parece ter sido
conduzida por uma tendéncia a retragdo a longo-prazo, interropida por poucos e rapidos episodios
de expansdo, enquanto os ciclos pleistocénicos que atuaram durante o Plioceno ao Pleistoceno
Inferior foram de 43 mil anos, ¢ os que prevaleceram apos 900 mil anos foram de 100 mil anos
(Zachos et al., 2001). Dessa maneira, os pulsos de expansdo detectados em Minaria nio
correspondem as dezenas de ciclos climaticos provocados pelas variagdes periddicas na oOrbita da
Terra durante o Neogeno, mesmo considerando os desvios nas datacdes dos eventos
biogeograficos.

O surgimento de Metastelmatinae nos cerrados durante o Mioceno Tardio e de Minaria
nos campos rupestres da Cadeia do Espinhaco durante o inicio do Plioceno coincidem com a
queda continua do CO, atmosférico que vinha acontecendo desde o Otimo Climatico do Mioceno
(15 Ma), provocando resfriamento e aridez global. Esse processo que culminou com o
estabelecimento de desertos e a diversificagao de varias linhagens de plantas suculentas (Arakaki
et al., 2011) também foi responsavel pelo dominio das gramineas com fotossintese C4 sobre as
gramineas C; em latitudes e altitudes mais baixas, levando a formacao e expansdo das savanas

modernas sob o regime do fogo (Cerling et al., 1997; Jacobs et al., 1999; Beerling & Osborne,
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2002; Simon et al., 2009; Edwards et al., 2010; Stromberg, 2011). Uma vez que a retragdo de
Minaria a Cadeia do Espinhago ocorreu em paralelo com o resfriamento global, ndo parece
provavel que os topos de suas serras representem abrigos ao calor durante periodos interglaciais.
A conservacdo filogenética de Minaria aos campos rupestres parece estar relacionado a aridez e
ao regime de fogo, que também passaram a influenciar os ambientes tropicais de maneira mais
determinante a partir do final do Mioceno, intensificados conforme a extensao e a intensidade da
sazonalidade na regido. As areas de altitude da Cadeia do Espinhago sdo ambientes com
sazonalidade menos acentuada, onde a umidade ao longo do ano torna a estagdo seca mais branda
do que nos cerrados e caatingas de baixa altitude. Nos topos de morro, as temperaturas mais
baixas e o predominio de afloramentos rochosos diminuem a quantidade de gramineas C4 que
servem de combustivel para as queimadas nos cerrados, dificultando o alastramento das
queimadas pela Cadeia do Espinhago. Dessa maneira, as ilhas de vegetagdo nos afloramentos
rochosos funcionam como refiigios para espécies menos tolerantes a longos periodos de seca e/ou
mais sensiveis ao fogo, que passam a ficar restrita a essas areas.

A expansdo para fora da Cadeia do Espinhaco deve ter ocorrido a partir de mudangas
climaticas influenciadas por fatores causados ndo diretamente por variagdes nos parametros
orbitais da Terra. A zona de Convergéncia Intertropical, por exemplo, ¢ responsavel pela
sazonalidade mais branda nas Regides Sul e Sudeste do Brasil, provocando precipitagdes em
decorréncia do encontro entre massas polares umidas e massas tropicais quentes (Behling, 2002).
Mudangas na posi¢do dessa Zona poderiam, entdo, alterar o regime de chuvas, amenizando a
sazonalidade nas Regides Nordeste e Centro-Oeste, moderando também a ocorréncia das
queimadas nos cerrados. Durante esses episodios, algumas linhagens poderiam se expandir
rapidamente até que o retorno das condigdes anteriores reestabelecesse as estagdes secas € o
regime de fogo, promovendo uma nova retragdo e levando a irradiacdo gradual e continua em
decorréncia dos isolamentos geograficos e diferenciagdes. Este padrao, no entanto, contrasta com
aquele sugerido para Hoffmannseggella H.G. Jones (Orchidaceae), um género também rico em
espécies rupicolas endémicas da Cadeia do Espinhaco. Segundo Antonelli et al. (2010), a
diversificacao dessas orquideas teria sido determinada pela expansdo (VS. retragdo em Minaria)
dos campos rupestres em paralelo ao resfriamento global, promovendo a irradiagdo a partir de
hibridagdes na zona de contato entre populacdes previamente disjunta (VS. isolamentos
geograficos de linhagens com ditribuicao ampla e subsequente divergéncia dos isolados).

As oscilagdes climaticas ocasionadas por mudancas na Orbita terrestre ocorrem ha pelo
menos 50 Ma, sendo o resfriamento global e a diminui¢do da concentragdo de CO, atmosférico

os aspectos climaticos que mais marcaram o Quaternario (Willis & Niklas, 2004). As mudangas
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ambientais provocadas pelas flutuacdes climaticas tém sido menores no hemisfério sul, sendo
ainda menos pronunciadas em baixas latitudes (Dynesius & Jansson, 2000) e possivelmente nao
possuem papel relevante na formagao de espécies (Bennet, 2004). A evolucdo de Minaria parece
sustentar este padrdo geral, tendo sido mais influenciada por uma tendéncia geral a retragdo de
sua distribuigdo, possivelmente associada aos efeitos do aumento da sazonalidade, da aridez e do
regime do fogo, que devem ter prevalecido sobre os demais aspectos climaticos durante a maior

parte do Neogeno.

CONCLUSAO

A diversificagdo de Minaria parece ter sido orientada principalmente pela sazonalidade, a
aridez e o regime do fogo. Como Minaria, muitas linhagens ndo se adaptaram a essas novas
condi¢des ambientais ¢ que comecaram a se estabelecer apés o Otimo Climatico do Mioceno.
Elas encontram nas porgdes altas da Cadeia do Espinhaco um ambiente mais estavel, com
estagdes secas brandas e areas mais protegidas do fogo. Episodios de expansdo devem estar
associados a eventos climaticos esporadicos capazes de diminuir a sazonalidade da regido,
amenizando as estagdes secas e a incidéncia do fogo no entorno da Cadeia do Espinhaco. A
diversificagdo ocorre por irradiacdo ndo adaptativa gradual e continua a partir de isolamentos
geograficos formados durante a retragdo da linhagem quando as condigdes climaticas anteriores
sdo reestabelecidas. O padrao de diversificagdo de Minaria assemelha-se ao encontrado para a
flora do Cabo, que também ¢ caracterizada pela riqueza de endemismos e esta sujeita a forte
sazonalidade climatica, aridez e incidéncia de fogo (Linder & Hardy, 2004; Bytebier et al., 2011;
Schnitzler et al., 2011). A resposta as mudangas ambientais pode variar de grupo para grupo, mas
¢ provavel que varios outros grupos ricos em espécies endémicas da Cadeia do Espinhaco

apresentem padrao de diversifica¢ao similar ao de Minaria.
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Figura suplementar 1 Parte 2. Cronograma de Apocynaceae baseado na matriz de trnL-F (intron trnL ¢ espagador

trnL-F) com 295 taxons obtido pelo programa r8s com o método NPRS (Non-Parametric Rate Smoothing).

124



Diplolepis_boerhaviifolia

. Pentacyphus_lehmannii
72 S Pentacyphus_andinum
. =S Diplolepis_descolei =
1b o2 Diplolepis_nummulariifolia
rimcics 8— Diplolepis_geminifiora
_| i Diplolepis_hieronymi
0 Diplolepis_menziésii

38_9_ gynanmu_m_mprrentiloiltlz!es
,89————8——— Cynanchum_microphyllum
35410 & 8¥nanc1um_garl||(n5uy
— L ————— CGynanchum becki
MOG —— C¥nancwm‘tarmense
_2'07_9'_9_ %oblnla_rllndﬁ?rgu
nanchum_formosum
'_¢ C¥nanchum:streptanthum
|4 Cynanchum_longirostrum
4,07 — Orthosia_funalis’
Orthosi a_sco?a,num_ARgsz
.63 Orthosia_kunthii
3 8: 0S| a_ulrlceolata__
rthosia_ellemannit
3,78 —e— ;assacia__ gbﬂvaﬁa
assadia_berterianum
lo—r Tassadia_guianensis
6.25 Funastrum_arenarium
. Funastrum_odoratum
Funastrum_clausum
-yr]a§trum_angust|follum

S edalis
6,95 —U—g \/Iatelea‘gycloph lla

Schubertia_grandiflora
Macroscepis_s|

U IS_SP .
227 Gonolobus_parviflorus
i Matelea_gonocarpa
Gonolobus_barbatus
0 Gonolobus”patens

—8—— Oxypetaluri_coccineum
— 8xypeta um_solanoides

etalum_lanatum
1,0 Oxypetalum_sublanatum
S Oxypetalum_pannosum
Oxypetalum_warmingii
8.6 Oxypetalum_minarum

[———8—— Oxypetalum_insigne
[ [—%— Oxypetalum_strictum
——b— 8xypeta um_coeruleum

Araujia_angustifolia
Araujia_sericifera
Philibeffia_candolleana
Dhglgbert!a_fylo_blflora_ i
Philibertia_lysimachioides
Philibertia_parviflora
Philibertia_vaileae
- Philibertia—latiflora
Philibertia_multiflora
Philibertia_fontellae
Philibertia_pedunculare
Philibertia_gilliesii
Philibertia_discolor
Philibertia_boliviana
Blepharodon_lineare
Minaria_polygaloides
3argon|a chiloraeifolia
Metastelma_myrtifolium
Ditassa_tomentosa
7,47 Ditassa_hastata
g!%assa_glrunh i
H itassa_burchellii

MetaSte| m at| nae Ditassa_rotundifolia
Ditassa_hispida
Ditassa_mucronata
X Ditassa_banksii

) Hemipogon_acerosus
Nautonia_nummularia
Ditassa_retusa .
Nephradenia_asparagoides
Peplonia_asteria
Gonioanthela_hilariana
2,75 lemipogon_hemipogonoides
emipogon_carassensis
lemipogon_luteus

B, 73— etalostelma_sarcostemma
;E; Ditassa_auriflora
Ditassa_cordeiroana_AR347

255 tastelma_linearifolium

i ephradenia_acerosa

Ima_parviflorum_aff

na_schaffneri
Blepharodon_mucronatum
Ditassa_angustifolia
lepharodon_grandiflorum
3 lepharodon_hitidum
H

i

lemipogon_andinus
lemipogon_sprucei
arjonia_harleyl
emipogon_harleyi
naria_magisteriana
naria_cordata_virgata
naria_grazielae
naria_micromeria
naria_ditassoides
naria_decussata
naria_acerosa
naria_semirii_
naria_refractifolia

ZIZTZTIZTZTZIZ ST
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trnL-F) com 295 taxons obtido pelo programa r8s com o método NPRS (Non-Parametric Rate Smoothing).
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com 99 taxons obtido pelo programa r8s com o método NPRS (Non-Parametric Rate Smoothing).
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com 99 taxons obtido pelo programa r8s com o método PL (Penalized Likelihood).
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Variabilidade genética de espécies de Minaria
(Apocynaceae) com diferentes extensoes de

distribuicao



Variabilidade genética de espécies de Minaria (Apocynaceae) com

diferentes extensdes de distribuicdo

Resumo

O género Minaria (Apocynaceae) inclui 21 espécies, 75% endémicas da Cadeia do
Espinhaco ¢ metade microendémicas. Espécies que ndo possuem coma na semente
possuem distribuigdo restrita, porém aquelas com sementes comosas apresentam
extensdes varidveis de distribuicdo, independentes da idade da linhagem. Nos utilizamos
marcadores ISSR para investigar a diversidade e estrutura genética de trés espécies do
género com sementes dispersas pelo vento, com origem no Planalto de Diamantina e
aproximadamente a mesma idade, mas com diferentes extensdes de distribuigdao: M.
acerosa, M. ditassoides e M. refractifolia. As espécies apresentaram diversidade
moderada em proporc¢ao de locos polimorficos e heterozigozidade. Esses valores foram
semelhantes entre elas, embora a endémica M. refractifolia mostrou-se pouco mais
variavel. Essa variabilidade reflete o pool génico de um ancestral com distribui¢do

restrita e indica uma dispersao rapida e recente.

Palavras-chave: Campos rupestres Dispersdo Diferenciagdo genética Endemismo

Metastelmatinae

* Manuscrito formatado para a revista Plant Systematics and Evolution.
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Introducéo

O género Minaria T.U.P. Konno & Rapini (Apocynceae) divergiu proximo a
raiz de Metastelmatinae (tribo Asclepiadeae), uma subtribo recente (cerca de 7 M.a.) de
Asclepiadoideae exclusiva do Novo Mundo (Rapini et al. 2003, 2006, 2007; Capitulo 3).
Compreende 21 espécies reconhecidas principalmente por caracteres vegetativos, habito
subarbustivo e folhas reduzidas, associada a sua distribui¢do centrada na Cadeia do
Espinhaco, leste do Brasil (Konno et al. 2006). Surgiu no inicio do Plioceno, mas
irradiou-se no Pleistoceno, principalmente nos ultimos 500 mil anos (Capitulo 3). Cerca
de 80% das suas espécies tém distribuicao restrita e, destas, 52% sdo microendémicas.
Apenas quatro espécies se distribuem amplamente, entre elas M. acerosa (Mart.)
T.U.P.Konno & Rapini, distribuida em praticamente toda a area de ocorréncia do género.

Minaria ocorre principalmente em areas de altitude superior a 900 m, na Cadeia
do Espinhaco, em vegetacdo de campos rupestres. Esta vegetacdo ¢ composta por
diversas fisionomias, geralmente com espécies de pequeno porte, com poucos arbustos
espagados entre ilhas de afloramentos rochosos, frequentemente dependentes da
profundidade do solo e disponibilidade de agua (Harley 1995; Conceicdo e Pirani 2005;
Assis et al. 2011). A diversidade de microambientes, favorecida pela topografia e erosao
diferenciada, ¢ sugerida como possivel causa da alta diversidade beta na Cadeia do
Espinhaco. Isto pode ser evidenciado desde a subestruturacdo genética no nivel de
populacdes (e.g. Lambert et al. 2006a, b; Ribeiro et al. 2008) até o elevado endemismo
de espécies (Giulietti et al. 1987; Rapini et al. 2008).

O nucleo de Minaria esta dividido em dois clados apresentando sistemas de
dispersao diferentes (Capitulo 1). Um desses inclui seis espécies com sementes sem
coma, dispersas provavelmente por gravidade e o outro, 11 espécies com sementes
comosas, dispersadas pelo vento. No primeiro, todas as espécies sdo microendémicas,
sendo conhecidas no maximo por trés populacdes restritas a habitats rupicolas. No
segundo, sete espécies tém distribui¢do restrita & Cadeia do Espinhaco, com diferentes
extensdes, desde endémicas a toda Cadeia do Espinhaco até a uma unica serra. Esta
diferenciag¢dao de amplitude de distribuicao ndo parece estar relacionada com o tempo de
divergéncia dessas linhagens, ja que espécies com a mesma idade apresentam
distribuigdo com diferentes extensdes (Capitulo 3). Minaria acerosa, M. ditassoides
(Silveira) T.U.P. Konno & Rapini e M. refractifolia (K.Schum.) T.U.P. Konno & Rapini

possuem aproximadamente a mesma idade, morfologia floral e sistema de dispersdo
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semelhantes, apesar de M. ditassoides possuir flores com corola branca ¢ urceolada,
enquanto as outras duas possuem corola amarelada e rotacea. No entanto, as trés
espécies possuem distribui¢des com extensdes distintas (Fig. 1).

A diversidade genética de populagdes de plantas da Cadeia do Espinhago vem
sendo investigada em varios grupos (Asteraceae: Gomes et al. 2004; Jesus et al. 2001,
2009; Bromeliaceae: Cavallari et al. 2006; Cactaceae: Lambert et al. 2006a, b;
Eriocaulaceae: Pereira et al. 2007; Leguminosae: Concei¢do et al. 2008; Orchidaceae:
Azevedo et al. 2007; Borba et al. 2001, 2007a, b; Cruz et al. 2011; Ribeiro et al. 2008;
Velloziaceae: Franceschinelli et al. 2006; Lousada et al. 2011; e Verbenaceae: Viccini et
al. 2004), revelando padroes variaveis de diversidade genética, possivelmente
condicionados por restrigdo filogenética (Rapini et al. 2008). No entanto, niveis
elevados de estruturacdo genética foram encontrados na maioria desses estudos (e.g.
Borba et al. 2007b; Jesus et al. 2001, 2009; Lambert et al. 2006a), demonstrando que a
compartimentalizagdo dos campos rupestres ¢ a especificidade microambiental de cada
espécie podem estar influenciando na diferenciacdo dessas populagdes.

Asclepiadoideae estd representada por 133 espécies na Cadeia do Espinhago,
30% endémicas (Rapini 2010). No entanto, nada se conhece sobre as caracteristicas
genéticas dessas espécies. Neste trabalho, sdo investigadas a variabilidade e estrutura
genética de M. refractifolia, M. ditassoides e M. acerosa, trés espécies
filogeneticamente relacionadas, com caracteristicas semelhantes, mas que apesar disso
apresentam distribui¢des com extensdes distintas relacionadas com crescentes
amplitudes de distribui¢do. Nosso objetivo ¢ detectar caracteristicas genéticas que
possam estar associadas a padrdes de distribui¢do na Cadeia do Espinhago, de modo a

compreender a estrutura de suas populacdes.

Material e métodos

Amostragem, extragdo e amplificagdo

Foram coletadas 13 populagdes de M. acerosa (Fig. 2), com distancias entre 35 e
1.900 km (Anexo 1); seis de M. ditassoides (Fig. 3), entre 18 ¢ 313 km, e seis de M.
refractifolia (Fig. 4), entre 7 e 51 km. Os exemplares de cada populagdo foram
depositados no herbario da Universidade Estadual de Feira de Santana (HUEFS) (Tab.
1). As amostras consistiram de folhas jovens de 11 a 15 individuos espacados em cada

populagdo, que foram desidratadas em silica gel. O DNA de cada amostra foi extraido
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conforme protocolo descrito por Doyle e Doyle (1987) com tampao CTAB 2%. Cerca
de 10 ng de DNA genomico foi usado para amplificacdo através da PCR. Os dados
genéticos populacionais foram acessados a partir de marcadores ISSR (Inter Simple
Sequence Repeat), seguindo o protocolo de Wolfe et al. (1998). Sete primers foram
selecionados com base na consisténcia, reprodutibilidade e variabilidade das bandas:
(CA)s-RY; (GT)s-YR; (GA)7-RG; (AG)-YC; (CAC)-RC; (CTC)4-RC; (AG)s-YC
(Talhinhas et al. 2003; Wolfe et al. 1998).

Os produtos da PCR foram separados e visualizados através da eletroforese em
gel de agarose 1,5% com tampao SB (Brody e Kern 2004), corado posteriormente com
banho de brometo de etidio 1%. O tamanho das bandas foi avaliado com marcador de
100 pb. Os géis foram fotografados pelo sistema Kodak 1D 3.6. Os padrdes de bandas
foram analisados no programa GelComparll® Applied Maths NV, gerando uma matriz
de presenca e auséncia. Foram consideradas apenas bandas de tamanhos entre 300 e
1.500 pb. Cada amplificagdo foi acompanhada de controle positivo e negativo e,
algumas amostras foram replicadas para verificar a consisténcia das bandas entre

reacoes.
Analises dos dados

Para computar as frequéncias alélicas e estimar os pardmetros de diversidade
genética foi utilizado o algoritmo Bayesiano implementado no programa AFLP-SURV
(Vekemans et al. 2002). Foram calculados o percentual de locos polimérficos (P),
heterozigosidade total (Hr), heterozigosidade dentro da populacio (HS) e
heterozigosidade média para cada populacao (He). Os valores de Hy e Hs das espécies
foram utilizados para calcular os indices de diferenciagdo entre populagdes (Gsr, G’sr,
G”st e D), conforme formulas sumarizadas em Meirmans ¢ Van Tienderen (2004). A
particdo da variagao entre e dentro das populagdes foi analisada (AMOVA: Excoffier et
al. 1992) utilizando o programa GENODIVE. O algoritmo Bayesiano do AFLP-SURV
também foi utilizado para gerar 1.000 matrizes de distancia de Nei (1978), que foram
utilizadas para construir 1.000 arvores com o algoritmo neighbor-joining no médulo
NEIGHBOR do pacote PHYLIP 3.69 (Felsenstein 1989, 2011) e o consenso delas no
médulo CONSENSE com valores de bootstrap, para avaliar as relagdes entre as

populagdes. O teste de correlagdo (teste de Mantel, 1.000 iteragdes) entre as distancias
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genéticas de Nei (1978) e geograficas (em Km) foi realizado no programa PC ORD
(McCune e Mefford 1999).

O numero de grupos genéticos foi inferido através de um modelo baseado em
algoritmo de agrupamento (analise Bayesiana de estrutura) implementado no programa
STRUCTURE versao 2.3.3 (Pritchard et al. 2000). Como o marcador utilizado ¢
dominante, usamos o ajuste para dados haploides. Utilizou-se o modelo de mistura
(admixture model), com freqiiéncias alélicas correlacionadas e parametro de distribui¢ao
de freqiiéncia do alelo A inferido durante a corrida. O algoritmo foi executado com um
burn-in de comprimento 100.000 iteragdes da cadeia de Markov Monte Carlo (MCMC),
seguido por 500.000 iteracdes para estimar os parametros. Correu-se o algoritmo em
valores crescentes de K, de 1 a N + 1 (N = nimero esperado de populagdes) para cada
espécie. As andlises foram replicadas 10 vezes para melhor estimativa dos valores do
parametro. Os resultados do STRUCTURE foram analisados no programa Structure
Harvester (Earl 2011), que disponibiliza graficos dos parametros estimados para a
decisdo do K mais provavel, conforme Pritchard et al. (2000) e Evanno et al. (2005). O
numero total estimado de agregados genéticos para cada espécie foi determinado com
base no AK, de acordo com Evanno et al. (2005). A visualizagdo grafica da estrutura

populacional do K mais provavel foi salva do préprio Structure.
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Figura 1. Mapa de distribui¢do de Minaria acerosa, M. ditassoides e M. refractifolia na América do Sul.

Em detalhe, o cronograma das espécies comosas do nucleo de Minaria baseado na matriz molecular

(Capitulo 3) ilustrando a posigéo filogenética e idade em milhdes de anos.
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Tabela 1. Populagdes de Minaria acerosa, M. ditassoides e M. refractifolia coletadas no Brasil. N, nimero de individuos amostrados por populagao.

Voucher Populacgéo Localizacao N  Latitude Longitude
M. acerosa
PLR 183 ACE1 Cristalia, MG 15 -16,7611 -42,8891
PLR 198 ACE3 Joaquim Felicio, MG; Serra do Cabral 15 -17,703  -44,3161
PLR 211 ACE4 Ibirité, MG; Serra do Rola Moca 14 -20,0745 -44,0554
PLR 295 ACE5 Sta Cruz de Minas, MG; Serra do Sdo José 15 -21,096 -44,1825
AR 1746 ACE6 Ponta Grossa, PR 15  -25,1726 -49,9685
PLR 377 ACE7 Rio de Contas, BA 15 -13,6201 -41,7803
PLR 345 ACES Jussiape, BA 11 -13,4481 -41,5056
PLR 362 ACE9 Sdo Roque de Minas, MG; Serra da Canastra 15  -20,2113 -46,4751
PLR 367 ACEI10 Santana do Riacho, MG; Serra do Cip6 15 -19,296  -43,5991
PLR 404 ACE11 Chapada dos Guimaraes, MT 15 -15,4324 -55,8551
PLR 408 ACE12 Sado Gongalo do Rio Preto, MG 15 -18,1912 -43,3369
ALAC 181 ACE13 Cascavel, PI; Serra das Confusdes 15  -9,22894 -43,4848
FM 2217 ACEl4 Baependi, MG; Serra da Mantiqueira 15 -21,9333 -44,8739
Total 13 187
M. ditassoides
PLR 180 DIT1 Grao Mogol, MG 14 -16,544  -429153
PLR 219 DIT3 Diamantina, MG 15  -18,3087 -43,5539
PLR 230 DITS Diamantina, MG 15 -18,2835 -43,7239
PLR 261 DIT6 Santana do Riacho, MG; Lapinha 11 -19,096 -43,6862
PLR 315 DIT7 Serro, MG 15 -18,5336 -43,4363
PLR 274 DIT8 Santana do Riacho, MG 15  -19,296  -43,5636
Total 6 85
M. refractifolia
PLR 225 REF1 Diamantina, MG 15 -18,2526 -43,6576
PLR 308 REF2 Presidente Kubitschek, MG 15 -18,5732 -43,5933
PLR 314 REF3 Serro, MG 15 -18,5314 -43,4359
PLR 323 REF4 Diamantina, MG 15 -18,2835 -43,7239
PLR 386 REF5 Diamantina, MG 15 -18,2619 -43,5014
PLR 407 REF6 Sado Gongalo do Rio Preto, MG 15 -18,1785 -43,3301
Total 6 90
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Figura 2. Mapa de distribuigdo de Minaria acerosa (em amarelo) na América do Sul, com indica¢do de

biomas. As populagdes analisadas estdo em vermelho.
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Figura 3. Mapa de distribuicdo de Minaria ditassoides (em amarelo) na Cadeia do Espinhago de Minas

Gerais, Brasil. As populagdes analisadas estdo em vermelho.
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Figura 4. Mapa de distribuigdo de Minaria refractifolia (em amarelo) no Planalto de Diamantina, Cadeia do

Espinhago, Minas Gerais, Brasil. As populagdes analisadas estdo em vermelho.
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Resultados

O numero de fragmentos para cada espécie variou entre 129 em M. ditassoides e
149 em M. acerosa. O percentual de polimorfismo por loco foi em média 52,22% em M.
acerosa, 56,1% em M. ditassoides e 65,33% em M. refractifolia. A heterozigozidade
esperada entre as populagdes foi semelhante entre as espécies, variando de 0,186 em M.
acerosa e 0,231 em M refractifolia (Tabela 2). Em M. acerosa, a populacio ACES, da
Serra de Sao José, foi a que apresentou maior variabilidade e a ACE10, da Serra do Cip6, a
menor. Em M. ditassoides, a populagdo de Grao Mogol se destaca como a mais variavel.
Em M. refractifolia, a variacdo é bem semelhante entre as populagdes.

Para todas as espécies, a maior parte da diversidade genética estd localizada dentro
das populagoes (Tabela 3). Entretanto, para M. ditassoides e M. acerosa, a diversidade
encontrada entre as populacdes foi elevada. Para todos os parametros de estrutura genética,
a diferenciagdo entre populagdes € proporcional a amplitude de distribui¢do. Todas as
espécies apresentaram valores baixos de D (Jost) e apenas dois grupos genéticos foram
detectados pelo STRUCTURE (Fig. 5). Em M. acerosa, um deles com populagdes
representantes da Cadeia do Espinhaco e o outro incluindo populacdes de fora do
Espinhaco (Fig. 2). O Ggr e seus derivados G’sr e G”st detectaram elevada estruturagdo
genética em M. acerosa, alta em M. ditassoides e moderada em M. refractifolia. As
distancias genéticas e geograficas nao apresentaram correlacdo significante para nenhuma
das espécies (Anexos 1-3), mesmo utilizando o logaritmo da distdncia. O agrupamento
entre as populagdes das espécies foi correspondente com os grupos inferidos pelo
STRUCTURE (Fig. 6) e geralmente com alto suporte nas relagdes de um mesmo grupo
genético. Entretanto, em M. ditassoides a populagdo DIT3 mostrou-se mais similar ao outro
grupo genético, provavelmente devido a presenca de muitos individuos migrantes conforme

proporcao de ancestralidade mostrada na figura 5.
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Tabela 2. Parametros de diversidade genética para as populagdes de Minaria acerosa, M. ditassoides e M.
refractifolia baseados em marcadores ISSR. N, numero de individuos; DP, desvio; L, namero de locos

considerados; P, propor¢ao de locos polimorficos; H., heterozigozidade esperada, I, indice de Shannon.

Taxon Populacéo N L P (%) He (xDP)
M. acerosa ACEl1 15 149 57 0,209 (£0,014)
ACE3 15 149 56,4 0,196 (£0,014)
ACE4 14 149 65,8 0,242 (+0,014)
ACES 15 149 63,8 0,254 (+0,015)
ACE6 15 149 55,7 0,203 (£0,015)
ACE7 15 149 48,3 0,166 (£0,013)
ACES 11 126 47,6 0,172 (+0,015)
ACE9 15 149 50,3 0,181 (+0,014)
ACEI10 15 126 45,2 0,153 (+0,014)
ACEll 15 149 443 0,155 (+0,013)
ACE12 15 126 54 0,189 (x0,016)
ACE13 15 126 50,8 0,172 (£0,015)
ACEl4 15 126 49,2 0,182 (+£0,015)
Média 52,22 0,186 (+0,015)
He (espécie) 0,240 (£0,158)
| (espécie) 0,382 (£0,205)
M. ditassoides DIT1 14 129 82,9 0,274 (+0,014)
DIT3 15 129 62 0,228 (£0,015)
DITS 15 129 53,5 0,198 (+0.015)
DIT6 11 129 51,9 0,156 (+0,015)
DIT7 15 129 39,5 0,150 (£0,015)
DITS 15 96 64,6 0,238 (+0,017)
Média 56,10 0,197 (£0,015)
He (espécie) 0,214 (+0,146)
| (espécie) 0,351 (£0,191)
M. refractifolia REF1 15 130 70,8 0,238 (+0,014)
REF2 15 130 62,3 0,215 (x0,014)
REF3 15 130 64,6 0,217 (0,014)
REF4 15 130 62,3 0,244 (+0,016)
REF5 15 130 70 0,249 (+0,015)
REF6 15 130 63,1 0,230 (+0,014)
Média 65,33 0,231(+0,015)
He (espécie) 0,225 (£0,162)
| (espécie) 0,359 (£0,215)
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Tabela 3. Sintese dos resultados de estrutura genética das populagdes obtidos com marcadores ISSR em

espécies de Minaria. Indices de divergéncia entre populagdes: AMOVA, analise de variancia molecular; K,

numero mais provavel de grupos genéticos da analise Bayesiana de estrutura; Gst, (Nei 1978); G’st (Hedrick
2005); G”st (Meirnans ¢ Hedrick 2011); D (Jost 2008).

M. acerosa M. ditassoides

M. refractifolia

AMOVA Entre populactes
Dentro de populacgdes
K
Gst
G'st
G"st
D

34 %
66 %
2
0,245

0,302

0,307
0,083

28 %
72 %
2
0,151
0,191

0,199

0,050

17 %
83 %
2
0,1

0,131

0,137
0,040
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Figura 5. Grupos genéticos detectados pela analise Bayesiana de estrutura em espécies de Minaria, a partir de
marcadores de ISSR. Sao ilustrados o grafico de AK e a propor¢do de ancestralidade dos grupos para cada

espécie: a, M. acerosa; b, M. ditassoides (b1, K=2 e b2, K= 5)e ¢, M. refractifolia.
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Figura 6. Dendrogramas de neighbor-joining mostrando as relagdes fenéticas entre as populagdes de: a,
Minaria acerosa; b, M. ditassoides e ¢, M. refractifolia. Populagdes coloridas conforme grupos genéticos
detectados pela analise Bayesiana de estrutura genética. Os valores acima dos ramos representam suporte de

Bootstrap acima de 50%.
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Discussao
Diversidade genética

Os valores moderados de variabilidade genética encontrados nas espécies de
Minaria sdo semelhantes aos valores obtidos em outros estudos com populagdes naturais de
plantas, utilizando marcadores ISSR (e.g. Deshpande et al. 2001; Vicente et al. 2011),
inclusive com espécies distribuidas na Cadeia do Espinhago (Cruz et al. 2011; Lousada et al.
2011). Entretanto, todas as espécies apresentaram valores de diversidade genética
intrapopulacional abaixo ou proximo aqueles descritos para plantas com caracteristicas
semelhantes: plantas perenes, com fecundagdo cruzada e dispersdo pelo vento (Nybom
2004). A diversidade genética encontrada entre as espécies também foi semelhante, sendo
que a endémica M. refractifolia apresentou variabilidade pouco maior que suas
congenéricas de distribuicdo mais ampla, considerando valores médios das populagdes. No
entanto, considerando a diversidade genética das espécies (H. e 1), M. acerosa apresentou
maior diversidade.

O sistema reprodutivo dessas espécies ainda nao foi estudado, mas a morfologia
floral sugere que a polinizacdo seja cruzada. A complexa morfologia das flores das
Asclepiadoideae aponta, na maioria dos casos, a dependéncia de insetos como vetores de
polinarios (Vieira e Graballos 2003). Embora casos de autocompatibilidade ndo sejam raros
em Asclepiadeae (Kephart 1981; Lipow et al. 1999), a retirada dos polinarios a partir das
fendas interestaminais ainda depende da atuacao de polinizadores (Vieira e Graballos 2003;
Vieira e Shepherd 1999). A tribo apresenta diversos tipos de polinizadores incluindo
abelhas, vespas, borboletas ¢ moscas (Ollerton e Liede 1997). No caso de Minaria, as flores
pequenas, brancas a amareladas, com odor forte e a floragdo no periodo chuvoso sugere que
os polinizadores sejam principalmente Diptera (obs. pess.). Diptera geralmente nao
percorre longas distancias e o comportamento de visita deles favorece a geitonogamia, o
que levaria a diminuicdo dos niveis de diversidade genética (Ribeiro et al. 2008).
Considerando a varia¢ao encontrada nas espécies estudadas e o comportamento do provavel
polinizador, portanto, ¢ possivel que a diversidade genética esteja sendo mantida nessas
espécies de Minaria principalmente através da dispersao de sementes. No entanto, muitas
espécies com sementes comosas possuem distribui¢ao restrita. A coma ¢ facilmente perdida

e a colisdo com elementos da vegetacdo pode limitar seu alcance (Pounden et al. 2008),
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contribuindo para o isolamento das populacdes e, consequentemente, a diferenciacao entre
elas. A queda da coma, por outro lado, permite que a semente caia prontamente no solo sem
que fique presa a vegetacao e germine mais rapidamente.

Espécies com distribui¢do mais ampla tendem a apresentar maior variabilidade
genética (Nybom 2004). No entanto, encontramos pouca diferenga entre a variabilidade
genética dessas trés espécies de Minaria, apesar delas possuirem distribui¢gdes com
extensOes bastante distintas. Algumas espécies podem apresentar alta capacidade de
dispersao, porém os limites de distribuigdo de uma espécie serdo influenciados
principalmente pela sua reproducdo e as populagdes periféricas estdo geralmente mais
sujeitas a flutuagdes demograficas (Gaston 2011). Como as trés espécies de Minaria se
originaram no Planalto de Diamantina e se dispersaram em um tempo relativamente curto
(Capitulo 3), ¢ provavel que a diversidade genética delas ainda reflita aquela presente no
ancestral com distribuigao restrita. A taxa de evolugao lenta e/ou o tempo reduzido desde o
episodio de dispersdo explicariam a conserva¢do do nicho em Minaria e a fragilidade das
populacdes mais distantes do habitat ancestral. Essas espécies continuariam suscetiveis aos
mesmos fatores limitantes e tenderiam a retragdo tdo logo as condig¢des anteriores fossem

restabelecidas (Kruckeberg e Rabinowitz 1985).

Estrutura genética

A diferenciagdo entre populagdes reflete a amplitude da distribui¢do para todos os
parametros calculados. A estruturagdo proporcional a distribui¢do indica que isolamentos
por distancia podem estar determinando o grau de diferenciacdo entre as populagdes.
Entretanto, o teste de correlagdo ndo detectou relacdo entre distdncia genética e distancia
geografica. O padrdo aleatério de retracdes e expansdes de populagdes dos campos
rupestres durante o Quaternario pode ter influenciado as diferenciagdes entre populagdes
geograficamente proximas e correlagdes podem passar despercebidas. A biogeografia de
Minaria indica que a historia da linhagem foi marcada por uma continua retragdo
interrompida apenas por poucos e curtos pulsos de expansao (Capitulo 3).

Os indices tradicionalmente utilizados para se estimar a diferenciacdo genética entre

populagdes, como Fsr e Ggr, tém sido criticados por dependerem da quantidade de variagao
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genética entre populagdes, principalmente quando a diversidade da espécie ¢ alta
(Charleswortth 1998; Jost 2008; Meirmans e Hedrick 2011), o que inviabiliza a
comparacdo entre espécies, marcadores e regides geograficas. Novos indices foram
propostos para solucionar estes problemas. O G’sr de Hedrick (2005) inclui o valor
maximo do Ggr como meio de padronizar esta medida em fun¢@o do nimero de populagdes
e 0 G”st (Meirmans e Hedrick 2011) foi especialmente desenvolvido para corrigir a medida
anterior quando o numero de populagdes amostradas é pequeno. O D (Jost 2008), por sua
vez, utiliza uma métrica baseada em numero efetivo de alelos em vez da heterozigozidade.
A heterozigozidade ndo aumenta em escala linear com a diversidade, o que leva a
resultados intuitivos na descri¢do da diversidade (Jost 2008; Meirnans e Hedrick 2011).
Porém, para dados dominantes essa medida precisa ser tratada com cautela, sendo que
alelos efetivos sdo indiretamente estimados.

Os dados de Cruz et al. (2011) e Lousada et al. (2011), que também utilizaram locos
ISSR para inferir variabilidade de espécies da Cadeia do Espinhacgo, foram recalculados
pelas formulas sumarizadas em Meirmans & Hedrick (2011) a titulo de comparagdo. Os
valores de diferenciagdo obtidos entre as populagdes de Vellozia gigantea N.L. Menezes &
Mello-Silva (Gst = 0,196; G’st = 0,257; G”st = 0,265 e D = 0,086), espécie endémica de
afloramentos quartzicos da Serra do Cipd, sdo maiores do que nas espécies com
distribuicdo mais restrita de Minaria (M. refractifolia e M. ditassoides) e com valores de D
semelhantes. Mas, ainda assim, sdo maiores do que os de M. acerosa, espécie amplamente
distribuida. Para Cattleya elongata Barb. Rodr. (Gst = 0,098; G’st = 0,129; G”st = 0,133 ¢
D = 0,038), endémica de solos quartzicos da Chapada Diamantina, os valores de
diferenciagcdo foram bem semelhantes aos de M. refractifolia, endémica do Planalto de
Diamantina. Ainda assim, caracteristicas biologicas de cada grupo podem influenciar de
maneira determinante a estruturacdo da espécie. Portanto, comparacdes entre espécies
congenéricas sao mais adequadas na comparacao da estrutura populacional e na avaliagdo
do papel do ambiente sobre elas (Gitzendanner e Soltis, 2000).

A alta concentracdo de variabilidade entre populagdes em M. acerosa e em M.
ditassoides indica a estruturagdo destas espécies, o que pode estar ligada a isolamentos por
distancia. Dentro dos grupos genéticos, populacdes sao agrupadas com alto suporte e isso

reflete o fluxo génico mais recente entre elas, enquanto que o isolamento entre os grupos
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genéticos provavelmente ocorreu ha mais tempo. Em M. acerosa por exemplo, o fluxo
recente € mais constante entre as populacdes da Cadeia do Espinhago reflete um maior
suporte nas relagdes entre suas populacdes enquanto que o grupo genético que se espalhou

pelo Cerrado se isolou deste ha bem mais tempo do que suas populagdes se fragmentaram.

Consideragdes Finais

A diversidade genética observada nessas trés espécies de Minaria nao esta associada
a extensdo da distribui¢do geografica. Entretanto, o aumento de diferenciacdo genética
entre as populagdes proporcional a amplitude de distribuigdo sugere isolamento por
distancia. Apesar de pouco tempo de origem, essas espécies apresentaram capacidades de
dispersdo bastante diferenciadas. Ainda assim, os niveis de diversidade genética delas sdo
similares e parecem refletir distribuigdes ancestrais com extensdes semelhantes e uma
dispersao relativamente rapida. Diferenciacdes interpopulacionais recentes surgiram e sao
responsaveis pela estruturagao atual das populagdes. A julgar pelo padrao biogeografico de
expansdes rapidas e retracdo continua que caracterizou a evolu¢do de Minaria, é provavel
que as espécies de maior distribuicdo estejam iniciando uma fase de retracdo de sua
distribuicdo, comecando a formar isolados geograficos que poderdo se extinguir ou se
diferenciar. Boa parte da distribuicdo periférica das espécies de ampla distribui¢do ¢
efémera e sua distribuicao pode se contrair rapidamente (Gaston 2011).

Geralmente ¢ dada prioridade para a preservacao de espécies de distribuigao restrita
e aquelas com ampla distribuicdo ndo sdo enfocadas. Todavia, elas podem apresentar alta
estruturagdo e possuem maior probabilidade de gerar novas espécies a partir de
fragmentagdes de sua distribuicdo original (Kisel e Barraclough 2010). A biogeografia
histérica de Minaria (Capitulo 3) ilustra esta idéia. No nucleo de Minaria, as espécies
comosas se irradiaram a partir de um ancestral com ampla distribui¢do, dando origem a
varias linhagens de distribuicdo mais restrita devido a uma retra¢do continua da distribuigao
da linhagem ao longo do Pleistoceno. Linhagens de ampla distribuicdo podem persistir ao
longo da historia com algumas populagdes se diferenciando em 4reas restritas

(anacladogénese; Kisel e Barraclough 2010; Stuessy et al. 2006) e este potencial evolutivo
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também deve ser considerado em planos de conservagdo da biodiversidade (Rosauer et al.

2009).
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Anexo 1. Tabela de distancia genética de Nei (1978) (abaixo da diagonal) e geografica em quilometros (acima) de Minaria acerosa.

ACE1 ACE3 ACE4 ACE5 ACE6 ACE7 ACE8 ACE9 ACE10 ACEl1l1 ACEl12 ACE13 ACE14
ACE1 0 1842 3884 500.8 1189.0 369.0 3972 5386 291.7 13928 166.0  840.0  611.6
ACE3 | 0.079 0 265.1 377.6 1015.6 5289 560.7 359.6 192.6 12552 1169 9465  474.0
ACE4 | 0.112  0.125 0 1144 8302 7574 7852 253.1 989 13514 2226 12075 2235
ACES | 0.101 0.108 0.066 0 745.1 869.4 896.6 258.0 2092 13833 3349 13217 1174
ACE6 | 0.168 0.131 0.120 0.084 0  1544.1 15762 657.8 9253 12444 10350 19009  631.9
ACE7 | 0.112 0.094 0.146 0.106 0.106 0 353  886.7 6602 15280 5348 5224  980.6
ACE8 | 0211 0213 0.192 0.180 0.241 0.169 0 919.2 6875 1560.5 562.6 5164  1008.6
ACE9 | 0.136  0.130 0.101 0.061 0.076 0.080 0.216 0 317.7 11258  398.8  1262.7 2535
ACE10 | 0221 0217 0.181 0.195 0260 0218 0.049 0.225 0 13693 1259 11195 3219
ACEILl | 0.161 0.188 0.110 0.085 0.100 0.118 0.245 0.078  0.237 0 1366.9 1509.7 1363.1
ACE12 | 0226 0259 0.183 0206 0277 0220 0.051 0229 0.051 0254 0 996.7  446.0
ACE13 | 0260 0257 0.198 0.181 0247 0247 0.076 0207 0.090 0237  0.087 0 1420.4
ACEl4 | 0240 0259 0.172 0.160 0212 0232 0.080 0.185 0.084  0.199  0.08  0.045 0
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Anexo 2. Tabela de distancia genética de Nei (1978) (abaixo da diagonal) e geografica em quilometros (acima) de Minaria ditassoides.

DIT1 DIT3 DITS DIT6  DIT7 DIT8

DIT1 0 207.59 211.59 29527 228.02 313.60
DIT3 0.047 0 18.17  88.65 27.92  109.79
DITS 0.039  0.036 0 90.44  41.16 113.84
DIT6 0.082 0.051 0052 0 67.85  25.69
DIT7 0.047 0.035 0.036 0024 0 85.83
DIT8 0.042  0.048  0.020 0.069  0.051 0

Anexo 3. Tabela de distancia genética de Nei (1978) (abaixo da diagonal) e geografica em quilometros (acima) de Minaria refractifolia.

REF1 REF2 REF3 REF4 REF5 REF6

REF1 0 36.29  38.83 7.80 16.52  35.56
REF2 0.012 0 1724 3504 3595 51.95
REF3 0.024  0.027 0 41.03  30.75  40.80
REF4 0.030  0.045  0.020 0 23.62 4321
REF5 0.023  0.038 0.022 0.014 0 20.34
REF6 0.039  0.031 0.063 0.066 0.059 0
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