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RESUMO

O cerrado, uma formacgao vegetal tipica do Brasil central, € um dos biomas com
maior biodiversidade de espécies, sendo classificado como um “hotspot”. Atualmente, a
acao antropogénica no cerrado tem causado muito desmatamento, ameagando a
existéncia de muitas espécies. Kielmeyera Mart. & Zucc. (Clusiaceae s.l./Calophyllaceae)
€ um género com aproximadamente 50 espécies, das quais varias ocorrem no cerrado.
Morfologicamente o género é caracterizado por apresentar flores vistosas com corola
contorta e numerosos estames, ovario trilocular e capsulas lenhosas com numerosas
sementes aladas. Um dos elementos mais conspicuos do cerrado é Kielmeyera coriacea
Mart. & Zucc., uma espécie altamente variavel morfologicamente. A espécie apresenta a
maior amplitude ecoldgica para o género e sua distribuicao geografica coincide, em maior
parte, com a distribuicdo do cerrado. K. coriacea é facilmente reconhecida por apresentar
suber espesso, folhas verdes caducas e aglomeradas nos apices dos ramos, padrao de
venacao caracteristico e flores alvas e odoriferas. Na ultima revisdo realizada para o
género Kielmeyera (Saddi 1982), a circunscricdo de K. coriacea foi alterada, mas
permaneceu problematica. Visando organizar a variagdo, o autor propde o
reconhecimento de duas subespécies e sete variedades, formando o que é conhecido
atualmente como “complexo K. coriacea”. Faz parte desse complexo também a espécie K.
grandiflora (Wawra) Saddi, considerada antes uma variedade de K. coriacea. Para
estudar o complexo o presente trabalho utilizou abordagens taxonémicas convencionais,
a anatdmica e a genética. Foram realizadas observacdes de material de herbario e cortes
das regides marginais e medianas de folhas adultas de cinco populagdes, sendo: duas de
K. coriacea subsp. coriacea, duas de K. coriacea subsp. tomentosa e uma de K.
grandiflora, constituidas por dois individuos cada populagdo. Para estudos de genética
populacional foram utilizados 12 pares de primers previamente desenvolvidos a partir de
uma biblioteca enriquecida de microssatélites. Os marcadores foram amplificados em 27
populagdes com 20-30 individuos cada. A anatomia estrutural apresentou dois padrdes
claramente distintos e a genética populacional indicou grande semelhanga entre os taxons
pertencentes ao complexo. Os resultados ndao corroboram a proposta de Saddi para

taxonomia da espécie.
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ABSTRACT

The Cerrado, a savanna-like vegetation typical of Central-Brazil, is one of the most
species rich biomes of the world. It was classified as a “Biodiversity Hotspot”. It is suffering
strong anthropogenic pressures of different sources, and quite a number of species is
seriously threatened. Kielmeyera Mart. & Zucc. (Clusiaceae s.l./ Calophyllaceae) is a
genus of nearly 50 spp., several of which occur in the cerrado. Morphologically, the genus
is characterized by large flowers with a contorted corolla and numerous stamens, a 3-
locular ovary, and septicidal woody capsules with numerous winged seeds. One of the
most common elements of the cerrado is Kielmeyera coriacea Mart. & Zucc., a
morphologically highly variable species. It shows the widest ecological amplitude within the
genus and its geographical distribution largely coincides with the cerrado biome. This
species can be easily recognized by the thick corky bark, green coriaceous caducous
leaves crown-like condensed at the end the branches, a characteristic venation and
odoriferous, white flowers. In the last revision of the genus Kielmeyera (Nagib Saddi,
1982), the circumscription of K. coriacea remained problematic. To cope with a high
variability, Saddi proposed two subspecies and seven varieties. The species is
taxonomically so problematic that it is usually referred to as the “K. coriacea complex”, to
which also belongs K. grandiflora (Wawra) Saddi, formerly included as a variety in K.
coriacea. To help with the taxonomic study of this complex, the study was done with
taxonomy work, population genetics and structural anatomy of the leaves. For anatomy,
two populations from each subspecies of K. coriacea and one population of K. grandifiora,
consisting of 2 plants, were sampled. For genetics studies twelve primers pairs were
selected between the ones previously developed from an enriched library of K. coriacea .
Two patterns were found according to the structural anatomy and taxonomy observations
suggest that there are two or more species in the complex. According to genetics, the
banding pattern varies from one to eight bands per individual. K. grandiflora showed a
similar banding pattern. For our study we treated each subspecies of K. coriacea as one
group and Kielmeyera grandiflora as a third. We sampled at least 5 populations for each
group and 20-30 plants to represent each population. The results show how genetically
similar individuals of K. coriacea are. They do not corroborate most of Saddi’'s ideas for a
subdivision of the K. coriacea complex, but suggest that K. grandiflora and K. coriacea are
distinct species (as proposed by Saddi) and that possibly the two subspecies of K.
coriacea actually represent two distinct species.
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INTRODUGAO GERAL

1. Apresentagao do “complexo K. coriacea”

O género Kielmeyera Mart. & Zucc. pertence a familia Calophyllaceae e compreende
cerca de 47 espécies distribuidas principalmente no Brasil, em regides de baixa altitude
(Saddi 1982, Stevens 2001 em diante).

A revisdo mais recente do género foi realizada por Saddi (1982), baseada
principalmente em caracteres morfolégicos. Entre as propostas apresentadas no trabalho
esta a série Coriaceae, distinta das demais pelas folhas coriaceas com a base da nervura
central expandida, pelo habito arbdreo/arbustivo, caule fortemente suberoso e xilopddio
ausente. Apenas duas espécies foram incluidas nesta série: K. coriacea (com numerosas
sinonimizagdes) e K. grandiflora (novo status para K. coriacea var. B grandiflora Wawra).
Ao elevar a variedade B grandiflora de Wawra ao nivel especifico, Saddi (1982) menciona
que Kielmeyera grandiflora seria distinta de K. coriacea pelo padrao de venagéo foliar.

A circunscricdo da espécie K. coriacea segundo Saddi (1982) criou o que
atualmente é conhecido como “complexo K. coriacea ” e gerou questionamentos com
relagdo a inclusdo de K. tomentosa Cambess. em K. coriacea, uma vez que esses taxons
diferem em diversos caracteres descontinuos.

Dificultando a identificacdo de espécimes por taxonomistas, Saddi reconheceu
sete variedades para a espécie K. coriacea, distribuidas em duas subespécies: K.
coriacea subsp. coriacea, com quatro variedades, e K. coriacea subsp. tomentosa (antiga
K. tomentosa), com trés variedades (ver capitulo de taxonomia para mais detalhes).

Na proposta do autor, as subespécies seriam distintas por um conjunto de
caracteres morfoldgicos e distribuicdo geografica desigual ou parcialmente sobreposta e
as variedades seriam reconhecidas por diferencas morfolégicas pequenas em caracteres
muitas vezes continuos, com as respectivas populagdes sendo muitas vezes simpatricas.
Essas definicdbes indicam a possibilidade de existéncia de numerosas zonas de
hibridacdo entre as subespécies e variedades do complexo, o que dificultaria a
identificagdo de individuos.

Além disso, as variedades atribuidas a cada uma das duas subespécies sao
reconhecidas frequentemente com base em caracteres quantitativos, possivelmente

continuos e de interpretagdo subjetiva e o autor relacionou um numero muito restrito de
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espécimes. Saddi (1986) admite, no entanto, que algumas de suas variedades poderiam
vir a assumir o status de espécie por meio de estudos mais aprofundados.

Caddah (2009) e Bittrich (comunicagéo pessoal) relatam a existéncia de numerosas
identificagdes incorretas das espécies pertencentes ao complexo (K. coriacea e K.
grandiflora), algumas delas realizadas pelo préprio Saddi. Uma vez que Kielmeyera
coriacea aparece em varias listas e estudos (Goodland 1971b, Silva et al. 1996) como um
dos principais componentes do cerrado € de grande importancia a realizacdo de estudos
no complexo. Tais estudos foram iniciados por Caddah (2009) e sugeriram a hibridacao
entre K. coriacea subsp. coriacea e K. grandiflora. A subespécie fomentosa, porém, nao
foi incluida, sendo necessario um novo estudo para, em conjunto com os dados obtidos
por Caddah (2009), permitir uma analise do complexo como um todo.

K. coriacea chega a ser citada até como a sexta espécie com mais individuos
(cerrado de Brasilia, Silva et. al. 1996) e com ocorréncia que atingiu até 79% das
fisionomias de cerrado (Goodland & Ferri 1979, Ratter et al. 2003). O cerrado como um
complexo gradiente vegetacional, que varia de uma quase-campina a uma quase-floresta
de maneira gradual e continua (Goodland & Ferri 1979), apresenta as espécies com

grande diversidade morfoldgica.

2. Cerrado
21. Histérico dos estudos do cerrado até a hipoétese de escleromorfismo
oligotroéfico

Atualmente existe uma quantidade consideravel de estudos relacionados ao
cerrado (Ratter et al. 1997, 2003, Felfili et al. 1993, Goodland & Ferri 1979, Durigan et al.
1987, 2003a, 2003b), porém esse bioma amplamente afetado pelas agbes antrépicas (a
taxa de desmatamento ao ano é estimada em 1,1% da éarea original por Machado et al.
2004, Pennington et al. 2005) ainda tem muito a ser conhecido a respeito de suas 10.000
espécies de plantas (Myers et al. 2000).

O cerrado inicialmente atraiu a atencdo de conhecidos naturalistas, mas o
primeiro estudo ecolégico, até hoje reconhecido como uma valiosa analise do cerrado, foi
o de J. E. B. Warming realizado em Lagoa Santa (MG) (1892, traduzido em 1908)
(Goodland & Ferri 1979).



Durante o século XIX surgiu a questdo sobre o motivo da ocorréncia do cerrado,
com vegetagao xeromorfa, em tdo ampla extenséo se o clima nao pode ser considerado
arido, pois existe uma estacdo seca e outra umida. Na década de 1940 alguns estudos
(Rawitscher 1942, Ferri 1943, Rawitscher et al. 1943, Ferri 1944, Rawitscher & Rachid
1946, Rachid 1947 e Waibel 1948) levantaram dados que discordavam das hipéteses de
que a vegetagdo do cerrado seria xerdfita e de que a ocorréncia deste bioma estar
condicionada a limitagao hidrica.

Em um estudo no cerrado de Emas, Ferri (1944) notou caracteristicas
morfolégicas de plantas adaptadas a condigdes secas como arvores e arbustos com
trocos e ramos tortuosos, cascas grossas, folhas coriaceas com superficies brilhantes ou
revestidas por tricomas (de diversos tipos e presentes em uma das ou nas duas faces) ou
escamas. Quanto a anatomia, os estdmatos apresentaram-se em cavidades e ha tecidos
de sustentacao (esclerénquima) em grande quantidade, epiderme bisseriada, hipoderme
e com frequéncia parénquima de reserva de agua. (Ferri 1977)

Por outro lado, havia raros sinais de murchamento das plantas mesmo no auge da
estacado seca; muitas plantas floresciam e germinavam antes da estagdo chuvosa; nem
toda a vegetacdo é decidua; a maioria das plantas lenhosas apresenta raizes muito
profundas e transpira livremente; o solo € umido o ano todo (com excegdo dos dois
metros mais superficiais); € comum a presenga de xilopédios; numa mesma area
climatica a ocorréncia de floresta e cerrado lado a lado estava relacionada a nutricido do
solo, sendo os cerrados presentes nos solos mais pobres. Com esse conhecimento,
passou-se a aceitar que a vegetagao do cerrado ndo era xerdfita e surgiu uma nova
questdo: por que as plantas lenhosas de cerrado apresentam tais caracteristicas se néo
ha restrigéo hidrica?

Na década de 1950, sabia se que a vegetagao nao era xérica, que praticamente
nao havia muita falta de agua, pelo menos para as plantas de maior porte, e que o
cerrado geralmente se encontra em solos lixiviados e pobres em nutrientes e lixiviados.
Para explicar a ocorréncia do cerrado, Arens, Ferri e Coutinho (1958) propuseram a
hipétese do “escleromorfismo oligotrofico”. Essa hipétese explica algumas das
modificagdes morfoanatdbmicas: o tamanho reduzido de algumas arvores seria causado
pela dificuldade de crescimento; a produgcdo excessiva de carboidratos e lipidios
permitiia a formagdo de cuticulas espessas, cascas grossas, producdo de cera,
presenca de hipoderme e esclerénquima em grande quantidade (nas folhas), tamanho

reduzido das células e nervuras muito desenvolvidas.
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Com novos estudos (Goodland 1971a, Jacomine 1969) a hipétese do
escleromorfismo oligotréfico foi modificada, sendo incluido mais um fator que estaria
envolvido como uma das causas da morfologia da vegetagao de cerrado: a presenga de
grande quantidade de aluminio nos solos. Esse metal pode ser téxico e é responsavel
pela acidificagdo quando hidrolisado, alterando a solubilidade — e assim a disponibilidade

— de outros minerais.

2.2. Definigao de cerrado

A delimitagao do cerrado pode variar conforme o autor adotado e, inevitavelmente,
confunde-se com o conceito de savana. Para demonstrar a dificuldade existente em
abordar o tema, Walter (2006) menciona a existéncia de 48 expressodes diferentes
somente para tratar as divisées de vegetagio do Brasil.

Em 1951, Kuhlmann indicou a discussdo que comecgaria nas décadas seguintes
“[Apesar do]...aspecto sui generis...ndo nos permite, de maneira alguma enquadra-la num
sistema rigido de classificacdo fitofisionbmica”. Em seu trabalho o autor mencionou
campo limpo, campo cerrado, cerrado tipico e cerradao (Walter 2006).

Tanto cerrado quanto savana sdo palavras sem uma unica definicao correta. Cole
(1960) comenta que entre os tipos de vegetacao existentes, a savana € o de definigao
mais dificil, sendo a menos compreendida e cujas origem e distribuicdo sdo controversas.
Goodland (1971b) menciona que o cerrado € um “grande mosaico de fisionomias”
chamando a atengao para a dificuldade de um conceito que abranja toda essa variagao
de formas vegetacionais.

Trabalhos conhecidos como Rizzini (1970), Hueck (1972), Sarmiento (1983), Cole
(1986), Felfili e Silva Junior (1993) e Ratter e colaboradores (1997), entre outros,
consideram o cerrado subordinado ao conceito de savana, enquanto outros, como Eiten
(1972, 1978), defendem o contrario. Segundo Dias e colaboradores (1996), Eiten (1972)
afirma que o cerrado (sensu lato) € uma unidade ecoldgica tipica da zona tropical,
caracterizado por uma vegetacao de fisionomia e flora préprias, classificado dentro dos
padrdes de vegetacdo do mundo como savana.

Essa dificuldade de definicdo dos termos, associada a estudos (Sano et al. 2008,
Pennington et al. 2005, Cole 1986) que indicam maior grau de diversidade nos cerrados e
possiveis diferentes origens para essas vegetacoes “secas”, permite que se considere 0

cerrado como um bioma unico, distinto das savanas, do pantanal e da caatinga.
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Conforme Oliveira-Filho e colaboradores (1989), o cerrado como um todo (sensu lato)
€ uma vegetagdo parecida com a savana (“savanna-like”), que além de fisionomias
semelhantes (cerrado sensu stricto), inclui matas de galeria e “grasslands”. Ele é definido
através de floristica e formas de crescimento (Walter 2006).

Abaixo se encontram as definigdes simplificadas do gradiente fisiondmico do cerrado
conforme Coutinho (1978) (Figura 1):

- campo limpo: formagao composta somente por estrato graminoso;

- campo sujo: predominio do estrato graminoso com arbustos dispersos;

- campo cerrado: estrato arbustivo-graminoso mais aberto e com poucas arvores;

- cerrado sensu stricto: vegetagdo com estrato arbustivo-graminoso fechado e arvores
dispersas;

- cerradao: formacao florestal densa com variagao no grau em que o estrato arboéreo esta

fechado.
CAMPO LIMPO CAMPO SUJO CAMPO CERRADO CERRADO CERRADAO Height
204 -20
151 ,‘ L15
[ | I
: | | /
104 ; : : . ’ NG, 10
i | |
[ | ! 1 |
54 I ! ! ! L 5
i : : :
’ : ’ \
+«——Grasslands Savanna formations Savanna woodlands

Increasing incidence of fire

Increasing surface soil fertility
(partly aided by changes in parent material and partly a result of soil-plant interaction)

Figura 1: Esquema das fisionomias do cerrado retirado de Furley (1999).

Considerando toda essa variedade de delimitagcbes do cerrado, cabe mencionar
uma descricao de Martius (1840/1906, 1943), primeiro a tentar definir os biomas
brasileiros, obtida em Walter (2006):

“Delicadeza, fina concepgéao e variedade bizarra, eis o carater geral das formas vegetais
domiciliadas nessa regido. Em relagdo as formas das florestas, elas estdo como uma
variagado dum musico para o seu tema...Assim parece que a Natureza aqui nos campos

aprimorou a matéria vegetal que foi empregada, mais toscamente e em maior
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quantidade, nas f6lhas sumarentas e nas mais vistosas flores das plantas silvestres,
produzindo formas mais graciosas e nobres”. Mesmo antigo este trecho atenta para

beleza e particularidades do cerrado.

2.3. Caracterizagao

O bioma cerrado € um dos principais centros de diversidade do mundo com cerca de
10.000 espécies de plantas, 161 mamiferos, 837 aves, 120 répteis e 150 anfibios listados
por Myers e colaboradores (2000). Ele é considerado um “hotspot” de biodiversidade de
importante conservacdo (Myers et al. 2000) dado o elevado grau de endemismo
registrado que chega a 44% para plantas no geral (Cardoso da Silva & Bates 2002) e
70% somente para o extrato herbaceo (Machado et al. 2004, Pennington et al. 2005). E
possivel encontrar ao menos uma de suas fisionomias na maior parte dos estados do
Brasil (Goodland & Ferri 1979).

Sua area de distribuicao original varia entre 1,5 e 2 milhdes de quildbmetros
quadrados, o equivalente a cerca de 20% do territorio brasileiro (Oliveira-Filho et al. 1989,
Furley 1999, Alho & Martins 1995). Uma estimativa de Alvim e Araujo (1952) indica que o
cerrado ocupa na area “core” 1,5 mi de km?. (Ferri 1977)

Segundo Myers et al. (2000), atualmente somente 20% do cerrado permanece intacta
e outras estimativas apontam para um desmatamento alarmante de cerca de 50% (Alho e
Martins 1995 e Ratter et al. 1997). Quando analisado conjuntamente com o pantanal
cerca de 17% € de areas fortemente antropizadas, 17% de antropizadas, 49% com
cobertura ndo mais de cerrado ou pantanal (cursos de agua e areas antropicas) e 17% de
areas naturais (Agbes 1999, Biodiversidade 2002) (Walter 2006).

O cerrado, situado entre 5° e 20° de latitude Sul e de 45° a 60° de longitude Oeste
(Sano et al. 2008), sendo maior parte de sua area localizada no Planalto Central do Brasil
€ o0 segundo maior bioma do pais em area, apenas superado pela floresta amazénica.
(Sano et al. 2008) Ocorre em altitudes que variam de cerca de 300 m a mais de 1600 m
(Sano et al. 2008). No bioma, predominam os latossolos vermelhos ou amarelos, tanto
em areas sedimentares quanto em terrenos cristalinos, ocorrendo ainda solos
concrecionarios em grandes extensdes (Sano et al. 1998, 2008, Pinto et al. 1994).

A abrangéncia do cerrado compreende os estados de Goias, Tocantins e o Distrito
Federal, parte dos estados da Bahia, Ceara, Maranhao, Mato Grosso, Mato Grosso do

Sul, Minas Gerais, Piaui, Rondénia e Sdo Paulo. Ha ainda areas disjuntas nos estados do
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Amapa, Amazonas, Para e Rordima e na forma de pequenas “ilhas” no Parana (Sano et
al. 2008) (Figura 2).

Figura 2: Mapa apresentado em Furley (1999) com a distribuigdo das fisionomias vegetais do Brasil. 1: Cerrado, 2: Chaco,

3: Mata Atlantica, 4: Pantanal e 5: Caatinga.

Quanto ao clima, o cerrado se caracteriza pela presenca de invernos secos e
verdes chuvosos, classificado como Aw de Koéppen (tropical chuvoso). A precipitacéao
média anual encontra-se em torno de 1500 mm, variando de 750 mm a 2000 mm. As
chuvas concentram-se (chegando a corresponder a 90% da precipitagcado) de outubro a
margo e a temperatura média do més mais frio é superior a 18 °C (Sano et al. 2008, Silva
et al. 1996). A ocorréncia de duas estagbes bem definidas caracteriza a distribuigao
concentrada das chuvas em toda regiao, com influéncia direta sobre a vegetagédo. O

clima também representa uma causa temporal na origem dessa vegetacdo, pois as



chuvas ao longo do tempo geoldgico intemperizaram os solos, deixando-os pobres em
nutrientes essenciais (Sano et al. 2008).

Entre os diversos tipos de solo, o latossolo € o que mais ocorre nos cerrados
(46%). Morfologicamente sao solos minerais, ndo hidromorficos, com mais de 2 m de
profundidade, com cores de vermelho escuro a amarelado. Fisicamente sao
caracterizados por alta permeabilidade de agua e microestrutura forte (gera
comportamento semelhante ao de solos arenosos) apesar de possuir tanta agua quanto
as terras roxas. Quimicamente mais de 95% dos latossolos do cerrado sédo distréficos e
acidos, com pH entre 4,0 e 5,5 (Sano et al. 1998).

A porcao arborea da vegetacdo é composta por plantas lenhosas com uma
aparéncia caracteristica. Os troncos e galhos de arvores e de arbustos de caule grosso
sdo0, na maior parte, torcidos, dando uma aparéncia tortuosa a vegetagcdo. A casca é
usualmente grossa, corticosa e com arestas. As folhas e foliolos de plantas lenhosas do
cerrado geralmente sdo um pouco grandes. Folhas de cerrado, seja sua espessura fina
ou grossa, geralmente sdo duras e tesas e quebram quando dobradas; sua superficie &
lisa e cerosa, aspera ou pilosa. Na face inferior, as nervuras primarias e secundarias e,
frequentemente, as terciarias e quaternarias destacam-se, formando arestas duras. Na
maioria das espécies a cor da folha é mais clara ou mais cinzenta que as de florestas
mesofiticas. Esta coloragdo é devida a estrutura do tecido e a cuticula espessa
(Goodland & Ferri 1979).

Além de estudos morfolégcos e anatdmicos, filogenias tém mostrado que as
linhagens de plantas que ocorrem no cerrado estao fortemente associadas a adaptagdes

ao fogo, o que ndo é encontrado nas floras de biomas adjacentes (Simon et al. 2009).

3. O trabalho atual

Uma vez que a ultima revisdo do género Kielmeyera (Saddi 1982) indicou varias
duvidas com relacdo as sinonimizagcdes e chegou a criar inUmeras categorias
infraespecificas na tentativa de “organizar” a ampla variagdo da espécie K. coriacea
(subespécie, variedade, grupo) e é conhecido o fato de que K. coriacea hibridiza com a
espécie supostamente mais préoxima (K. grandiflora (Wawra) Saddi) (Caddah 2009,
Caddah et al. 2012), torna-se interessante estudar se tais variagdes resultariam somente

de grande capacidade plastica da espécie ou relacionam-se a diversidade genética.



Esta investigacdo torna-se possivel através do estudo da genética populacional
associada a estudos taxondmicos (envolvendo coletas e analises de colegdes de
herbarios) e anatébmicos (no caso, das folhas). Estudos de anatomia foliar tém se
mostrado muito importantes para a compreensao da morfologia caracteristica das plantas
do cerrado e para resolugdo de complexos de espécies (ver capitulo 2), enquanto os
marcadores moleculares permitem uma abordagem alternativa a tradicional (estudos de
morfologia) sobre distribuicdo da diversidade em um complexo de espécies (ver capitulo
3). Os resultados conjuntos fornecem uma base melhor para a compreensdo do que

atualmente é conhecido como “complexo Kielmeyera coriacea”.

4. Obejetivos

Os objetivos gerais do presente trabalho foram:
- utilizar dados de genética, anatomia e morfologia para compreensao do “complexo K.
coriacea”;
- determinar a forma como a variagdo genética esta estruturada em populagdes de K.
coriacea e identificar possiveis hibridos.

Os objetivos especificos foram:

- estudar a anatomia estrutural foliar comparativa das duas subespécies de K. coriacea,
buscando fornecer uma descricdo e encontrar caracteres que possibilitem melhor
delimitagdo dos taxons;
- através da genética populacional, obter informagdes para compreensao do complexo;
- comparar as principais descricoes para os taxons estudados e compreender a
circunscricdo atual dos taxons considerados pertencentes ao complexo, alterando-a caso
a hipdtese de que as duas espécies incluidas em K. coriacea constituem espécies

distintas seja confirmada.
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CAPITULO 1

Questoes taxondmicas envolvendo o complexo

Kielmeyera coriacea Mart. & Zucc.
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INTRODUGAO

1. Contextualizagao taxondmica do género Kielmeyera Mart. & Zucc.

1.1. Caracterizacao geral

A ordem Malpighiales apresenta cerca de 7,8 a 8% da diversidade das
eudicotiledéneas (Magallén et al. 1999, Korotkova et al. 2009) e 6% das angiospermas
(Korotkova et al. 2009). Sua circunscricdo atual inclui 39 familias com aproximadamente
16000 representantes (APG Il 2003, APG IIl 2009, Barkman et al. 2004). A composigao
desta ordem foi considerada uma das descobertas mais surpreendentes de estudos de
filogenia molecular (Chase et al. 1993, Savolainen et al. 2000 a e b, Soltis et al. 2000).
Seus representantes incluem plantas taloides aquaticas (Podostemaceae), holoparasitas
(Rafflesiaceae) e suculentas que lembram cactaceas (Euphorbiaceae) (Wurdack & Davis
2009).

A composi¢cdo da ordem mudou muito desde sua “circunscricdo moderna” por
Chase et al. (1993) e numerosos estudos utilizando multiplas regides génicas
comprovaram sua monofilia (Chase et al. 1993, 2002, Fay et al. 1997, Litt & Chase 1999,
Soltis et al. 1999, 2000, 2003, 2007, Savolainen et al. 2000 a e b, Cameron et al. 2001,
Davis et al. 2001, 2005 a e b, 2007, Kita & Kato 2001, Wurdack 2002, Hilu et al. 2003,
Davis & Chase 2004, Wurdack et al. 2004, 2005, Samuel et al. 2005, Kathriarachchi et al.
2005, Tokuoka & Tobe 2006, Zang & Simmons 2006, Tokuoka 2007, 2008, Zhu et al.
2007, Korotkova et al. 2009). Porém mesmo com esta grande quantidade de estudos, as
relagdes familiares continuam pouco compreendidas, de modo que a topologia interna é
pela maior parte uma politomia, tornando as Malpighiales um dos maiores clados das
angiospermas com baixo grau de resolugdo interna (Wurdack & Davis 2009). A
dificuldade aumenta quando s&o considerados os padrées de endemismo continental, a
inexisténcia de caracteres nao genéticos para unir seus representantes, a descoberta de
que varias das familias tradicionalmente reconhecidas pertencentes as Malpighiales
revelaram-se polifiléticas e a hipotese de rapida radiagcdo do clado iniciada ha 114
milhdes de anos, com a divergéncia relativamente recente de Hypericaceae e
Podostemaceae, ha cerca de 76 milhdes de anos (Stevens 2001 em diante, Soltis et al.
2005, Davis et al. 2005b).
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Ainda assim algumas caracteristicas s&o particularmente comuns aos
representantes das Malpighiales como estdbmatos paraciticos, gineceu frequentemente
tricarpelar, pedicelos articulados e perda do gene atpF (Stevens 2001 em diante).

Entre os clados presentes na ordem ha o denominado clado clusioide, composto
atualmente por cinco familias (Clusiaceae s.s., Calophyllaceae, Hypericaceae,
Podostemaceae e Bonnetiaceae), cerca de 94 géneros e aproximadamente 1900
espécies (Ruhfel et al. 2011). Este clado pode ser citado como um exemplo de grupo que
durante muito tempo foi um dos representantes das incertezas dentro de Malpighiales.

As clusioides sao morfologicamente heterogéneas e ecologicamente diversas,
ocorrendo em ambientes extremamente variados (Ruhfel et al. 2011). O histérico do
tratamento das familias exemplifica a dificuldade na circunscrigdo, com casos como
Cronquist (1981) separando as familias em ordens e subclasses diferentes e distantes e
Tahktajan (1997), desconsiderando os dados moleculares de Chase (1993), e outros
pesquisadores considerando alguns dos taxons relacionados a Theaceae s.l. (atualmente
na ordem Ericales, APG Ill 2009).

Estudos que incluiram dados moleculares (Savolainen et al. (2000 b), Soltis et al.
(2000), Gustafsson et al. (2002) e Wurdack & Davis (2009)) permitiram uma melhor
compreensao das relagbes internas, porém o entendimento no nivel desejado so foi
alcancado recentemente quando Ruhfel e colaboradores (2011) obtiveram grande
suporte para o clado e estabeleceram suas relagbes internas. Para tal, uma nova
circunscricdo das familias foi necessaria, permitindo o reconhecimento de sinapomorfias
para o clado (Ruhfel et al. 2011). Muitos estudos ainda serdao necessarios uma vez que
as clusioides aparentemente apresentam elevada taxa de evolugao molecular (Adams et
al. 2002, Davis et al. 2007).

As relagcbes entre alguns géneros ainda sao desconhecidas e supdes-se que
alguns deles nao sejam monofiléticos (Hypericum, Garcinia e Ledermanniela s.s.;
Stevens 2007, Sweeney 2008, Thiv et al. 2009 e Nurk & Blattner 2010), enquanto a
monofilia de todos os géneros de Calophyllaceae até o momento é considerada valida
(Ruhfel et al. 2011), mostrando que as relagbes internas ainda nao estdo bem
estabelecidas.

Durante muito tempo grande parte dos géneros atualmente pertencentes a
Calophyllaceae encontraram-se incluidos em Clusiaceae Lindl. s.l. (excluindo ou incluindo
Hypericaceae), também conhecida como Guttiferae Juss. Tradicionalmente, as

Clusiaceae s.l. incluem aproximadamente 1090 espécies distribuidas em 27 géneros e
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com distribuicdo pantropical. No Brasil ocorrem 18 destes géneros e cerca de 150
espécies (Souza & Lorenzi 2008).

As Clusiaceae s.l. eram divididas, baseadas em caracteres morfolégicos, em duas
subfamilias, cuja monofilia foi comprovada por estudos moleculares recentes:
Kielmeyeroideae, com 14 géneros, incluindo as tribos Calophylleae e Endodesmieae; e
Clusioideae, com 13 géneros, incluindo as tribos Clusieae, Garcinieae e Symphonieae
(Metcalfe & Chalk 1950, Weitzman & Stevens 1997, Notis 2004, Stevens 2007).

A monofilia de Kielmeyeroideae foi confirmada por Notis (2004) através de
estudos filogenéticos com caracteres moleculares (genes rbclL, matK e ITS) aliados a
dados morfologicos. Essa subfamilia € amplamente distribuida entre os trépicos, sendo
os géneros Calophyllum, Neotatea, Marila, Mahurea, Clusiella, Kielmeyera, Caraipa e
Haploclathra encontrados no novo mundo; Poeciloneuron, Mesua e Kayea no velho
mundo e Mammea e Calophyllum apresentam algumas espécies no novo mundo, mas a
grande maioria encontra-se de Madagascar ao Pacifico (Notis 2004).

A subfamilia Kielmeyeroideae apareceu nos cladogramas de Davis e
colaboradores (2009) como grupo irméo de Hypericaceae + Podostemaceae enquanto
Clusioideae ficou proxima de Bonnetiaceae. As opgdes apresentadas pelos autores para
reconhecimento de um grupo monofilético seriam a incluséo de todas as clusioides em
Clusiaceae s.l., o que criaria um grupo muito grande e extremamente heterogéneo, ou o
restabelecimento de Calophyllaceae como uma familia composta pelos géneros
pertencentes a Kielmeyeroideae. Ao optar pela segunda opgao, a familia Calophyllaceae
foi aceita com 14 géneros e aproximadamente 476 espécies (Stevens 2007, Wurdack &
Davis 2009).

Notis (2004) forneceu boas hipéteses a respeito das relagbes entre os géneros em
Calophyllaceae. O clado composto por Caraipa, Haploclathra, Kielmeyera, Clusiella,
Mahurea e Marila apresentou poucas potenciais sinapomorfias morfolégicas como calice
com prefloragao quincuncial, corola pentamera, gineceu tricarpelar, placentagéo axilar ou
parietal e posicdo central do évulo no léculo. J& o clado composto por Kielmeyera,
Caraipa e Haploclathra teve como possiveis caracteres sinapomoérficos a ocorréncia de
indumento de tricomas pluricelulares, folhas alternas (exceto em Haploclathra),
cotilédones cordados e auséncia de drusas ou cristais. Para Kielmeyera a autora sugeriu
que a presenga de mais de 15 évulos por carpelo e semente com espessura da ala sendo
de duas camadas de células que envolvem completamente a semente e sem tecido

vascular.
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Além das possiveis sinapomorfias, Notis (2004) evidenciou a utilidade de
caracteres anatdmicos do grupo em estudos filogenéticos e através de observagbes
apenas de folhas e peciolos 16 caracteres foram descobertos e destes, 13 foram
informativos, o que é de grande importancia dada a grande semelhanga entre espécies
no caso de alguns géneros como Kielmeyera. A importancia do uso de estudos
anatdmicos pela sistematica, especialmente apos estudos detalhados de morfologia, ja
havia sido apontada por Scotland e colaboradores (2003).

As antigas Kielmeyeroideae, atuais Calophyllaceae podem ser divididas em duas
tribos: Calophylleae (grande, pantropical) e Endodesmieae (pequena e restrita a Africa
tropical). A subfamilia apresentou diversos caracteres biologicamente muito
interessantes, cuja evolugdo deve ainda ser investigada, como o sistema de canais
laticiferos, a presenca, a forma e a posi¢ao das glandulas nas anteras, a organizacao do
androceu incluindo ou ndo a presenca de estaminédios e os diferentes tipos de frutos que
podem ser secos ou carnosos, deiscentes ou nao (Notis 2004, Wurdack & Davis 2009,
Ruhfel et al. 2011).

Muitos dos representantes de Calophyllaceae sdo economicamente importantes
como Mammea americana L., cujo fruto € comestivel e consumido no Caribe (Notis
2004), a madeira de espécies de Calophyllum, Haploclathra e Kayea é utilizada em
construgdes (Stevens 1980, Vasquez 1993), o 6leo de frutos de Calophyllum pode ter
utilidade medicinal ou como combustivel em lamparinas (Stevens 1980). Kielmeyera
coriacea gera um extrato testado para fins medicinais como antidepressivo e antitumoral
entre outras possiveis agdes (Caddah et al. 2012), Calophyllum brasiliense Cambess.
também apresenta um extrato em fase de teste para atividade antitumoral (Mesquita et al.
2009) e C. lanigerum Miq. Tem sido testado no tratamento da AIDS (Greer 2001).

1.2. Histérico do género (modificado de Saddi 1982)

Um grupo de plantas foi classificado como pertencente a familia Bonnetiaceae e
agrupado no género Kielmeyera por Martius e Zuccarini, em 1825, na obra “Flora
Botanische Zeitung” em homenagem a C. F. de Kielmeyer, conselheiro de estado e
patrono da botanica. Curtas descricdes e diagnoses foram apresentadas para as
espécies: K. rosea, K. petiolaris, K. coriacea, K. variabilis e K. corymbosa. As ilustragdes

foram indicadas, mas ndo fornecidas.
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Em 1826, Martius forneceu descricdes mais detalhadas e ilustracoes das espécies
mencionadas na obra “Nova Genera et Species Plantarum”, porém estas estavam agora
incluidas na familia Ternstroemiaceae.

E importante mencionar que, em 1825, Vellozo descreveu o género Martinieria na
obra “Flora Fluminensis” publicada em 1825, mas o texto foi disponibilizado apenas em
1829 e as ilustragbes em 1831. Por isso, esse género ndo tem prioridade sobre
Kielmeyera e a espécie Martinieria arborea Vell. foi considerada por Saddi um sinénimo
de Kielmeyera coriacea.

Em 1827, todas as espécies do género Kielmeyera foram transferidas para o
género Bonnetia por Sprengel. No ano seguinte A. Saint-Hilaire descreveu K. speciosa na
familia Ternstroemiaceae, com duas variedades: major e minor.

O primeiro grande trabalho considerando o género  Kielmeyera
(Ternstroemiaceae) foi realizado por Cambessédes em 1828, o qual publicou na “Flora
Brasiliae meridionalis” as novas espécies: K. falcata, K. rubriflora, K. neriifolia, K.
hemifusa, K. tomentosa e K. excelsa. Além disto, foi proposta a variedade pauciflora (néo
reconhecida por Saddi) para K. corymbosa.

Em 1830, Pohl descreveu novas espécies no género: K. angustifolia, K. oblonga,
K. pumila e K. microphylla. E na mesma década, Spach (1835) revisou a maioria das
espécies pertencentes ao género Kielmeyera.

Em 1842, Casaretto propés K. membranacea. Choisy, em 1855, listou a maioria
das espécies pertencentes ao género e propds K. argentea e K. rugosa.

A primeira revisdo do género foi realizada por Wawra (1886) no tratamento das
Ternstroemiaceae para a “Flora brasiliensis”. O autor reconheceu 17 espécies (incluindo
K. gracilis) arranjadas em quatro se¢bes. Também sugeriu variedades, sendo parte delas
propostas informalmente. Wawra utilizou a presenca de tricomas no ovario e no perianto
para a criacdo das segoes: Rosae, Corymbosae, Coriaceae e Petiolares. E para K.
coriacea, pela primeira vez, foram reconhecidas variedades: var. “typica’ (= var.
coriacea); var. a. oblonga, baseada em K. oblonga Pohl, uma espécie com flores rdseas;
e var. B. grandiflora, proposta sobre o nome K. grandiflora, supostamente sugerido por
Saint-Hilaire a uma coleta de Pohl (Pohl 110, in schaed: W).

Em 1888, Engler transferiu o género Kielmeyera para a familia Guttiferae, com a
proposi¢ao da subfamilia Kielmeyeroideae e da tribo Kielmeyerae.

Em 1895, Moore descreveu K. amplexicaulis (MT) em Ternstroemiaceae.
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Rusby propbs a primeira espécie de Kielmeyera fora do Brasil: K. paniculata (da
Bolivia) e Chodat e Hassler reportaram a ocorréncia do género no Paraguai e
propuseram K. coriacea var. brevisepala.

Em 1905, Glaziou apresentou uma lista das espécies de Kielmeyera coletadas no
Brasil central. A variedade nervosa de K. coriacea nao teve descrigdo (nom. nud.).

A revisdao mais recente foi realizada por Saddi (1982) e reconheceu 47 espécies

para o género.

1.3. Situagao atual do género

Atualmente o género Kielmeyera Mart. & Zucc. pertence a familia Calophyllaceae
e compreende cerca de 47 espécies distribuidas principalmente no Brasil, em regides de
baixa altitude (Saddi 1982, Stevens 2001 em diante). O género distingue-se pelas folhas
alternas e pelos frutos capsulares lenhosos, 3-valvares, com numerosas sementes aladas
(Bittrich 2003, Stevens 2001 em diante). Ele é considerado grupo irmao do clado Caraipa
+ Haploclathra (Notis 2004), géneros que ocorrem na regido amazonica e nas Guianas
(Kubitzki & Holst 1998, Ruhfel et al. 2011).

Pertencem ao género Kielmeyera arvores, geralmente baixas, arvoretas, arbustos
ou subarbustos, ramificados ou nao; xilopddio e tricomas (simples ou ramificados) podem
ser presentes ou ausentes. Sdo plantas hermafroditas ou raramente andromonoicas, que
apresentam estruturas secretoras (tanto canais de latex como glandulas) de origem
esquizogénica. As folhas dispdem-se de maneira espiralada, variam de cartaceas a
coriaceas, tém venacao reticulada, sendo as nervuras secundarias comumente distantes
entre si. Apresentam inflorescéncias terminais cimosas ou racemosas, com numero de
flores variando de trés a muitas, podendo mais raramente ocorrer flores solitarias. As
flores geralmente sdo bissexuais (raramente flores masculinas na mesma planta), com
perianto pentdmero e de coloragao branca, résea ou arroxeada. A prefloragdo do calice é
quincuncial e da corola imbricada contorta, com pétalas geralmente assimétricas.
Apresentam estames numerosos, com anteras tendo de 1 a 2,5mm de comprimento,
loceladas ou nédo, frequentemente apresentam glandulas caracteristicas no apice das
anteras; a liberacdo de pdélen pode ocorrer em tétrades. O ovario é 3-carpelar, com
numerosos o6vulos por léculo, pode apresentar ou ndo indumento; o estigma é expandido.
Os frutos sao capsulas septicidas, com muitas sementes aladas (Bittrich 2003, Stevens

2007).
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2. Historico de Kielmeyera coriacea Mart. & Zucc.

2.1. “Linha do tempo”

Esta breve linha do tempo tem o intuito de apresentar as principais descrigoes de
taxons que foram, em algum momento, relacionados a Kielmeyera coriacea. Deste modo,
somente espécies atualmente sinonimizadas foram mencionadas; o restante encontra-se

no item 1.2.

1825 — Descrigdo da espécie na obra “Flora Botanische Zeitung” por Martius e Zuccarini,
porém com poucas informacdes e a obra é de dificil acesso devido ao idioma (alemao).
1826 — Descricdo mais detalhada e com ilustragcbes em “Nova Genera et Species
Plantarum”.

1828 — Publicacao das espécies K. falcata e K tomentosa por Cambessédes na “Flora
Brasiliae meridionalis”.

1830 — Pohl: descreve K. oblonga e K. microphylla.

1886 — Wawra cria as segdes Roseae, Corymbosae, Coriaceae e Petiolares e reconhece
trés variedades para K. coriacea: var. “typica” (= var. coriacea), var. a. oblonga (baseada
em K. oblonga Pohl, uma espécie com flores réseas) e var. 8. grandiflora (proposta sobre
o nome K. grandiflora, supostamente sugerido por Saint-Hilaire a uma coleta de Pohl
(Pohl 110, in schaed: W)).

1895 — Chodat e Hassler reportam a ocorréncia do género no Paraguai e propde K.
coriacea var. brevisepala.

1905 - Glaziou lista as espécies de Kielmeyera coletadas no Brasil central. A variedade
nervosa de K. coriacea nao teve descri¢ao.

1982 — Saddi revisa o género Kielmeyera e propoe 2 subespécies e 7 variedades para K.
coriacea, além de sinonimizacgdes. Estas alteragbes serao tratadas posteriormente.

2009 — Caddah iniciou estudos anatémicos e populacionais no “complexo K. coriacea”,
fornecendo indicios de problemas na atual circunscricido dos taxons pertencentes ao

complexo.
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2.2. O trabalho de Saddi (1982), as inUmeras variedades e a “criacdo de um complexo”

A revisdo mais recente para o género foi realizada por Saddi (1982), baseada
principalmente em caracteres morfologicos. A partir de seus estudos, ele descreveu
diversas espécies novas e propds novas classificagdes infragenéricas e infraespecificas
(1984a, 1984b, 1984c, 1984d, 1984e, 1984f, 1986, 1987a, 1987b).

Saddi (1982) dividiu a secao Coriaceae em trés séries, sendo a série Coriaceae
distinta das demais pelas folhas coriaceas, com base da nervura central expandida e
nervura central proeminente na face abaxial, pelo habito arbdreo/arbustivo, caule
fortemente suberoso e xilopédio ausente.

Apenas duas espécies (com a sinonimizagado de varias espécies em K. coriacea)
foram incluidas nesta série: K. coriacea (incluiu K. microphylla, K. tomentosa, K. falcata e
K. oblonga como sinénimos) e K. grandiflora, novo status para K. coriacea var. 8
grandiflora Wawra. Ao elevar a variedade grandiflora de Wawra ao nivel especifico, Saddi
(1982) menciona que Kielmeyera grandiflora seria distinta de K. coriacea pela venagao
foliar com as nervuras secundarias uniformemente paralelas (sem reticulagdes) e
proximas entre si (a distancia entre as nervuras secundarias seria menor que 3mm) e nao
arqueando na margem ou apenas indistintamente.

Segundo Caddah (2009) a aparéncia da maior densidade das nervuras
secundarias em K. grandiflora deve-se ao desenvolvimento mais forte de nervuras
intersecundarias e o padrdo de nervacdo lateral nem sempre serve como carater
distintivo entre as duas espécies. Em material herborizado, a autora considerou a
distingdo entre essas duas espécies muito dificil e observou que a cor da flor também néo
se preserva. Os demais caracteres morfologicos avaliados por Caddah (2009)
apresentam estados intermediarios, possivelmente devido a possibilidade de introgressao
entre as duas espécies. Assim, ndo se admira que o proprio Saddi tenha identificado
espécimes incorretamente e, aparentemente, muitas vezes desistiu de identificar
espécimes depositados nos herbarios que visitou.

Saddi inclui ainda em K. coriacea o sinbnimo Martinieria arborea de Vellozo (data
efetiva de publicacao é 1829), cujo tipo é representado apenas por uma ilustracdo da
Flora fluminensis (Vellozo 1829). No entanto, nem a prancha nem a breve descricdo da
espécie deixam claro se a planta se trataria de K. coriacea ou K. grandiflora. Kielmeyera
hemifusa, que havia sido incluida na se¢éo Coriaceae por Wawra, foi incluida por Saddi

também na seg¢ao Coriaceae, mas na série Corymbosae (Wawra) Saddi.
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Para a espécie K. coriacea, Saddi reconheceu sete variedades distribuidas entre
duas subespécies: K. coriacea subsp. coriacea, com quatro variedades, e K. coriacea
subsp. tomentosa (antiga K. tomentosa Cambess.), com trés variedades (ver adiante).

Em uma investigagédo de quatro populagbes do estado de Sao Paulo pertencentes
ao complexo K. coriacea Caddah (2009) relatou a dificuldade do uso de categorias
infraespecificas, mencionando como sendo raro o reconhecimento de duas diferentes
categorias infraespecificas para a mesma espécie. Na divisdo proposta por Saddi (em
sua tese de 1982 e na publicacdo valida dos nomes), o autor considerou as subespécies
como populagdes atribuidas a uma espécie, capazes de serem distintas por um conjunto
de caracteres morfoldgicos e distribuicdo geografica desigual ou apenas parcialmente
sobreposta. Ja as variedades seriam reconhecidas por diferengas morfolégicas pequenas
em caracteres muitas vezes continuos, com as respectivas populagdes sendo muitas
vezes simpatricas.

E notavel Saddi (1982) ter incluido K. tomentosa como uma subespécie de K.
coriacea, uma vez que esses taxons diferem em diversos caracteres descontinuos (ver
abaixo). As variedades que Saddi atribuiu a essas duas subespécies, por outro lado, sao
reconhecidas frequentemente com base em caracteres quantitativos, possivelmente
continuos e de interpretagéo subjetiva (p.ex., folhas tomentosas x folhas tomentulosas a
esparsamente pilosas; nervuras pouco visiveis x nervuras fortemente visiveis, etc.), além
de tamanho e forma das folhas e do nimero de flores na inflorescéncia e comprimento do
pedunculo. Como Saddi (1982) refere, para diversas variedades, um numero muito
restrito de espécimes, pode ser que a analise de um numero maior de exemplares revele
que esses caracteres sao de fato continuos e nao justificariam o reconhecimento de
todas essas categorias infraespecificas espécie.

Kielmeyera coriacea subsp. coriacea senso Saddi é caracterizada pelas folhas
glabras e pelas nervuras secundarias sutis, €, como mencionado acima, é constituida por
quatro variedades distintas entre si por tamanho e forma das folhas e das inflorescéncias
e pela presenca ou auséncia de indumento no pedicelo das flores: K. coriacea subsp.
coriacea var. coriacea (inclui K. oblonga Pohl, K. coriacea var. a oblonga Wawra e K.
coriacea Cambess.), K. coriacea subsp. coriacea var. microphylla (Pohl) Saddi (antiga K.
microphylla Pohl), K. coriacea subsp. coriacea var. guianensis Saddi e K. coriacea subsp.
coriacea var. glabripes Saddi.

Ja Kielmeyera coriacea subsp. tomentosa (Cambess.) Saddi é caracterizada por

folhas com indumento e nervuras secundarias proeminentes. Esta subespécie inclui trés
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variedades: K. coriacea subsp. tomentosa var. tomentosa; K. coriacea subsp. fomentosa
var. intermedia Saddi; e K. coriacea subsp. tomentosa var. pseudotomentosa Saddi,
distintas pelo tamanho do peciolo, pelo grau de proeminéncia das nervuras e pela
densidade de tricomas nas folhas.

Saddi (1986) admite, no entanto, que algumas de suas variedades poderiam vir a
assumir o status de espécie por meio de estudos mais aprofundados. Mas fica pouco
claro porque ele teria reduzido a espécie K. tomentosa ao nivel de subespécie de K.
coriacea. Para justificar essa inclusdao, Saddi (1982, p. 169) menciona que, além do
indumento, nao teria encontrado nenhum outro carater estavel para justificar a
independéncia (quer dizer, o status de espécie) de K. tomentosa.

Por outro lado, o préprio autor menciona que K. tomentosa “is usually evergreen
and showing branches usually thin and not suberized”. Além disso, Cambessédes (1828),
na descricdo original de K. tomentosa, descreveu que no estilete ha tricomas, que sao
claramente ilustrados. A presenga de tricomas no estilete € um carater muito incomum
em todo o subgénero Dendrodoxa e Saddi simplesmente nao menciona esse carater.

Colegdes de herbario vistas por Saddi e observagdes de especialistas (Bittrich,
2003; Oliveira & Sazima, 1990) indicaram problemas na classificagdo proposta para o
complexo K. coriacea, incluindo identificagdes duvidosas do proprio Saddi.

Visando permitir um melhor entendimento a respeito das alteragdes da
circunscricdo das espécies presentes no complexo K. coriacea sao apresentadas
traducbes de descri¢gdes originais e dos principais trabalhos para o grupo em Anexo 1.

Abaixo encontra-se a atual circunscri¢ao, apresentada por Saddi (1982).

Descricoes apresentadas por Saddi

Secao Coriaceae Wawra emend. Saddi

Sin.: Sect. Coriaceae Wawra in Mart., Fl. Bras. 12(1):301 (1886); Engler in Engler &
Prantl, Naturl. Pflanzenfam. Ed. 1. 3(6):206 (1895).

Sect. Corymbosae Wawra in Mart., Fl. Bras. 12(1):297 *1886); Engler in Engler & Prantl,
Naturl. Pflanzenfam. Ed. 1. 3(6):206 (1895).

Arvores ou arbustos, as vezes subarbustos eretos ou raramente prostrados. Folhas
sésseis a distintamente pecioladas. Sépalas iguais a desiguais, margem coriacea.

Anteras linear-retangulares, alongadas, base lobada a sublobada, apice recurvado a sub-
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recurvado, loceladas e com conectivo ndo dorsalmente proeminente; glandula dorso-
apical distinta ou raramente minuta, globoide ou raramente pontuada. Estigma clavado.
Espécie tipo: K. coriacea.

Distribuicdo: Brasil, Paraguai e Bolivia, com 12 espécies predominantemente de cerrado.

Série Coriaceae (Wawra) Saddi
Sin.: Sect. Coriaceae Wawra in Mart., Fl. Bras. 12(1):301 (1886); Engler in Engler &
Prantl, Naturl. Pflanzenfam. 3(6):206 (1895).

Arbustos ou arvores, suberosos e sem xilopddio. Folhas geralmente escorbiculadas
acima, coriaceas; nervura central expandida e com (2)3 mm de largura na base. Anteras
alongadas, ao menos trés vezes mais longas que largas.

Espécie tipo: K. coriacea.

Distribuicdo: Brasil e Paraguai.

K. coriacea Mart. & Zucc. Flora (Regensb.) 1(2):30 (1825); Mart., Nov. Gen. Sp. PI. 1:112.
Tab. 70 (1826); Cambess. in St.-Hil. Fl. Bras. Mer. 1:305 (1828); Pohl, PI. Bras. 2:50
(1830); Don, Gen. Hist. 1:571 (1831); Wawra in Mart., Fl. Bras. 12(1):301 (1886).

Sin.: Martinieria arborea Vell. Fl. Flum. 233 (1825); Vell. op cit. 5: tab. 114 (1831); Vell. in
Netto-Lad., Arg. Mus. Nac. Rio de Janeiro 5:219 (1881). Velloso s.n. (n.v.).

Bonnetia coriacea Sprengel, Syst. Veg. 4(2):207 (1827).

K. falcata Cambess. in St.-Hil. Fl. Bras. Mer. 1:305 (1828); Don, Gen. Hist. 1:571 (1831);
Wawra in Mart., Fl. Bras. 12(1):301 (1886). Saint-Hilaire 1001.b.

[K. carnea Cambess. in Cambess., Mém. Hist. Nat. (Paris) 16:413 (1828a), n. nud.]

K. tomentosa Cambess. in St. Hil. FI. Bras. Mer. 1:308. Tab. 61 (1828); Don, Gen. Hist.
1:571 (1831); Spach, Hist. Veg. 4:73 (1835); Wawra in Mart., Fl. Bras. 12(1):303 (1886).
Saint-Hilaire s.n., Bosa.

K. oblonga Pohl, PI. Bras. 2:47. Tab. 130 (1830). Pohl 1006.

K. microphylla Pohl, Pl. Bras. 2:49. Tab. 132 (1830); Géel, Sert. Bot. 3:13 (1832);
Reichenbach, Fl. Exot. 5:43 (1835); Wawra in Mart., Fl. Bras. 12(1):302 (1886). Ponhl
1025.

K. coriacea Mart. var. a oblonga (Pohl) Wawra in Mart., Fl. Bras. 12(1):302 (1886).

K. coriacea Mart. var. brevisepala Chodat & Hassler, Bull. Herb. Boiss. 3(12):1125 (1903).

Hassler 5404; 8088.
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[K. coriacea Mart. var. nervosa Glaz., Bull. Soc. Bot. Fr. 52(3):43 (1905), nom. nud.
Glaziou 20701]

[K. racemosa Mart. Martius s.n., in schaed]

Arbustos ou arvores, nao frequentemente subarbustos; caule (1-)2-8(-10) m, 5-25 cm de
didmetro, com a casca fortemente suberizada, descamando em placas grossas,
irregulares e rachadas. Ramos (5-)10-15(-20) mm de didametro, glabros, com fissuras ou
“rugas” longitudinais, com cicatrizes, cinza claro a escuro; casca muito suberizada, inteira
ou descamante em escamas membranaceas ou em tiras estreitas e curtas. Ramificagdes
(branchlets) (3-)5-7(-10) mm de didmetro, glabras ou com tricomas esparsos no apice,
finamente sulcadas ou enrugadas longitudinalmente, marrom-claras a amareladas; casca
nao suberizada, inteira ou descamante em peliculas finas e pequenas. Folhas (5-)6-20(-
35) x (2-)3-10(-15) cm, elipticas a eliptico-obovadas ou oblongas e oblongo-obovadas a
estreitamente oblongo-lanceoladas, glabras ou com indumento, subcoriaceas a
rigidamente coriaceas, raro membranaceas, superficie lisa a rugosa, marrom-claras a
escuras ou esverdeadas em ambas as faces (quase concolores, mas mais claras na face
abaxial), base cuneada a atenuada, apice circular a obtuso, retuso a, as vezes,
subapiculado; nervura central (2-)3-5(-10) mm de largura na base, glabra ou
indumentada, proeminente; as outras nervuras podem ser indistintas, pouco ou muito
visiveis, finas ou espessas e de nao proeminentes a claramente salientes em ambas as
superficies, nervuras secundarias (3-)4-8(-12) mm distantes entre si, as terciarias e
quaternarias sao sub-reticuladas a densamente reticuladas; peciolo ausente ou base
foliar curtamente decorrente e com até 3(4) mm de comprimento (raramente o peciolo
pode alcangar 25 mm de comprimento). Inflorescéncia: racemo paucifloro e circundado
por folhas apicais ou, as vezes, cimeiras 3-floras, corimbosas e basicamente agregadas
em uma panicula; pedunculo (4-)5-13(-22) cm, glabro a tomentuloso, indistinto das
ramificacbes na regiao de transicao; pedicelos 1-3 cm de comprimento, tomentosos, as
vezes tomentulosos ou glabros; bracteas inferiores 20-70 x 5-15(-25) mm; bracteas
superiores 8-25(-30) x 2-4(-6) mm oblongo-, ovado- ou raramente linear-lanceoladas,
glabras ou indumentadas; bractéolas 5-7 x 2-3 mm, ovado-oblongas a ovado-
lanceoladas, tomentosas. Flores brancas ou rosas. Sépalas (3-)4-7(-13) x (2-)3-6(-7) mm,
ovadas a ovado-oblongas ou ovado-lanceoladas, tomentosas ou glabras, ciliadas, base
obtusa e apice obtuso ou subagudo. Pétalas (20-)25-30(-35) x 10-15(-20) mm,

tomentosas, ciliadas, eretas ou reflexas. Anteras 1,5-3,5 x 0,5-1,75 mm, glandulas
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distintas, globuloidais. Lobos do estigma 1-canaliculados. Capsula 4-8(-13) cm de
comprimento (imatura); sementes 40-60 x 10-15 mm, embrido com cerca de 20 x 15 mm.
Tipo: lter brasiliense, Martius s.n. (lectétipo: M).

Nomes populares: banana-de-macaco, bastdo-de-deus, bastdo-de-menino-deus, bate-
caixa, boi-manso, breu, corticeira, gordinha, malva-do-campo, pau-de-sangue, pau-santo,
pau-santo-branco, pau-de-sédo-josé, pau-terra-do-cerrado e saco-de-boi. O mais comum é
pau-santo.

Fenologia: ao longo do ano, exceto julho; geralmente inicio em agosto com pico entre
novembro e dezembro.

Distribuicao: Brasil (MG, SP, GO, DF, MT, MS, BA, PR, PA, AM) e Paraguai (Amambay e

Alto Parana).

K. coriacea Mart. & Zucc. subsp. coriacea Saddi

Ramificacbes glabras, as vezes hirtelas no apice. Superficie foliar lisa, as vezes
levemente rugosa na face superior; nervuras imperceptiveis a levemente proeminentes

na face abaxial. Sépalas geralmente com até 13 x 7 mm.

K. coriacea Mart. & Zucc. (coriacea) var. coriacea Saddi

Folhas (-9)10-20(-27-35) x (3-)4-12(-15) cm, com forma muito variavel, incluindo de
oblonga a eliptica ou eliptico-obovada; nervura central (2-)3-6(-8) mm de largura na base;
nervuras secundarias (3)4-8(-10) mm distantes entre si. Inflorescéncia: racemo simples
ou as vezes 2-floro; pedunculo (5-)7-10(-13) cm de comprimento; pedicelos com tricomas.
Sépalas e pétalas tomentosas, com as sépalas (3-)4-7(-12) x 3-6(-7) mm e com forma
muito variada. Nota: folhas oblongas sdo frequente e exclusivamente encontradas em
espécimes do Parana.

Floragdo: a mesma da espécie.

Distribuicao: a mesma da espécie.

K. coriacea Mart. (coriacea) var. guianensis Saddi

Folhas 12-21(-25) x (4-)5-8(-9) cm, eliptica a obovada-eliptica; nervura central 4-6 mm de
largura na base; nervuras secundarias (4-)5-8(-10) mm distantes entre si. Inflorescéncia
cimeira 3-flora agregada e panicula; pedunculo 15-22 cm de comprimento; pedicelos

tomentosos. Sépalas e pétalas tomentosas, com as sépalas 4-6 x 3-5 mm.
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Florac&do: novembro-dezembro.
Distribuicao: MG, MT, MS.

K. coriacea Mart. (coriacea) var. glabripes Saddi

Folhas (10-)12-20(-23) x 4,5-7,5 cm, elipticas a obovado-elipticas; nervura central 4-7 mm
de largura na base; nervuras secundarias (4-)5-8(-10) mm distantes entre si.
Inflorescéncia: racemo simples ou subsimples; pedunculo 7-9 cm de comprimento;
pedicelos glabros. Sépalas 4-8 (-10) x 3-6 (-7) mm, glabras ou com tricomas esparsos no
apice. Pétalas tomentosas.

Florac&o: setembro-dezembro.

Distribuigéo: MG, MT, GO, DF, SP.

K. coriacea Mart. (coriacea) var. microphylla (Pohl) Saddi

Sin.: K. microphylla (Pohl)

Folhas (5-)6-8(-9) x 1,5-2 cm, estreitamente oblongas a oblongo-lanceoladas; nervura
central com 1-2 mm de largura na base; nervuras secundarias 3-4(5) mm distantes entre
si. Inflorescéncia: racemo simples ou subsimples; pedunculo 3-7 cm de comprimento;
pedicelos tomentosos. Sépalas e pétalas tomentosas, sépalas com 3-5 x 2-3 mm. Nota:
variedade com as menores pétalas (2 cm).

Floragdo novembro-janeiro.

Distribuicao: PR e GO.

K. coriacea Mart. subsp. tomentosa (Cambess.) Saddi

Sin.: K. tomentosa Cambess.

Ramificacbes com tricomas ou as vezes glabras. Superficie foliar rugosa, as vezes
levemente rugosa ou lisa na face adaxial; nervuras fortemente proeminentes a nao
proeminentes na face inferior. Sépalas geralmente com até 7 x 5 mm. Notas: os taxons
pertencentes a essa subespécie tém folhas elipticas a eliptico-obovadas ou oblongas;
nervura central com (3-)4-6 mm de largura na base; nervuras secundarias (3-)4-10(-12)
mm distantes entre si; inflorescéncia: racemo; pedunculo 5-10(-12) cm de comprimento.
Distribuicdo: MG, GO, DF, MT, (BA).

K. coriacea Mart. (tomentosa) var. tomentosa (Cambess.) Saddi

Sin.: K. tomentosa Cambess.
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Folhas (7-9-)10-20(-23) x (3-4-)5-9 cm, com tricomas esparsos ou, as vezes, glabras na
face adaxial, densamente tomentosa e muito rugosa na face abaxial; nervuras visiveis e
muito proeminentes na superficie inferior. Pedicelos e sépalas tomentosos.

Floragao: setembro-dezembro (margo)

Distribuicao: MG, MT, DF.

K. coriacea Mart. (tomentosa) var. intermedia Saddi

Sin.: [K. coriacea Mart. var. nervosa Glaz., nom. nud]

Folhas (8-)10-20(-23) x (3-)4-10(12) cm, tomentulosas ou com tricomas esparsos em
ambas as superficies, as vezes glabra na face adaxial, levemente rugosa na abaxial;
nervuras pouco visiveis e pouco ou nao salientes na superficie inferior. Pedicelos e
sépalas tomentulosos, podendo ter os pedicelos glabros.

Florac&o: setembro-novembro.

Distribuigéo: MG, GO, DF, (BA).

K. coriacea Mart. (fomentosa) var. pseudotomentosa Saddi

Folhas 15-24(-27) x (6)7-11(-14,5) cm, tomentulosas ou com tricomas esparsos em
ambas as superficies, as vezes glabra na face adaxial, muito rugosa na abaxial; nervuras
visiveis e muito proeminentes na superficie inferior. Pedicelos e sépalas com tricomas,
podendo ter os pedicelos glabros.

Floracédo: novembro-dezembro.

Distribuicdo: MT.

K. grandiflora (Wawra) Saddi

Sin.: K. coriacea Mart. var. 8 grandiflora Wawra in Mart. Fl. Bras. 12(1):302. Tab. 59. Fig.
[l (1886). Pohl 110.

[K. grandiflora St.-Hilaire. Pohl 110, in schaed.]

Arbustos ou arvores; caule 3-6 m, 10-20 cm de didmetro, casca muito suberizada,
irregular e profundamente rachada, descamando em placas espessas. Ramos (15-)20-
30(-35) mm de diametro, glabros, com fissuras e rugas longitudinais, com cicatrizes,
acinzentados ou cinza amarronzados; casca espessa, inteira ou descamando em tiras
finas. Ramificagdes 5-10 mm de didmetro, glabras, cilindricas, sulcadas, marrom claras;

casca geralmente ndo suberizada, inteira ou descamando em pequenas peliculas. Folhas
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10-20(-27) x (4-)5-10(-15) cm, elipticas a eliptico- ou oblongo-obovadas, as vezes
obovado-suborbicular, glabras, subcoriaceas ou coriaceas, superficie lisa ou levemente
rugosa e marrom-amarelada a esverdeada em ambas as superficies (geralmente
concolores), base atenuada, apice obtuso a arredondado e as vezes retuso; nervura
central 7-10 mm de largura na base, glabra, saliente; as outras nervuras sdo paralelas,
finas e variam de ndo a levemente proeminentes em ambas as superficies, nervuras
secundarias 1-2(3) mm distantes entre si, pouco visiveis a indistintas e nervuras terciarias
e quaternarias imperceptiveis em ambas as faces; peciolo ausente ou formado pela base
foliar levemente decorrente, 2-8(-10) mm de comprimento. Inflorescéncia: cimeiras 3-
floras agregadas em panicula, mais ou menos corimbosa, circundada por folhas apicais;
pedunculo (5-)7-10(-15) cm de comprimento, glabros, distinto na regido de transicado com
as ramificagdes, amarronzado a marrom amarelado; pedicelos 10-15(-20) cm de
comprimento (provavelmente o autor se enganou), glabros; bracteas inferiores 15-60 x
(3)5-25 mm, com formas similares as das folhas vegetativas, as vezes obovado- a
oblongo-lanceoladas; bracteas superiores (4)5-20 x 2-4(5) mm, oblongo- a ovado-
lanceoladas, glabras. Flores brancas. Sépalas (6)7-10(-13) x (4)5-7(8) mm ovado-
oblongas a ovado-elipticas, tomentosas ou glabras, ciliadas ou ndo, com base obtusa,
apice estreitamente obtuso a agudo ou subagudo. Pétalas 25-30 x 15-20 mm,
tomentulosas ou glabras, ciliadas ou néo, eretas ou reflexas. Anteras 1,5-3,5 x 0,5-0,75
mm, com glandulas distintas, globoides. Lobos do estigma 1-canaliculados. Capsula com
cerca de 16 cm de comprimento (imatura); sementes 40-70 x 15-20 mm, embrido 20 x 15
mm

Nome popular: gordinha

Floragao: (junho-agosto) setembro (outubro).

Distribuicdo: MT, MG, RO, GO, (SP).

Ao analisar as descri¢cdes apresentadas em Anexo 1 e acima, € possivel perceber
que a circunscricao de K. coriacea é controversa ha muito tempo. A ultima alteracédo na
classificacdo da espécie, realizada por Saddi (1982), tornou a identificacao de espécimes
um trabalho quase impossivel de ser realizado até mesmo por um especialista.

Considerando o a necessidade de identificacdo correta de K. coriacea, uma vez
que esta é uma espécie frequente no cerrado e, assim, nas listas e levantamentos
realizados neste bioma e as duvidas geradas pelo trabalho de Caddah (2009) com

relacdo as categorias infraespecificas de K. coriacea, o presente estudo objetivou
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complementar os trabalhos iniciados por Caddah, através da verificagdo da utilidade e da
validade das categorias infraespecificas criadas por Saddi. Para tal, além da taxonomia
classica, apresentada neste capitulo, foram utilizadas a anatomia e a genética (ver

capitulos 2 e 3).

MATERIAL E METODOS

O estudo baseou-se na leitura da maior quantidade possivel de descricdes das
espécies relacionadas ao “complexo Kielmeyera coriacea” (incluiu a descrigao original da
espécie e obras que descreveram tanto K. coriacea quanto espécies que posteriormente
foram sinonimizadas — apresentadas em Anexo 1), visita a herbarios e analise de

colecgdes disponiveis na internet e viagens de coleta.

Trabalho de campo

Ao todo foram realizadas oito viagens de campo, buscando abranger grande parte
da area de ocorréncia da espécie e sua diversidade morfologica. Os trajetos foram
elaborados com base em localidades mencionadas em exsicatas, na relacdo de
ocorréncia das espécies apresentada no trabalho de Saddi (1982) e em trajetos de
pesquisadores antigos (por ex. “caminho real’ para MG).

A seguir encontra-se uma lista com breve descricdo das viagens de campo
(listagem dos herbarios visitados e localidades exatas das populagbes e do material
botanico coletados serao fornecidos nas Tabelas 1 e 2 e algumas das localidades
representadas na Figura 1):

12 — Distrito Federal (05/2009)

Marcacao de trés populagcdes de Kielmeyera coriacea e uma de Kielmeyera
grandiflora (nao houve escolha anterior da localidade exata das populagdes; elas foram
marcadas conforme foram encontrados grupos de no minimo 30 individuos). Visita aos
herbarios do DF e de GO. Coleta de material botanico.

22 — Minas Gerais (10/2009)

Marcacao de trés populagdes de K. grandiflora e duas de K. coriacea. Visita ao
herbario BHCB. O roteiro seguido no trajeto ao longo das cidades histéricas foi até
Diamantina e buscou refazer o caminho real (usando estradas de terra quando
necessario). Coleta de material botanico.

32 — Mato Grosso (12/2009)
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Marcagéo de duas populagbes de K. coriacea a duas de K. grandiflora (Unica
situagcdo em que foi possivel marcar populagdes simpatricas das duas espécies). Visita
ao herbario UFMT. E importante citar que um dos pontos de coleta foi exatamente o
mesmo mencionado por Saddi para uma das variedades (1982). Coleta de material
botanico.

42 — Bahia (01/2010)

Marcacdo de quatro populagdes de K. coriacea ao longo do trajeto Barreiras-
Salvador. Visita aos herbarios localizados em Salvador e Feira de Santana. Coleta de
material botanico.

52 — Goias (01/2010)

Marcacao de cinco populagées, sendo trés de K. coriacea e duas de K. grandiflora
ao longo do trajeto Catalao-Alto Paraiso de Goias. Visita ao herbario HUFU. Coleta de
material botanico.

62 — Diamantina (10/2010)

Vista ao herbario DIA. Viagem para realizacdo de observagbes de campo de
possivel K. microphylla Pohl encontrada com elevada frequéncia na regidao na coleta
realizada anteriormente pelo estado de Minas Gerais. Coleta de material botanico.

72 — Sao Paulo (10/2010)

Marcagao de uma populagéo de K. grandiflora (a unica coletada com flores desta
espécie). Coleta de material botanico.
82- Tocantins (12/2010)

Marcacdo de quatro populacbes de K. coriacea . Estado de grande importancia
por apresentar plantas com morfologia um pouco diferente e possuir pouquissimo

material em coleg¢des botanicas. Coleta de material botanico.
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Tabela 1: Locais de coletas das populagdes e respectiva identificagdo conforme Saddi (1982).

Populagdo Estado

Localidade

Identificacao

Entre Araguari e Cataldo. BR-050 km 33 (S

Populacao possivelmente mista de K. coriacea

1 DF 18.40536; W 48.10440). subsp. coriacea e K. rubriflora
APA Cafuringa - Brasilia (S 15.37152; W

2 DF  47.52243). K. grandiflora
RECOR - IBGE - Brasilia (S 15. 57400; W 47.

3 DF  53170). K. coriacea subsp. tomentosa
RECOR - IBGE - Brasilia (S 15. 57400; W 47.

4 DF  53170). K. coriacea subsp. coriacea
Terreno no bairro Pqg. Bocaina - Lavras (S

5 MG  21.15525; W 44.59580). K. grandiflora
Proximo a Fazenda Vargem Grande - Estrada
Lavras- Sdo Jodo del Rei (S 21.17540; W

6 MG  44.42475). K. grandiflora
Estrada Sao Jodo del Rei - Lavras. BR-265 km

7 MG 272 (S 21.13322; W 44.22102). K. coriacea subsp. coriacea

8 MG  Biribiri - Diamantina (S 18.13150; W 43.36532). K. grandiflora
Posto Kobu (Rede Brasil) indo para Gouveia.

9 MG  BR-259 (S 18.25590; W 43.43470). K. coriacea subsp. tomentosa
Mata Fria - Chapada dos Guimaraes - Corrego

10 MT  Congonhas (S 15.23031; W 55.50209). K. grandiflora
Entre Salgadeira e Manso. BR km 32 (S

11 MT 15.20362; W 55.55177). K. coriacea subsp. coriacea
Entre Salgadeira e Manso. BR km 32 (S

12 MT  15.20362; W 55.55177). K. grandiflora
Estrada da Guia, km 6-8 (S 15.30486; W

13 MT  56.07263). K. coriacea subsp. coriacea
Serra do Mimo - Barreiras (S 12.09176; W

14 BA  44.57212). K. coriacea subsp. coriacea
Estrada para o povoado Campos de S&o Jodo.

15 BA BR-242 (S 12.26392; W 41.29317). K. coriacea subsp. tomentosa
Estrada do Palmeiral - Sdo Desidério (S

16 BA 12.29078; W 45.01187). K. coriacea subsp. coriacea
BR-242, Barreiras - Feira de Santana (S

17 BA 12.29136; 41.20345). K. coriacea subsp. fomentosa

18 GO BR-050 km 54 (S 16.28246; W 47.48377). K. grandiflora

19 GO  Planaltina (15.35435; W 47.39249). K. coriacea subsp. tomentosa
Em direcéo as cachoeiras do Macacéo e
Macaquinho - Alto Paraiso (S 14.14586; W

20 GO  47.22145). K. coriacea subsp. coriacea
Em direcdo a cachoeira dos Cristais - Alto Populacao hibrida - K. grandiflora x K. coriacea

21 GO Paraiso (S 14.05556; W 47.30063). subsp. tomentosa
Entrada de Alto Paraiso pela estrada que vem

22 GO  de Sao Jorge (S 14.08407; W 47. 31261). K. coriacea subsp. tomentosa

23 TO TO-110 km 75. K. coriacea subsp. coriacea

24 TO TO-110 km 77. K. coriacea subsp. coriacea
A 54 km da entrada de Taguatinga. Rodovia

25 TO  entre Ponte Alta do Bom Jesus e Diandpolis. K. coriacea subsp. coriacea
A 10 km de Ponte Alta do Bom Jesus, entre
Ponte Alta do Bom Jesus e Boa Vista de

26 TO  Belém. K. coriacea subsp. coriacea
Clube Recreativo Campestre - Jd. Guadalajara

27 SP - Sorocaba. K. grandiflora
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Figura 1: Locais de coleta de individuos/populagdes. Distrito Federal: A, Tocantins: B e J, Goias: C, D e E, Minas Gerais: F,
G e Mato Grosso: H., | e K.

Visitas a herbarios e analise de material

As exsicatas foram analisadas a “olho nu” e com o auxilio de microscépio
estereoscopico visando encontrar caracteres que permitam a compreensado do complexo.
A lista de caracteres encontrados sera mencionada nos resultados. As colegcbes dos
herbarios visitados foram fotografadas e identificadas; a identificacdo foi realizada
conforme a circunscricdo de Saddi (1982) devido a nao resolugdo do complexo até
poucos meses antes do fim deste trabalho.

O material botanico coletado foi prensado em campo e mantido em jornal e prensa
até o retorno da viagem. Os espécimes prensados foram mantidos em freezer por um dia
para evitar a perda de folhas e, posteriormente, acondicionados em estufas elétricas
(Departamento de Biologia Vegetal, 1B, Unicamp) a 60°C até a secagem completa (alguns
materiais precisaram de mais de trés dias). Durante a realizagdo do trabalho, este
material foi armazenado na Ala Oeste do Herbario UEC, onde permaneceram até a
montagem das exsicatas e incorporagao a colegéo do Herbario UEC. Infelizmente grande
parte do material herborizado perdeu as folhas, pois as coletas tiveram duracdo média de
cinco dias e neste periodo nao foi possivel ter acesso a um freezer.

Neste material foi incluido o material testemunho de individuos utilizados no

estudo de anatomia estrutural e no de genética de populagdes, assim como
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representantes da diversidade morfologica da espécie coletados nos trajetos percorridos

entre a coleta de uma populagao e outra.

Foram elaboradas descrigdes dos padrbes da morfologia foliar observada para

taxon. Serdo apresentadas na discussdo possiveis altera¢gdes nas categorias (exclusao

de algumas variedades, reconhecimento de espécies).

Tabela 2: Colegdes de herbarios analisadas e fotografadas (em azul as virtuais).

Sigla Instituicao Localidade
Brasil. Distrito Federal.
CEN EMBRAPA Recursos Genéticos e Biotecnologia — CENARGEN BRASILIA.
Brasil. Distrito Federal.
HEPH Jardim Botanico de Brasilia BRASILIA.
Brasil. Distrito Federal.
IBGE RECOR - Reserva Ecolégica do IBGE BRASILIA.
Brasil. Distrito Federal.
uB Universidade de Brasilia BRASILIA.
UFG  Universidade Federal de Goias Brasil. Goias. GOIANIA.
Brasil. Minas Gerais. BELO
BHCH Universidade Federal de Minas Gerais HORIZONTE.
Brasil. Minas Gerais.
HUFU Universidade Federal de Uberlandia UBERLANDIA.
Brasil. Minas Gerais.
HDJF Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri DIAMANTINA
ALCB Universidade Federal da Bahia, Campus Universitario de Ondina Brasil. Bahia. SALVADOR.
HRB IBGE Brasil. Bahia. SALVADOR.
Brasil. Bahia. FEIRA DE
HUFS Universidade Estadual de Feira de Santana SANTANA.
UFMT Universidade Federal de Mato Grosso Brasil. Mato Grosso. CUIABA.
Brasil. Rio de Janeiro. RIO DE
HB Herbarium Bradeanum JANEIRO.
Brasil. Rio de Janeiro. RIO DE
RB Jardim Botéanico do Rio de Janeiro JANEIRO.
UEC Universidade Estadual de Campinas Brasil. Sdo Paulo. CAMPINAS.
Botanischer Garten und Botanisches Museum Berlin-Dahlem,
B Zentraleinrichtung der Freien Universitat Berlin Alemanha. BERLIM.
NY New York Botanical Garden U.S.A. Nova York. BRONX.
K Royal Botanic Gardens U.K. England. KEW.
M Botanische Staatssammlung Miinchen Alemanha. MUNIQUE.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

1 — Consideragdes morfologicas

1.1 — Inflorescéncia

As inflorescéncias em grande parte dos individuos observados de K. coriacea
assemelham-se a um dicasio ou a alguma reducédo desta forma, porém podem ser
encontrados racemos. Ha diferengcas quanto ao grau de proximidade dos botdes florais,
sendo na maioria das vezes as inflorescéncias densas em K. coriacea e laxas e K.

grandiflora. Nesta, as inflorescéncias geralmente sdo racemos.

1.2 — Flor (Figura 2)

Nao foi possivel observar profundamente a estrutura floral, porém poucas
diferengas foram notadas com relagédo ao tamanho e morfologia. Um breve relato sera
apresentado.

As flores podem ser hermafroditas ou masculinas; flores masculinas foram
encontradas com frequéncia maior que a esperada, pois sdo pouco relatadas em
literatura. Quando hermafroditas, geralmente apresentam:

- Sépalas: verdes e menores que as pétalas.

- Pétalas: brancas (na grande maioria dos casos pra K. coriacea) ou rosa (situagao mais
frequente em K. grandiflora), podendo haver mistura das duas cores na mesma
populagdo e no mesmo individuo; apresentam-se abertas ou reflexas, tém laterais
desiguais (0 quanto as laterais das pétalas diferem pode variar); tricomas foram
observados.

- Androceu: estames numerosos, com filetes amarelo-esverdeados e anteras amarelas;
apresentam tamanhos de filete variados o que permite a organizacdo em uma estrutura
semelhante a hemisfera; as glandulas nas anteras, se ocorrerem nas espécies
estudadas, sdo de dificil observacdo (geralmente mais facil em botdo, na antese
produzem 6leo e, assim, murcham).

- Gineceu: ovario com forma ovoide, trés lados e trés sulcos, lembrando a forma do fruto;
o estilete pode apresentar tricomas, mas essa situagcdo € pouco frequente e sera

mencionada posteriormente; estigma expandido, verde, liso, trilobado, umido.
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De maneira geral os botdes florais de K. grandiflora sdo aparentemente maiores
que os de K. coriacea; para a subespécie coriacea foram observados alguns individuos
com botbes de tamanhdo muito reduzido; talvez seja interessante a realizagdo de

estudos morfométricos envolvendo flores, botdes florais e inflorescéncias.

Figura 2: Flores de K. coriacea masculina (esquerda) e hermafrodita (direita).

1.3 — Caule

A forma do caule e de suas ramificagbes podem auxiliar na identificacdo das
espécies quando se trata de K. coriacea e K. grandiflora. Ambas possuem caule bastante
suberizado, descamante em placas, porém em K. grandiflora o didmetro do caule
geralmente é maior e os individuos menores, conferindo o aspecto de uma planta
“atarracada”, troncuda.

Os ramos podem apresentar diferentes formas conforme o tempo de crescimento
dessa parte da planta: se ela apresentou um crescimento muito rapido, eles geralmente
sdo mais finos, menos suberizados e nem sempre € possivel notar diferengas entre um
ramo reprodutivo e um vegetativo; caso o crescimento tenha sido lento, os ramos

vegetativos apresentam-se menos suberizados que o caule, mas mais que 0s ramos
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reprodutivos, sendo evidente na maioria dos casos a regido de transicdo entre ramos
vegetativos e ramos reprodutivos. Com relagdo a transicdo de ramos, K. grandiflora
apresenta um claro afinamento do ramo, quando este se torna reprodutivo e, em geral,
nao ha muitas ramificacdes deste, enquanto K. coriacea apresenta uma transicdo mais
sutil e nem sempre tdo evidente e o ramo reprodutivo muitas vezes ndo se mostra a
continuagdo de um vegetativo, mas uma ramificagcdo lateral deste. Ambas as espécies
apresentam cicatrizes foliares extremamente evidentes.

Quanto a habito e tamanho, K. grandiflora em geral € uma arvoreta, podendo ser
arbustiva ou atingir o porte arbéreo. Grande parte dos individuos observados em campo
apresentou altura entre 1 e 2 m, havendo casos em que ultrapassaram 4 m de altura. Em
K. coriacea , 0 habito apresenta variagbes, sendo arbusto, arvoreta e arvore os mais
frequentes; nesta espécie foi mais comum a ocorréncia de individuos com porte arbéreo,
atingido cerca de 5 m de altura.

Essas caracteristicas auxiliam na identificacao das espécies, porém isoladamente
nem sempre sdo capazes de garantir que a identificacdo seja correta uma vez que ha

sobreposicéo e que os hibridos podem ser mais parecidos com um parental ou outro.

1.4 — Folhas

Neste trabalho, as folhas apresentaram as caracteristicas mais importantes para a
distingdo das espécies. A seguir seguem consideracdes a respeito dos trés principais
padrées encontrados denominados padrédo 1 (K. grandiflora), padrao 2 (K. coriacea
subsp. coriacea) e padrao 3 (correspondente a K. coriacea subsp. tomentosa sensu
Saddi, mas possivelmente K. tomentosa sensu Cambessedes).

A ocorréncia de formas intermediarias provavelmente resulta da grande
plasticidade das espécies, dada a ampla area de ocorréncia, associada a formagao de
hibridos (relatada por Caddah 2009).

- K. grandiflora — Padrao 1 (Figura 3): folhas frequentemente com forma obovada,
podendo ser elipticas, apice obtuso a arredondado ou retuso, base geralmente
decorrente, podendo ser aguda, margem inteira; sdo subcoriaceas, em geral levemente
suculentas, glabras, apresentam coloragdo verde igual em ambas as faces foliares (em
material herborizado podem também apresentar coloragdo amarelada ou amarronzada),
muitas vezes sdo glaucas. As superficies sao lisas ou levemente rugosas. A nervura

principal é levemente saliente a saliente na face abaxial, apresenta coloragdo amarela
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esverdeada e alarga-se do apice para a base; neste padrdo, as nervuras secundarias
possuem muita regularidade em sua distribuigdo, sdo frequentemente paralelas e podem
ser imperceptiveis ou levemente proeminentes. As nervuras intersecundarias geralmente
acompanham as secundarias, formando uma folha com numerosas nervuras finas,
paralelas entre si, extremamente préximas e regularmente distribuidas. E comum que as
nervuras secundarias e terciarias se tornem imperceptiveis (ndo visiveis, nem salientes)

em material herborizado. O peciolo é ausente ou curto e com base foliar decorrente.
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Figura 3: Esquema foliar representando a venagéo foliar tipica de K. grandiflora, padréo 1 (modificada de Manual of leaf
architecture, Wing et al. 1999).

Material examinado: GO: Caldas Novas, P. Gibbs et al. 2852, 09/1X/1976 (UEC 15160);
Chapadao do Céu e Mineiros, M.A. Batalha 2004, 01/1/1998 (UEC 159669); MG:
Capitdlio, L.S. Kinoshita et al. 08-255, 05/X1/2008 (UEC 148961); Diamantina, R.J. Trad
32 & M.F.D.J. Trad, 17/X1/2009 (UEC 159079); Diamantina, R.J. Trad 33 & M.F.D.J.
Trad, 17/X1/2009 (UEC 159081); estrada BH-Serra do Cip6, R.J. Trad 23 & M.F.D.J.
Trad, 16/X1/2009 (UEC 159070); estrada Sao Joao del Rei-Lavras, R.J. Trad 17 &
M.F.D.J. Trad, 15/X1/2009 (UEC 159107); estrada Sao Joao del Rei-Lavras, R.J. Trad
11 & M.F.D.J. Trad (UEC 159106), 14/XI/2009; Serra do Cip6, R.J. Trad 30 & M.F.D.J.
Trad, 16/X1/2009 (UEC 159077); ltuyutaba, A. Macedo 523, 18/1X/1944 (JBRB 54211);
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MT: Chapada dos Guimaraes, R.J. Trad 49 & N. Urquiza, 14/X11/2009 (UEC 159115);
Chapada dos Guimaraes, O.S. Nasser 488, 04/X/2005 (UFMT 38028); entre Salgadeira
e Manso, R.J. Trad 56 & N. Urquiza, 14/XI1/2009 (UEC 159121); estrada Cuiaba-
Salgadeira, km 35, N. Saddi 1366, 11/X/1975 (JBRB 176574); Poconé, A.L. Prado 139 &
G. Guarim Neto, 15/IX/1988 (UFMT 11934); a 60 km de Utiariti, R. Becker 006,
06/03/1978 (UFMT 3846); Sao Vicente, BR-364 desvio para Brasilia, N. Saddi 1385,
19/111/1978 (JBRB 219992); SP: Campinas, M.K. Caddah 273, 12/X1/2008 (UEC 148198);
Mogi-Guacu, W. Mantovani 985, 14/X1/1980 (UEC 255964); Sorocaba, R.J. Trad et al.
99, 26/X/2010 (UEC 158933).

- K. coriacea subsp. coriacea — Padrao 2 (Figura 4): folhas, frequentemente com forma
eliptica, podendo ser levemente obovadas ou oblongo-oblanceoladas, apice obtuso a
arredondado ou retuso, base geralmente decorrente, podendo ser aguda, margem inteira;
sdo cartaceas, subcoriaceas ou menos frequentemente coriaceas, quando jovens ou de
rebrota podem ser membranaceas; glabras ou pilosas, apresentam coloragao verde,
podendo ser concolores ou levemente discolores (em material herborizado podem
também apresentar coloracdo amarelada ou amarronzada), muito raramente sao glaucas
(possivelmente individuos com esta caracteristica s&o hibridos de K. coriacea e K.
grandiflora). As superficies incluem formas lisas a levemente rugosas ou raramente
rugosas. A nervura principal é levemente saliente a saliente na face adaxial e geralmente
saliente na abaxial, apresenta coloragao amarela esverdeada e alarga-se do apice para a
base, porém é mais estreita que a encontrada no padrao 1; neste padrdo, as nervuras
secundarias podem apresentar regularidade ou ter pequenas variagdes em seus angulos
entre uma e outra, conferindo um aspecto menos “uniforme” que o padrao 1; sdo
frequentemente paralelas e podem ser imperceptiveis a proeminentes na face abaxial
e/ou na adaxial. As nervuras terciarias e quaternarias séo de dificil observagédo em
material herborizado, variando de imperceptiveis a visiveis e imersas no limbo ou
levemente salientes. O peciolo é ausente, curto e com base foliar decorrente ou

claramente diferenciado e cilindrico.
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Figura 4: Imagem ilustrando o padréo foliar de K. coriacea subsp. coriacea (padréo 2).

Material examinado: BA: Coribe, S. Bridgewater 1013, 23/VII/1998 (UB s.n.), Formosa
do Rio Preto, B.M.T. Walter et al. 2888, 11/X1/1995 (UEC 106137), Sao Desidério, R.J.
Trad 69 & M.F.D.J. Trad, 16/1/2010 (UEC 159023); DF: a 5 km de Planaltina, R.J. Trad
et al. 131, 17/X11/2010 (UEC 158927), ca. 20 km SE de Brasilia, M.A. Alves 40,
16/111/1983 (UEC 44513); GO: Alto Paraiso, R.J. Trad 94 & M.B.S. Cortez, 01/11/2010
(UEC 159040), Alvorada do Norte, G. Gottsberger 16-9267, 09/11/1967 (UEC 112856),
Barro Alto, B.M.T. Walter et al. 3124, 08/11/1996 (UEC 94384), Chapadao do Céu e
Mineiros, M.A. Batalha 2119, 01/X1/1998 (UEC 159670), Pirenépolis, J. Semir et al.
20578, 08/X11/1987 (UEC 49622), a 12 km SO de Caldas Novas, E.P. Heringer 14153,
21/X11/1974,entre Luzidnia e Cristalina, BR-040, km 80-81, R.J. Trad et al. 133,
17/X11/2010 (UEC 158929), estrada Monte Alegre para Campos Belos, R.J. Trad et al.
112, 14/X11/2010 (UEC 159052), GO-118, km 202, R.J. Trad et al. 111, 14/X11/2010 (UEC
159057), estrada Goiania-Anapolis, km 42, G.J. Shepherd et al. 3605, 26/X1/1976 (UEC
15163); MG: Belo Horizonte, R.P. Martins 9245, 11/1/1979 (UEC 15169), Capitdlio, L.S.
Kinoshita et al. 08-252, 05/X1/2008 (UEC 148989), Delfinépolis, S.M. Silva et al. 424,
07/X11/2002 (UEC 158959), estrada Sao Joao Del Rei-Lavras, R.J. Trad 14 & M.F.D.J.
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Trad, 14/X1/2009 (UEC 159103), Jaboticatubas, R.P. Martins 9246, 26/X11/1978 (UEC
15168), Lavras, R.P. Martins 9251, 21/XI11/1978 (UEC 15165), Lavras, R.P. Maritns 9252,
21/XI11/1978 (UEC 15164), Sao Roque de Minas, M.K. Caddah et al. 227, 20/X11/2007
(UEC 147862), Sao Sebastiao das aguas Claras, R.P. Martins 64, 03/XI1/1980 (UEC
34507), Serra das Araras, R.C. Martins 387 & B.M. Gomes, 11/X1/2003 (UB 16219),
Trilha Paraiso Perdido, ca. 5 km da MG-050, J.N. Nakajima et al 4078, 30/VI/2006
(UEC 158958), Uberlandia, /. Schiavini 3 & V.C. Apolinario, 11/1/1995 (UEC 158962), a 5
km O de Corinto, H.S. Irwin et al s/n 04/03/1970 (UEC 113186), a 20 km S de
Diamantina, /. Gottsberger 66-251085, 25/X/1985 (UEC 112860), a 10 km NE de
Paracatu, H.S. Irwin et al. 25860, 03/11/1970 (UEC 113178), a 30 km NE de Patrocinio,
H.S. Irwin et al. 256653, 29/1/1970 (UEC 113159), BR-050, km 139-141, R.J. Trad et al.
104, 13/XI11/2010 (UEC 159049), MG-10, km 73-74, R.J. Trad 27 & M.F.D.J. Trad,
16/X1/2009 (UEC 159073); MS: Amambai, G. Hatschbach 47298 & R. Callejas,
16/X11/1983 (UEC 120801), Corumba, G.A. Damasceno Junior et al. 2988, 21/X1/2001
(UEC 145208), Selviria, J. dos Santos S229, 04/1/1991 (UEC 59360), Trés Lagoas, R.J.
Trad 63 & N. Urquiza, 17/X11/2009 (UEC 158918); MT: Chapada dos Guimaraes, R.J.
Trad 47 & N. Urquiza, 14/XI11/2009 (UEC 159114), Nobres, V.C. Souza et al. 17112,
24/V/1997 (UEC 94110), entre Salgadeira e Manso, R.J. Trad 52 & N. Urquiza,
14/X11/2009 (UEC 159118), estrada da Guia km6-8, R.J. Trad 60 & N. Urquiza,
16/X11/2009 (UEC158815); PR: Jaguariaiva, A. Uhkmann 48 & D.J.S. Carrido 3,
10/1/1995 (UEC 75708); RO: a 40 km de Vilhena, B.W. Nelson 383, 07/X1/1979 (UEC
104626); SP: Aguas de Santa Barbara, J.A.A. Meira Neto 465, 07/XI1/1989 (UEC
58774), Aluminio, M.K. Caddah et al. 294, 21/X1/2008 (UEC 148386), Aluminio, M.K.
Caddah et al. 286, 21/X1/2008 (UEC 148401), Botucatu, G. Gottsberger 32-17179 & |I.
Gofttsberger, 17/1/1979 (UEC 112858), Botucatu, R.P. Matins 9360 & L.M. Paleari,
14/02/1979 (UEC 15170), Campinas, C.N. Begnami 22233, 08/X1/1989 (UEC 58305),
Guarei, Neves & Cerantola, IPH-USP-056. 09/1/1981 (UEC 23364), Itapeva, J.M.
Torezan et al. 739, 17/X11/1997 (UEC 98238), ltirapina, Leitdo Filho et al. 15921,
26/1/1984 (UEC 36454), Itirapina, S.N. Pagano 580, 13/X1/1984 (UEC 99393), Itu, W.S.
Souza 25400 & S.M. Silva, 08/1/1987 (UEC 68690), a 25 km NO de Mogi-Guagu,
P.E.Gibbs 4166, 16/X11/1977 (UEC 15173); TO: Almas, J.M. Felfili et al. 578, 21/1\V/2004
(UEC 157392), a 2 km de Ponte Alta do Bom Jesus R.J. Trad et al. 123, 15/X11/2010
(UEC 159067), a 10 Km de Ponte Alta do Bom Jesus, R.J. Trad et al. 129, 16/X11/2010
(UEC 158925), TO-110, km 75, R.J. Trad et al. 115, 15/XI1/2010 (UEC 159059).

Comparando os padrdes 1 e 2, é faciimente observavel que as nervuras

secundarias e terciarias encontram-se mais distantes entre si no segundo.

- K. coriacea subsp. tomentosa - Padrdo 3 (Figura 5): folhas, geralmente eliptica ou
obovada, apice obtuso a arredondado ou retuso, base geralmente decorrente, podendo
ser aguda, margem inteira e revoluta; sdo frequentemente coriaceas, raro subcoriaceas,

pilosas na face abaxial e menos frequentemente com tricomas esparsos na face adaxial;
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a distribuicdo dos tricomas na face abaxial pode variar entre um dos tipos: tricomas
somente na nervura central ou tricomas distribuidos sobre todas as nervuras.
Apresentam coloragao verde, sao frequentemente discolores, raro concolores ou
levemente discolores (em material herborizado podem também apresentar coloragéo
amarelada ou amarronzada), ndo sao glaucas. As superficies geralmente sao rugosas,
podendo raramente ser levemente rugosas ou lisas. A nervura principal ndo é saliente na
face adaxial e mostra-se proeminete na abaxial, apresenta coloragdo amarela
esverdeada e alarga-se do apice para a base, porém é mais estreita que a encontrada no
padrdo 1; neste padrao, as nervuras secundarias apresentam o maior grau de
irregularidade, raramente estas se encontram organizadas como nos outros 2 padrdes.
Sao frequentemente muito proeminentes na face abaxial e imperceptiveis a levemente
imersas na face adaxial e apresentam a maior distancia entre si encontrada para as
espécies da série. As nervuras terciarias e quaternarias também sao proeminentes ou
levemente proeminentes na face abaxial. O peciolo é ausente, formado pela base foliar

levemente decorrente ou claramente diferenciado e cilindrico.

Figura 5: padréo de nervuras de K. coriacea subsp. tomentosa (possivel K. tomentosa Cambess.)
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Material examinado: BA: Caetité, M.L. Guedes et al. 5423, 11/1111997 (HUEFS 62248),
Caetité, M.L. Guedes et al. 14310, 19/X11/2007 (ALCB 82284), Chapada Diamantina, B.
Stannard 4985, 03/11/1997 (ALCB 35979), Correntin, B.J. Dias 10, 27/VI1/1989 (UB s.n),
Palmeiras, L.S. Funch et al. 1540, 15/XI1/2002 (HUEFS 79768), Piata, M.L. Guedes et al.
16564, 19/XI11/2009 (ALCB 92694), Salvador, alunos Bot. Il s.n., 09/1/1993 (ALCB
19169), Serra Geral, M.L. Guedes s.n., 28/IV/2003 (ALCB 62258), préximo a Lengéis,
R.J. Trad 67 & M.F.D.J. Trad, 14/1/2010, (UEC 159015); DF: Brasilia, R.J. Trad 79 &
M.B.S. Cortez, 10/1/2010 (UEC 159026); GO: Formosa, G. Ferreira Filho 68m,
08/XI11/1980 (UEC 34598); MG: Congonhas do Norte, M.C.E. Amaral 93/5 & V. Bittrich,
21/X11/1993 (UEC 117404), Datas, G. Hatschbach 50244 & J.M. Silva, 27/X1/1985 (UEC
120796), Diamantina, H.F. Leitdo Filho et al. 27518, 08/XI11/1992, (UEC 64400), Serro, G.
Hatschbach et al. 67463, 24/X1/1997 (UEC 120827), BR-259, perto do posto Kobu
(Rede Brasil), R.J. Trad 43 & M.F.D.J. Trad, 18/X1/2009 (UEC 159089), BR-259, perto
do posto Kobu (Rede Brasil), R.J. Trad 40 & M.F.D.J. Trad, 18/X1/2009 (UEC 159086),
BR-259, perto do posto Kobu (Rede Brasil), R.J. Trad 42 & M.F.D.J. Trad, 18/X1/2009
(UEC 159088), entre Gouveia e Curvelo, R.J. Trad 38 & M.F.D.J. Trad, 18/X1/2009
(UEC 159084), proximo a Matinha, G. Hatschbach et al. 67214, 18/X1/1997 (UEC
120825); MT: Diamantino, V.C. Souza et al. 16155, 17/V/1997(UEC 94447); TO: TO-050,
km 423, R.J. Trad et al. 113, 14/X11/2010 (UEC 159054).

Nao foi possivel apresentar uma listagem de todo o material herborizado
analisado. O numero de identificacdes incorretas encontradas foi grande; como exemplo
a colecao do UEC com cerca de 150 exsicatas identificadas como K. coriacea, das quais
aproximadamente 30 nao pertencem a esta espécie e erros comuns como levantamentos
apontando a ocorréncia de K. coriacea quando se trata de K. speciosa A. St.-Hil. — uma
espécie relativamente de facil identificagcdo uma vez que aprendida (Figura 6).

O género Kielmeyera representa um grande desafio aos taxonomistas uma vez
que, de maneira geral, é possivel notar grande semelhanca morfolégica entre as
espécies. No caso da Série Coriaceae nao foi diferente: K. coriacea e K. grandiflora sao
de dificil identificagcao para quem nao esta familiarizado com o grupo.

A dificuldade em ler latim ou alemao (as principais descricbes elaboradas para
essas espécies estdo em um destes idiomas) e a impossibilidade de acesso a ultima
revisao do género (grande parte do trabalho de Saddi de 1982 nédo foi publicada e
existem duas coépias, uma em Reading — Inglaterra e outra em Cuiaba — Mato Grosso)
causaram grande problema, uma vez que por K. coriacea ser considera a espécie mais
comum em cerrados, muitos identificam qualquer material de cerrado como sendo K.
coriacea, quando o respectivo espécime pode pertencer a uma secido ou seérie
completamente distinta.
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Figura 6: Exemplo de material fotografado em herbario evidenciando um caso comum de identificagdo incorreta; o correto

seria K. grandiflora.

1.5 — Floragao

K. grandiflora geralmente apresenta um periodo de floragao que vai de setembro
ao inicio do més de dezembro, enquanto K. coriacea subsp. coriacea apresenta floracdo
concentrada nos meses de dezembro a fevereiro. Para K. coriacea subsp. tomentosa foi

observada floragao no més de novembro.
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Como ocorre sobreposigao tanto de distribuigdo geografica, quanto de floragao e
as flores sao extremamente semelhantes, torna-se necessario um estudo a respeito de
mecanismos da polinizagdo e da biossistematica para elucidar se ha algum fator que
reduza a formagao de hibridos. Caddah e Bittrich (comunicagéo pessoal) observaram nas
populagdes estudadas em Sao Paulo uma sobreposicdo muito leve das floragdes, que
com certeza reduz a formacado de hibridos. Possivelmente ocorre, ainda, o aborto de
frutos hibridos quando ja ha bastantes frutos mais velhos se formando (Bittrich

comunicagao pessoal).

1.6 — Caracteres interessantes

A ocorréncia de glandulas puntiformes no limbo foliar foi relatada por Saddi (1982,
1989), porém sua distribuicdo entre os grupos e sua localizagao nao foi devidamente
estudada. Até o momento, a ocorréncia destas glandulas é frequente somente em K.
coriacea subsp. coriacea, podendo raramente estar presente também em K. grandiflora e
em K. coriacea subsp. fomentosa, neste ultimo caso somente em locais com tricomas
ausentes.

Seria de grande utilidade compreender que tipo de substéncia é produzida por
estas glandulas, a distribuicdo destas glandulas nas espécies e se apresentam alguma
localizacao especifica no limbo.

Outro carater que merece observagdo é a distribuicido dos tricomas na face
abaxial; ela pode ser exclusivamente na nervura central ou em todas as nervuras. Nao se
sabe grau de informagado que esse carater pode trazer, porém caso associado a
distribuicdo geografica ou a alguma categoria taxonédmica, pode ser de grande valia na

identificacdo de material herborizado.

2 — Questdes, além da diversidade morfoldgica, relacionadas ao complexo “K. coriacea’

2.1 — Quanto a descrigao original de K. coriacea de Martius

Existem duvidas a respeito do tipo apresentado; a ilustragcdo ndo € muito clara
nem detalhista e apresenta caracteristicas tanto de K. coriacea (padrao de venagao com
distancia maior entre as nervuras secundarias e folhas levemente bicolores) como de K.

grandiflora (principalmente cor da flor). Segundo Bittrich (comunicagéo pessoal), as folhas
48



podem ser consideradas levemente glaucas, como o proprio Martius mencionou na
descrigdo. Fornecendosuporte a esta hipotese, Caddah e colaboradores (2012)
encontraram cera epicuticular do padrdo K. coriacea no tipo. Ha ainda erros, sendo os
mais obvios e evidentes representados pela coloragdo dos estames (eles possuem
anteras amarelas e filetes verde-claros, o que difere muito do tom réseo ou avermelhado
encontrado na ilustragéo, Figura 7) e pelo formato das pétalas (na grande maioria das
vezes com laterais desiguais).

O tipo, o qual se encontra no herbario de Munique, apresenta folhas e ramos mais
semelhantes aos de K. coriacea, porém o alargamento na base de um dos ramos de fato
levanta a duvida se este material ndo seria o de uma K. grandiflora; infelizmente nao é
possivel afirmar nada a respeito da flor ou da inflorescéncia somente o com a foto do

material (Anexo 1 — Figura 1).
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Figura 7: Fotografia do tipo de K. coriacea, com folhas aparentemente tipicas da espécie e inflorescéncia laxa, lembrando a
de K. grandifiora.
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Por essa grande quantidade de incerteza, mas também a consideravel
possibilidade de que a descricdo tenha tratado de fato do que ficou conhecido
posteriormente como K. coriacea, ndo acredito que seja relevante uma discussao visando
decidir se o que atualmente é conhecido como K. grandiflora deveria ser chamado de K.
coriacea e o que é conhecido como K. coriacea mereceria um nome novo.

Além disso, a hibridizacdo entre as espécies € conhecida (Caddah 2009) e
observacdes de campo e de material herborizado permitem a identificacao de possiveis
hibridos. No atual trabalho, individuos de K. grandiflora coletados em Sorocaba (SP)
apresentaram flores de coloragao rosa, branca ou uma mistura das duas cores (Figura 8)
e no estudo sobre a polinizacdo de K. coriacea realizado por Oliveira (1986) é possivel
notar que algumas das flores apresentam coloragao résea.

Uma vez que o esperado seria encontrar K. grandiflora com flores réseas e K.
coriacea com flores brancas e, embora pouco frequentes, existem relatos de que ambas
as espécies podem apresentar flores réseas e/ou alvas a cor floral ndo deve ser

considerado um bom carater para identificacdo destas espécies,

Figura 8: Individuo pertencente a populagéo de K. grandiflora coletada em Sorocaba (SP) evidenciado que as flores podem

ndo ser completamente réseas.
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2.2 — Problemas com a delimitagcao das espécies

A ocorréncia de variadas espécies simpatricamente foi observada durante o
trabalho de campo no atual estudo (Figuras 9 A, B, C e D), sugerindo numerosas
possiveis zonas de hibridizagao, tanto entre espécies como entre subespécies.

C

Figura 9: Registros de ocorréncia simpatrica de diferentes espécies/subespécies de Kielmeyera. A. K. grandiflora e K.

rubriflora. B e C. K. grandiflora e K. coriacea subsp. coriacea. D. K. coriacea subsp. coriacea e K. coriacea subsp.

tomentosa.

Caddah (2009) mencionou grande dificuldade de identificacdo do material
herborizado de K. coriacea e K. grandiflora. Cabe mencionar o trabalho de Stevens
(1980) com o género Calophyllum. Nele o autor comenta a dificuldade de identificacao
das espécies pela existéncia clara de extremos (o que ele chamaria de espécies) e de
algumas situagdes intermediarias. A importancia desta situagdo se deve ao fato de
Calophyllum pertencer a mesma familia que Kielmeyera e por esta situagdo ter sido

encontrada em folhas, como ocorre também no caso atual.
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Na época, a associacéo de estudos genéticos com a taxonomia visando resolu¢ao
de complexos de espécies ainda estava um pouco distante e ndo era facil provar a
hibridizacdo entre espécies. Ainda assim, Stevens propds que estas situagdes
intermediarias fossem consideradas como hibridos uma vez que sua frequéncia era
baixa.

Curiosamente, para K. coriacea e K. grandiflora a formagdo de hibridos foi
constatada no trabalho de Caddah (2009), o que leva a crer que de fato as situagdes
intermediarias encontradas podem ser consideradas resultantes de hibridizacdo e nao
devem ser consideradas como a causa da continuidade dos caracteres entre as espécies
de modo a impedir sua delimitagéo.

Suportando esta hipotese, é conhecida a rapida irradiacao das Malpighiales (ver
introducao) e das clusioides; sendo assim muitas espécies podem estar em processo de
especiagao e, assim, nao apresentar impedimentos ao cruzamento e a formacgéao de
hibridos.

O atual trabalho investigou ndo s6 K. grandiflora e K. coriacea, mas também as
subespécies e, quando possivel, as variedades de K. coriacea. Nesse contexto cabe
relembrar que uma das subespécies (K. coriacea subsp. tomentosa), encontrava se na
categoria de espécie (K. tomentosa) antes do trabalho de Saddi (1982), tornando a
questao atual uma analise de trés possiveis espécies.

Apesar de Saddi (1982) mencionar que K. grandiflora seria distinta de K. coriacea
pelo padrao de venagéo foliar com as nervuras secundarias uniformemente paralelas e
préoximas entre si (a distancia entre as nervuras secundarias seria menor que 3mm) e nao
arqueando na margem ou apenas indistintamente. O autor também cita a auséncia de
descontinuidade de caracteres para a manutencao de K. tomentosa como uma espécie,
esquecendo que 0s espécimes intermediarios observados entre K. coriacea e K
fomentosa sao do mesmo tipo que os existentes com K. grandiflora. Além disso, nao
houve uma analise profunda a respeito da distribuicdo das espécies, 0 que permitiria a
identificacao de zonas de hibridacéo.

E inegavel a existéncia de muitos problemas na revisdo realizada por Saddi
(1982), e no caso da Série Coriaceae provavelmente derivados de amostragem “viciada”
e de as espécies ainda nao estarem completamente estabelecidas (processo de
especiagao ocorrendo). Com relagdo a amostragem, ao analisar as colegdes é possivel
notar que: grande parte do material ndo foi identificada por Saddi, em alguns casos ha

claros indicios de duvida (anotagbes em exsicatas) e as coletas dele foram extremamente
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concentradas no estado do Mato Grosso (pode nado ter observado toda a variagao
morfolégica da espécie).

A importancia, sugerida no presente trabalho, em haver grande abrangéncia das
coletas esta relacionada a fatos curiosos observados:
- Bahia: nao foi observada a ocorréncia de K. grandiflora, houve maior dificuldade para
encontrar as populagdes e muitos dos individuos apresentaram grande quantidade de
folhas danificadas por herbivoros (o que foi muito raro nos outros estados), ha ainda

muitas areas de transi¢ado entre cerrado/caatinga e cerrado/mata (Figura 10);

Figura 10: Individuo de K. coriacea com folhas muito afetadas pela herbivoria e repleto de formigas préximas aos botdes.

- Mato Grosso: nao foi encontrada K. coriacea subsp. tomentosa, porém uma das
populagdes de K. grandiflora nao apresentou individuos com folhas glaucas (Figura 11),
uma caracteristica tida como tipica para esta espécie e motivo pelo qual questionam a
descricao original (ha mencao a glaucosidade das folhas), também ocorrem areas de

transicao cerrado/pantanal e cerrado/mata;
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Figura 11: Individuo de K. grandiflora com folhas ndo glaucas (sugerindo que a glaucosidade, carater considerado
extremamente Util na distingdo de K. coriacea e K. grandiflora, pode ndo se apresentar sempre da mesma forma nas

espécies).

- Minas Gerais e Diamantina (MG): foram encontrados individuos com tamanho foliar bem
reduzido, podendo corresponder a variedade K. microphylla (Figuras 12 A e B), porém
estes apresentaram folhas glaucas, semelhantes as de K. grandiflora, e padrao de
venagao mais “irregular”, semelhante ao de K. coriacea. O padrao de distribuicdo das
espécies K. grandiflora e K. coriacea no estado foi interessante, havendo concentragao
da primeira na metade leste e da segunda na metade oeste, o que ndo impede a
ocorréncia de populagbes da outra espécie na metade dominada por uma delas. E
possiveis individuos pertencentes ao que foi descrito por Cambessédes como K.

tomentosa foram coletados (Figura 13 A e B);
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Figura 12: Individuos de K. coriacea com a folha anormalmente pequena; foram encontrados em estagio reprodutivo e de
frutificacdo, gerando a duvida a respeito do nanismo: seria uma conseqiiéncia do ambiente ou um taxon distinto? A.
Individuo adulto mostrando que as folhas realmente sdo muito reduzidas. B. Individuo de porte meno, com frutos pequenos
e alguns destes maduros.

Figura 13: Possivel representante de K. tomentosa descrita por Cambessédes, atualmente incluida em K. coriacea subsp.
tomentosa. Coleta realizada em Minas Gerais. A: Viséo geral do espécime. B: Detalhe das folhas e flores.

- Goias: uma das populagdes apresentou claramente caracteristicas intermediarias a K.
coriacea subsp. tomentosa e K. grandiflora, situagdo nao relatada ou encontrada até
entdo, mas que seria mais um indicio da grande proximidade destas “trés espécies”; além
disto, foram observados individuos que poderiam também pertencer a variedade K.
microphylla;
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- Tocantins: foram coletados individuos de K. coriacea com folhas pecioladas (ca. 1 cm
de comprimento), caracteristica descrita por Saddi como rara para a espécie, muitas
areas de transicao cerrado/mata;

- Sao Paulo: na coleta ha individuos de K. grandiflora com flor de coloragao rosa, branca

e com mistura de ambas as cores (Figura 8).

3 — Consideragdes a respeito da morfologia

3.1 — Complexo K. coriacea

Caddah (2009) relatou a dificuldade do uso de categorias infraespecificas. Da
mesma maneira, o presente estudo mostrou que para K. coriacea a validade destas
categoras deve ser contestada.

Na divisdo proposta de Saddi (1982), o autor considerou que as variedades
seriam bastante semelhantes morfologicamente e muitas vezes apresentariam ocorréncia
simpatrica, porém ainda assim se considerava capaz de identificar os taxons.

Atualmente, estudos mostraram que espécies, mesmo distintas filogeneticamente,
sdo capazes de formar hibridos caso estejam em simpatria. No caso das espécies do
“‘complexo K. coriacea”, ndo s6 a simpatria como semelhangas morfolégicas (habito; se
comparada com ouras séries, as folnas também podem ser consideradas semelhantes;
flores) e sobreposicdo de fenologia tornam mais propicia a geregdo de hibridos, ja
relatados por Caddah (2009) para K. coriacea e K. grandiflora.

No caso estudado os hibridos possivelmente adquirem morfologia intermediaria, o
que torna extremamente dificil a distingdo de espécies (conforme observei em trabalho de
campo). Uma vez que as espécies e subespécies sao de dificil identificagcdo nestas
situagbes, torna-se um desafio identificar ao nivel de variedade mesmo para um
especialista no género.

As variedades atribuidas por Saddi sdo reconhecidas frequentemente com base
em caracteres quantitativos, possivelmente continuos e de interpretagcéo subjetiva (p.ex.,
folhas tomentosas x folhas tomentulosas a esparsamente pilosas; nervuras pouco visiveis
x nervuras fortemente visiveis, etc.), além de tamanho e forma das folhas e do nimero de
flores na inflorescéncia e comprimento do pedunculo.

A continuidade e a subjetividade dos caracteres sugerem que esta classificacao

nao esta adequada ao complexo. Aliado a isso, raramente sdo encontrados materiais em
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herbarios identificados até variedade; os Unicos casos observados, foram identificagbes
realizadas pelo proprio Saddi.

Até o momento ndo foi possivel definir quantos “grupos” (possiveis espécies)
existem no complexo K. coriacea , porém as variedades propostas por Saddi para K.
coriacea subsp. coriacea ndo se mostraram validas uma vez que, como mencionado
acima, ndo ha descontinuidade nos caracteres e ha sobreposicdo de distribuicdo

geografica.

3.2 — K. microphylla ou formas “anas” de espécies de Kielmeyera?

A variedade microphylla ainda nao foi bem compreendida, pois ha somente um
material citado por Saddi (1982) para ela, € muito dificil encontrar exemplares nas
colegdes e relatos de sua ocorréncia.

Neste trabalho, individuos com tamanho e 6rgaos reduzidos (folhas e frutos)
foram encontrados nao somente na regido de Cristalina (GO), como esperado, mas
também nas regides de Alto Paraiso (GO), Diamantina (MG) e sul do Tocantins. Antes da
revisao de Saddi, era reconhecida a espécie K. microphylla Pohl, porém tem sido comum
o relato da ocorréncia de plantas “anas” de diferentes familias em locais, cuja
composig¢ao do solo apresenta quantidades elevadas de cobre, niquel, chumbo, cadmio,
cromo, cobalto, manganés e ferro, também conhecidos como solos metaliferos (Porto &
Silva 1990). Curiosamente, Diamantina, Cristalina e Alto Paraiso s&o locais conhecidos
por apresentarem este tipo de solo.

Deste modo néo é possivel saber se K. coriacea subsp. coriacea var. microphylla
deve ser novamente elevada a categoria de espécie ou se o tamanho reduzido € apenas
uma variacao morfologica da espécie. O nanismo tanto pode caracterizar uma espécie
independente como ser um morfo de uma espécie. Uma vez que nao foram realizados
estudos moleculares visando comparar os individuos de tamanho reduzido do complexo
K. coriacea com o restante das variedades, sugere-se uma investigagcdo mais profunda,
incluindo a coleta de ao menos uma populagdo de plantas “ands” em cada uma das
localidades de ocorréncia mencionadas, assim como a realizagcao de trabalhos extensivos
de campo visando determinar sua real distribuicdo, permitindo estudos mais detalhados a

respeito de sua morfologia e fenologia.
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3.3 — K. tomentosa?

Com relacdo & subsp. tomentosa a situagdo é mais complexa. E possivel
identificar em campo com certa facilidade os individuos, cuja identificagdo conforme
Saddi (1982) seria K. coriacea subsp. tomentosa. Considerando o status de espécie de K.
grandiflora e o quanto esta espécie € semelhante a K. coriacea, ha grande incoeréncia na
manutencao de K. coriacea subsp. tomentosa, visto que as trés categorias (K. coriacea
subsp. coriacea, K. coriacea subsp. tomentosa e K. grandiflora) apresentam
consideraveis diferencas entre si.

Uma vez que a formacgao de hibridos é possivel entre K. coriacea e K. grandifiora,
0 mesmo deve ocorrer com K. coriacea subsp. tomentosa (ver capitulo 3). Desta forma,
individuos com caracteristicas intermediarias podem ser vistos como hibridos e os
“extremos”, como as espécies, levando a proposi¢ao de K. fomentosa.

Porém a questdo ndo envolve somente uma alteragdo de nivel hierarquico, pois
apesar de as variedades apresentarem sobreposicdo de caracteres e distribuigdo
geografica, indicando a pouca robustez destes grupos ha, provavelmente, taxons
distintos classificados como K. coriacea subsp. tomentosa.

Com relagao a classificagao de Saddi (1982), é interessante mencionar que ha
individuos identificados como pertencentes a variedade intermedia muitas vezes
caracterizam situagdes intermediarias entre K. coriacea e o que seria K. tomentosa,
sendo importante uma andlise mais detalhada deste grupo, principalmente devido a
possibilidade tanto desse grupo ser algo diferente, quanto de fazer parte de K. coriacea
(neste caso como uma subespécie) ou ainda de ser uma situagao hibrida. A variedade
pseudotomentosa nao foi encontrada em campo; a observacdo de material herborizado
sugere que sejam realizadas mais coletas a fim de encontrar tal material uma vez que o
peciolo caracteristicamente longo chama a atencéo. E a variedade tomentosa é a que
apresenta maior complexidade, uma vez que é nela que estdo incluidos individuos
extremamente diferentes: o que provavelmente foi descrito por Cambessédes e
corresponde ao padrao 3 foliar e o deveria ter sido caracterizado juntamente com a
variedade intermedia.

A presenca ou auséncia de tricomas na folha, carater de extrema importancia na
distingdo das subespécies conforme Saddi (1982) mostrou-se de utilidade limitada. Em
uma mesma darea foram observados individuos com a face abaxial foliar variando de

glabra a densamente pilosa. Desta forma, sua utilizagédo deve ser vista com cautela e
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preferencialmente associada a um conjunto de caracteres para garantir a identificagao
correta.

Cambessédes sugere a presenga de tricomas no estilete como sendo um bom
carater para identificagdo de K. tomentosa, porém Saddi ndo analisou esse carater e
possivelmente incluiu na variedade tomentosa espécimes pertencentes a grupos
taxonomicamente distintos, entre eles o que possivelmente correspondia a espécie
descrita em 1828.

Até o momento a presencga de tricomas no estilete € um carater aparentemente
inconstante: Bittrich (comunicacdo pessoal) notou individuos com folhas tomentosas e
estilete glabro, assim como durante o trabalho de campo algumas populacdes floridas e
com folhas tomentosas também nao apresentaram tricomas no estilete. Porém é
interessante analisar maior numero de material para constatar a inconstancia do carater.

Considerando a delimitacdo dada por Saddi, o carater mostrou-se inconstante e
assim nao poderia ser considerado diagndstico para a subespécie, no caso. Entretanto
dada a grande qualidade das descricdes antigas, torna-se relevante a analise deste
carater considerando a circunscricdo de K. fomentosa Cambess.

Cabe mencionar os fatos de Saddi (1982): ter citado, para diversas variedades,
um numero muito restrito de espécimes e ter realizado grande parte de seus trabalhos de
campo no estado do Mato Grosso. Este ultimo aspecto gera a possibilidade de
interpretagdes incorretas ao criar uma “amostragem viciada”; as espécies e subespécies
do da série Coriaceae apresentam distribuicdo ampla e coletas intensivas em estados

nos quais ocorrem em simpatria poderiam ter permitido melhor compreensao do grupo.

3.4 — K. coriacea subsp. coriacea x K. grandiflora

Apesar de Caddah (2009) alegar que a aparéncia da maior densidade das
nervuras secundarias em K. grandiflora deve-se ao desenvolvimento mais forte de
nervuras intersecundarias e que o padrao de nervacgao lateral nem sempre serve como
carater distintivo entre as duas espécies. Se for utilizado o conjunto de caracteres
apresentado na descricdo de padrdes foliares ha chances elevadas de identificacao
correta.

Como os demais caracteres avaliados por Caddah (2009) apresentam estados

intermediarios, possivelmente devido a introgressdo entre as duas espécies, nao se

admira que o proprio Saddi tenha identificado espécimes incorretamente e,
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aparentemente, muitas vezes desistiu de identificar espécimes depositados nos herbarios

que visitou.

3.2 — Situagao atual do complexo

Os limites entre as possiveis espécies ndao foram completamente elucidados. Até
o0 momento, a proposta é de reconhecimento de trés espécies: K. coriacea, K. grandiflora
e K. tomentosa. O suporte para tal foi obtido tanto a partir de dados de morfologia foliar e
observacgdes em trabalhos de campo quanto através da estrutura anatomica foliar e de
genética populacional. Contudo para a completa compreensao é necessario determinar
se o que foi incluido em K. coriacea subsp. tomentosa nas variedades fomentosa,
intermedia e pseudotomentosa devem pertencer a circunscricdo de K. coriacea ou
deveriam ser incluidos em taxons distintos. A variedade K. microphylla merece atencao
uma vez que ha estudos indicando que o0 nanismo de plantas pode representar tanto
casos de espécies distintas como nao e deve ser estudada visando compreender se esta
variedade deve ser elevada novamente a categoria de espécie. Para tal estudos de
micromorfologia foliar (microscopia eletrénica de varredura) devem ser realizados antes
da delimitagdo dos taxons; Caddah (2009) encontrou caracteres valiosos para a

identificagdo de K. coriacea e K. grandiflora na estrutura da cera epicuticular.
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CAPITULO 2

Estrutura foliar de Kielmeyera coriacea subsp.
Mart. & Zucc. coriacea, K. coriacea Mart. & Zucc.
subsp. tomentosa (Cambess.) Saddi e K

grandiflora (Wawra) Saddi
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INTRODUGAO

Estudos de anatomia vegetal permitem caracterizar a estrutura interna das plantas
e tem sido de grande importancia tanto na determinagéo das relagées filogenéticas como
na identificagdo de taxons (Judd et. al 2009). Uma das primeiras tentativas de utilizagéo
de caracteres anatbmicos na taxonomia foi a de Radlkofer para o género Serjania
(Sapindaceae) em 1896 (Metcalfe & Chalk 1979). Observando essa data e realizando
uma busca em periédicos é possivel perceber que recentemente houve um aumento na
quantidade de estudos envolvendo anatomia e taxonomia (Meinzer et al. 1999, Bieras &
Sajo 2004, Oliveira et al. 2003, Proenca & Sajo 2007, Palhares & Zaidan 2010, Pereira et
al. 2003, Alves et al. 2002, Gomes et al. 2009 e Caddah et al. 2012).

Especialmente no caso de plantas do cerrado e taxonomicamente préximas, a
anatomia foliar tem auxiliado a identificacao de espécies dificeis de distinguir apenas com
base em caracteristicas morfolégicas (Meinzer et al. 1999, Bieras & Sajo 2004, Oliveira et
al. 2003, Proenga & Sajo 2007, Palhares & Zaidan 2010, Pereira et al. 2003, Alves et al.
2002 e Gomes et al. 2009). A maioria dos estudos de cerrado sao relacionados a sua
floristica ou tem natureza fitossocioldgica (Leitdo Filho 1992; Durigan et al. 1994; Bicudo
et al. 1996; Castro & Martins 1999; Castro et al. 1999; Ribeiro & Tabarelli 2002; Tannus &
Assis 2004) e apesar da grande quantidade de espécies tipicas, pouco se sabe a respeito
da anatomia foliar de seus representantes (Bieras & Sajo 2009).

Entre as grandes contribuicbes nesta area podem ser citados Morretes (1967,
1969) e Morretes e Ferri (1959), que descreveram a anatomia de um numero
consideravel de espécies. Recentemente alguns estudos, como Sajo e Rudall (2002) e
Bieras e Sajo (2004), tem buscado identificar adaptagdes em plantas cujas familias séo
bem representadas no cerrado.

As caracteristicas xeromorfas como superficie com indumento, cuticula espessa,
epiderme papilosa e estdbmatos em cavidades ou protegidos por tricomas mencionadas
por Ferri (1944) também foram observadas por Morretes e Ferri (1959). Porém séao
poucos os exemplos que descrevem a superficie foliar (Bieras & Sajo 2009).

Scotland e colaboradores (2003) realmente apoiam a utilizacdo de caracteres
anatbmicos apds estudos criticos e rigorosos da morfologia. Alguns desses estudos
podem ser realizados com o uso de técnicas relativamente simples o que os torna

atrativos e interessantes (Judd et al. 2009).
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Por serem muito variadas morfoloégica e anatomicamente, as folhas fornecem
diversos caracteres importantes e Uteis na sistematica (Judd et al. 2009). Existem poucos
estudos anatdmicos com espécies de Calophyllaceae (Metcalfe & Chalk 1950, Stevens
1974, Figueiredo et al. 1971, Notis 2004, Caddah et al. 2012), mas essa pequena
quantidade de dados ja indica grande potencial de caracteres para melhor identificagao
das espécies. Notis (2004) teve uma boa surpresa ao utilizar a anatomia do limbo e do
peciolo foliares como fonte de caracteres para a filogenia de Kielmeyeroideae; de um
total de 16 caracteres levantados 13 foram informativos.

Curiosamente uma das questdes que oferece grande desafio a taxonomia, a
formacao de hibridos entre espécies proximas, também pode ser melhor compreendida
através de estudos das anatomia foliar (Silva & Potiguara 2008). Os caracteres
anatbmicos dos 6rgaos vegetativos das plantas servem como dados adicionais as
caracteristicas morfologicas externas podendo ser usados para resolver problemas
taxondmicos (Metcalfe& Chalk 1983).

A dificuldade de identificacdo de Kielmeyera através de material herborizado
devido a grande semelhanga na morlofogia floral e foliar entre algumas espécies também
€ apontada para o género Calophyllum (D’Arcy & Keating 1979), pertencente a mesma
familia. Para estes casos a anatomia foliar pode ser uma ferramenta poderosa e seus
resultados de grande valor (Vesque 1889, 1893; Schofield 1968; Stevens 1974, 1976,
Notis 2004, Caddah et al. 2012).

A familia Guttiferae (Kielmeyera ainda estava incluida em Clusiaceae s.l. nesta
época) apresenta certa uniformidade anatémica (Metcalfe & Ckhalk 1950, Stevens 1980).
Conforme Stevens (1974) o tipo da nervura central e o grau de proeminéncia das
nervuras estdo associados a caracteristicas da estrutura anatbmica que podem ser
identificadas em cortes foliares.

As Clusiaceae s.l. se caracterizam anatomicamente por suas estruturas
secretoras esquizdgenas, geralmente na forma de canais ou, menos frequentemente,
cavidades. Nas folhas de algumas espécies as cavidades secretoras sao mais frequentes
que canais € a maneira como 0s canais e cavidades se distribuem é de algum valor
taxondmico, porém ¢é importante considerar a ocorréncia de variagdes em quantidade de
estruturas nas espécies relacionadas ao ambiente (Metcalfe & Chalk 1950). Os canais
podem ocorrer proximos aos tecidos vasculares ou se encontrar livres no mesofilo;
também estdo presentes nas regides medulares e corticais dos peciolos (Metcalfe &

Chalk 1950).
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Para K. coriacea especificamente, ha apenas 2 estudos (Figueiredo et al. 1971,
Caddah 2009 e Caddah et al. 2012), sendo um deles extremamente recente. Figueiredo e
colaboradores (1971) descrevem a estrutura de K. coriacea mencionando diferencas
estruturais relacionadas ao grau de maturidade foliar, conforme pode ser observado no
trecho “os feixes vasculares sdo acompanhados quase que em sua extensdo total por
bainhas de células de paredes muito espessadas, dispostas principalmente sobre e sob
os feixes vasculares. Em folhas jovens de K. coriacea observa-se a auséncia de células
esclerificadas acompanhando os feixes vasculares, além de um grande numero de
elementos xilematicos em algumas terminagodes”.

Os géneros de Kielmeyeroideae geralmente sao caracterizados pela presencga de
cavidades ou canais secretores, mas nao de ambos (Stevens 2007); esta situacao ja
havia sito reportada para Kielmeyera por Solereder (1908) e recentemente foi observada
por Caddah e colaboradores (2012).

Tendo em vista a crescente importancia da anatomia foliar no estudo de espécies
proximas e de dificil identificagdo e o interesse na estrutura geral de folhas de plantas do
cerrado, a estrutura anatdomica foliar de populagbes de duas subespécies de Kielmeyera
coriacea (senso Saddi 1982) foi estudada visando complementar os estudos iniciados por

Caddah (2009) e permitir uma melhor compreensao deste complexo de espécies.

MATERIAL E METODOS

Foram coletadas 5 populagdes, compostas por dois individuos cada uma. Desse
total, duas populagdes foram de K. coriacea subsp. coriacea, duas de K. coriacea subsp.
tomentosa e uma de K. grandiflora. Os locais de coleta e as identificacdes estdo

apresentados na Tabela 1.
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Tabela 1: Identificagdo, origem dos individuos utilizados no trabalho, comprimento foliar e regiao
isolada para realizagdo dos estudos anatdmicos organizados por populagéo.

Comprimento da Regido seccionada
Populacao | Individuo Espécie Subsp. Localidade folha (cm) (cm)
1 P9i17 K. coriacea tomentosa  Minas Gerais 10,8 49-59
P9i20 K. coriacea tomentosa  Minas Gerais 13,1 6,05 7,05
2 P15i6 K. coriacea tomentosa  Bahia 16,4 7,7—-8,7
P15i10 K. coriacea tomentosa  Bahia 13,7 6,35-7,35
3| P1Ai2 K coriacea coriacea Goias 15,4 7,2—-8,2
P1Ai3 K. coriacea coriacea Goias 13,6 6,3-7,3
Mato Grosso
4 MSi1 K. coriacea coriacea do Sul 20,2 9,6 —10,6
Mato Grosso
MSi2 K. coriacea coriacea do Sul 17,4 8,2-92
5 P8i25 K. grandiflora - Minas Gerais 13,0 6,0-7,0
P8i23 K. grandifiora - Minas Gerais 8,6 3,8—-48

As folhas de cada individuo foram fixadas, por um periodo de 48 horas, em
solugao de formaldeido, acido acético e alcool etilico 50% (FAA 50, na proporgao 1:1:18)
(Johansen 1940), formalina neutra tamponada (FNT, Lillie 1948 in Clark 1973) e sulfato
ferroso em formalina (SFF, Johansen 1940). O material foi mantido em bomba de vacuo
para a retirada de ar dos tecidos e posteriormente foram realizadas as lavagens em agua
e a série de desidratacao alcodlica até alcool etilico 70%, no qual foram estocados.
Somente o material fixado em FAA foi utilizado nas etapas que se seguem.

Foi isolada da regido mediana do limbo uma amostra de 1 cm de altura (Figura 1).
Dessa amostra foram isoladas 3 regides, com 0,5 cm de largura e 0,5 cm de altura cada:
uma amostra de cada uma das margens € uma da regiao central. As trés por¢cdes foram
desidratadas em série butilica conforme Johansen (1940). Neste caso, as trocas foram
realizadas a cada 48 horas e o material permaneceu cerca de 21 dias em solucéo de
alcool butilico 70% (para amolecimento das folhas coriaceas) até que fosse dada
sequéncia ao protocolo até a inclusdo em Paraplast Plus (McCormick Sacientific, REF:
502004).
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Figura 1: Esquema indicando as regides que foram coletadas para as analises anatémicas.

Depois da infiltragéo, foram confeccionados blocos e estes, apds aderidos em
suportes de madeira, foram seccionados, com a espessura de 10 uM, em micrétomo
rotativo para geracao de ldminas.

As seccgdes foram desparafinizadas com xilol, desidratadas e coradas com
safranina em solugdo alcodlica 1% e azul de astra em solugdo aquosa 1% (Gerlach
1969). Os tempos de coloragao variaram de 45 minutos a 1:30 hora na safranina e 1-5
minutos no azul de astra.

As laminas foram fotografadas com o auxilio do microscopio (Olympus BX51 com
camera acoplada DP71) e as imagens analisadas de modo a permitir a elaboragcéao de
descrigbes da estrutura basica das subespécies estudadas.

RESULTADOS

1. Descrigédo de Kielmeyera coriacea subsp. tomentosa

A nervura central € bem saliente na face abaxial e apresenta feixe vascular com
forma pentagonal em secgao transversal (Figura 2 A). Exteriormente a epiderme ha uma
camada espessa de cuticula aderida a parede das células epidérmica e corada em
vermelho (Figura 2 E).
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A epiderme € uniestratificada em ambas as faces foliares (Figuras 2 A). Na regido
da nervura central, as células epidérmicas apresentam-se com forma diferente,
lembrando o formato papiloso (Figura 2 D).

Internamente a epiderme ¢é frequente a presenca de uma camada de
esclerénquima, a qual pode ser descontinua. Essa camada é composta por células de
forma cuboide, de parede espessa e lignificada, corada em vermelho (Figura 2 D) e
evidente em observagido no microscopio sob luz polarizada (Figura 5 A). Esta camada de
esclerénquima pode apresentar-se ausente em individuos jovens (dados analisados, mas
nao apresentados).

Mais ineterna a essa camada celular ha de uma a quatro camadas de colénquima,
caracterizadas por células coradas em roxo escuro e com paredes primarias
irregularmente espessadas (Figuras 2 A e D). Internamente ha numerosas camadas de
parénquima. As células parenquimaticas apresentam-se menos coradas que as
colenquimaticas e tém forma isodiamétrica (Figura 2 A).

Por fim, internamente encontra-se o feixe vascular colateral (Figura 2 A). Ao redor
do feixe vascular e no parénquima interno ha canais ou cavidades secretores.

A regido entre a nervura central e a margem constitui o limbo. Nele a epiderme é
uniestratificada e composta por células de forma tabular, exceto em regidées de nervura
secundaria de grande calibre; nestas por¢des as células epidérmicas assemelham-se as
da nervura central (Figura 2 C). Internamente a epiderme ndo ha camadas de células
esclerenquimaticas ou colenquimaticas (Figuras 2 C).

A regido do limbo possui mesofilo dorsiventral, composto por uma a duas
camadas de parénquima paligadico, com as células estreitas e alongadas e com poucos
espacgos intercelulares (Figura 2 C). O parénquima lacunoso € composto por células
pequenas e de forma irregular em secc¢ao transversal. Esse tecido é caracterizado pela
presenca de amplos espacos intercelulares (Figura 2 C).

Nesta subespécie os estdOmatos encontram-se restritos a face abaxial e o
parénquima lacunoso é repleto de amplas camaras subestomaticas caracteristicas
(Figuras 2 C e 6 A).

Os feixes vasculares distribuidos ao longo do limbo (fora da regidao da nervura
central) sao sustentados por esclerénquima. A bainha do feixe estende-se para ambas as
faces (Figuras 5 E e 6 A) e pode apresentar canais.

Por fim, a regido marginal caracteriza-se por apresentar, em secc¢ao transversal, a

extremidade com formato arredondado e alargado (Figura 2 B). A epiderme da regiao
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marginal, assim como descrito para a regido central e para o limbo, € composta por
células com formato tabular recobertas por uma cuticula espessa (Figuras 2 B).

Internamente a epiderme ha duas ou mais camadas de esclerénquima, podendo
este tecido preencher praticamente toda a extremidade marginal (Figuras 2 B e 5 B), o
que é caracteristico para esta subespécie. Adjacente a esta regido € possivel observar
uma estrutura semelhante a do limbo foliar, com mesofilo dorsiventral evidente (Figura 2
B).

Contradizendo as descri¢oes morfologicas, foram observados tricomas com pouca
frequéncia tanto na face adaxial como na abaxial, o que foi observado também em
materiais herborizados. Os tricomas s&o simples e pluricelulares em todos os espécimes
analisados (Figura 2 E) e sua distribuicdo ocorreu principalmente em possiveis regides de
nervuras e, nesses casos, sempre associados a presenca de esclerénquima interno a
epiderme.

Em visdo paradérmica pode-se observar os estdmatos paraciticos na epiderme
(Figura 4 B) e a presencga de cavidades e canais secretores em toda a regido do limbo
(Figuras 4 A, C e F). Ha ainda idioblastos e drusas (Figura 6 C) distribuidos por toda a
folha.

2. Descricao de Kielmeyera coriacea subsp. coriacea

A regido da nervura central apresenta-se bem saliente na face abaxial e tem o
feixe vascular com forma triangular em secgéo transversal (Figura 3 A). A epiderme é
uniestratificada e revestida por uma cuticula espessa (Figura 3 G).

Na nervura central as células epidérmicas apresentam-se com forma diferente,
lembrando o formato papiloso (Figura 3 G); o mesmo foi observado para as outras
espécies do complexo.

Na regiao central, internamente a epiderme ha de uma a quatro camadas de
colénquima, caracterizadas por células coradas em roxo escuro e com paredes primarias
irregularmente espessadas (Figura 3 G). A camada de esclerénquima presente entre a
epiderme e o colénquima encontra-se ausente nesta subespécie.

Internamente ha numerosas camadas de parénquima. As células parenquimaticas
sdo isodiamétricas e se mostram menos coradas que as colenquimaticas (Figuras 3 A e

G). Na porgao mais interna da regido central encontra-se o feixe vascular colateral e um
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parénquima central (Figura 3 A). Ao redor do feixe vascular e no parénquima interno ha
canais ou cavidades secretores.

O limbo apresenta epiderme uniestratificada e composta por células com formato
tabular em ambas as faces foliares (Figuras 3 A, C e E), exceto quando ha nervuras
secundarias ou terciarias salientes (situacdao pouco frequente em individuos de K.
coriacea subsp. coriacea).

O mesofilo é dorsiventral e formado por uma a duas camadas de parénquima
palicadico, com as células estreitas e alongadas e justapostas (Figura 3 E). Internamente
a esta camada ha o parénquima lacunoso composto, nesta subespécie, por células
semelhantes as do parénquima paligcadico. As células sdo alongadas, porém ha mais
espaco intercelular neste tecido (Figura 3 E).

Nesta subespécie os estdbmatos encontram-se distribuidos tanto na face adaxial
quanto na abaxial (Figura 6 B) e as camaras subestomaticas apresentam tamanho bem
inferior quando comparadas com as da subespécie tomentosa (comparar as Figuras 6 A
e B). Apesar da presenca de espacgos intercelulares no parénquima lacunoso, estes sao
bem reduzidos se comparados aos do mesmo tecido da subespécie tomentosa (Figuras 2
Ce3E).

Os feixes vasculares distribuidos ao longo do limbo (fora da regido da nervura
central) sdo sustentados por uma bainha esclerenquimatica que se estende de uma face
foliar a outra (Figuras 5 F e 6 B). Ha cavidades e canais secretores (Figuras 4 D e F),
idioblastos e drusas distribuidos por todo o limbo. Os idioblastos concentram-se proximos
aos feixes vasculares.

A regido marginal desta subespécie caracteriza-se por apresentar, em sec¢ao
transversal, uma extremidade que se torna mais afilada no sentido da extremidade
(Figura 3 C). A epiderme é uniestratificada e composta por células com formato tabular
(Figura 3 E). Internamente a epiderme nao ha células colenquimaticas (Figuras 3 C e E),
diferentemente do que ocorre na regido central.

Em K. coriacea subsp. coriacea, as extremidades das regibes marginais
apresentam-se quase completamente compostas por idioblastos (Figuras 3 C e 5 D),
havendo canais ou cavidades distribuidos neste tecido. Adjacente a extremidade
marginal é possivel notar a organizagdo dos tecidos de maneira semelhante a do limbo
(Figura 3 C). Nesta subespécie nao foram observados tricomas.

A seccao paradérmica assemelha-se muito a da suespécie tomentosa, com

estdmatos paraciticos (Figura 4 D) e cavidades evidentes (Figura 4 E).
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3. Descrigao de Kielmeyera grandiflora

A regido central apresenta a nervura central menos saliente na face abaxial que
nas duas subespécies de K. coriacea e feixe vascular com forma elipséide em secgao
transversal (Figura 3 B).

A epiderme é uniestratificada e composta por células de forma semelhante a
papilosa e sao recobertas por uma cuticula espessa (Figura 3 B e H). Internamente a
epiderme ha de uma a quatro camadas de colénquima, caracterizadas por células
coradas em roxo escuro e com paredes primarias irregularmente espessadas (Figura 3
H). A camada de esclerénquima presente entre a epiderme e o colénquima encontra-se
ausente nesta espécie.

Internamente ha numerosas camadas de parénquima. As células parenquimaticas
assemelham-se as descritas para os outros dois taxons (Figura 3 H). Na por¢cdo mais
interna da regiao central encontra-se o feixe vascular colateral, que pode apresentar,
interna ou externamente, canais ou cavidades secretores (Figura 3 B).

O limbo apresenta as duas faces revestidas por céluas epidérmicas tabulares
(Figuras 3 F). Quando ha nervuras secundarias ou tercidrias mais salientes (raro em
individuos de K. grandiflora e semelhante ao observado em K. coriacea subsp. coriacea);
as células epidérmicas apresentam-se como na nervura central (Figura 3 H).

O mesofilo dorsiventral apresenta internamente a epiderme o parénquima
palicadico, composto por uma a duas camadas de células alongadas e estreitas, com
espacgos intercelulares reduzidos (Figura 3 F). Internamente ha o parénquima lacunoso,
composto nesta espécie por células semelhantes as do parénquima palicadico. As
células também sao alongadas, porém ha mais espago intercelular neste tecido (Figuras
3DekF).

Nesta espécie, assim como ocorre em K. coriacea subsp. coriacea, os estdmatos
encontram-se distribuidos nas duas faces foliares e as cavidades subestomaticas sao
pequenas. Os espacos intercelulares do parénquima lacunoso sdo semelhantes aos de
K. coriacea subsp. coriacea (Figuras 3 F).

Os feixes vasculares distribuidos ao longo do limbo (fora da regidao da nervura
central) sdo sustentados por esclerénquima. Este tecido estende-se de uma face foliar a

outra e envolve o feixe, sendo composto por uma bainha e suas extensdes (Figura 3 F).
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A regido marginal desta espécie caracteriza-se por apresentar, em secgao
transversal, a extremidade com formato circular, porém mais delgado que o apresentado
por individuos de K. coriacea subsp. tomentosa (Figura 3 D).

A epiderme da regido marginal, assim como descrito para a regido central, é
composta por células com formato tabular (Figuras 3 D). A contituicdo celular e a
estrutura da extremidade da margem assemelham-se ao que é observado em K. coriacea
subsp. coriacea, também sendo compostas quase inteiramente por idioblastos (Figura 3
D).

Assim como em K. coriacea subsp. coriacea, ha cavidades e canais secretores,
idioblastos e drusas distribuidos por todo o limbo. Os idioblastos concentram-se préximos
aos feixes vasculares e na extremidade da regido marginal (Figura 3 D). Nao foram

observados tricomas nesta espécie.
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Figura 2: Secgdes tranversais de K. coriacea subsp. tomentosa. A e D. Regido da nervura central. B, C e E. Regido
marginal. A. Evidenciando a organizagdo dos feixes vasculares na regido da nervura. B. Extremidade da regido marginal
evidenciando a presenga de muitas camadas de esclerénquima. C. Detalhe do limbo foliar. D. Detalhe evidenciando o
formato das células epidérmicas. E. Detalhe do tricoma simples e pluricelular. (FV — feixe vascular, C — colénquima, P —
parénquima, E AD — epiderme adaxial, E AB — epiderme abaxial, PP — parénquima paligadico, PL — parénquima lacunoso,
CE - cavidade estomatica, ¢ — canal/cavidade secretor(a), T — tricoma)

79



Figura 3: Comparacgéo entre secgdes transversais de K. coriacea subsp. coriacea (A, C, E e G) e K. grandiflora (B, D, F e
H). A, B, G e H. Regiéo da nervura central. C, D, E e F. Regido marginal. A e B. Evidenciando a organizagéo dos feixes
vasculares na regido da nervura central. C e D. Extremidade da regido marginal. E e F. Secgdo do limbo foliar. G e H.
Detalhe evidenciando o formato das células epidérmicas, a cuticula espessa e a ocorréncia de colénquima préximo a
epiderme. (FV — feixe vascular, C — colénquima, P — parénquima, E AD — epiderme adaxial, E AB — epiderme abaxial, PP —
parénquima palicadico, PL — parénquima lacunoso, CE — cavidade estomatica, ¢ — canal/cavidade secretor(a), cu —

cuticula)
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A .
Figura 4: Secgdes paradérmicas de K. coriacea subsp. coriacea (D e E) e de K. coriacea subsp. tomentosa (A, B, C e F). A

— Secao evidenciando a epiderme, o parénquima e uma cavidade. B e D — Detalhe do estdmato. C e E — Detalhe de
cavidades secretoras. F — Detalhe de um canal secretor. (E — epiderme, FV — feixe vascular, P — parénquima clorofiliano,

cv — cavidade secretora, e — estébmato, ce — célula epidérmica comum, * célula subsidiaria, cn — canal secretor)
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Figura 5: Secgbes transversais sob luz polarizada pertencentes a K. coriacea subsp. tomentosa (A, B e E) e a K coriacea
subsp. coriacea (C, D e F). A e C — Regido da nervura central. B e D — Extremidade da regido marginal, evidenciando a
presenca de células com a aprede espessada em K. coriacea subsp. tomentosa. E e F — Feixes vasculares secundarios
com extensdo da bainha formada por células com parede espessada. (FV — feixe vascular, P — parénquima, E —

esclerénquima, E AD — epiderme adaxial, E AB — epiderme abaxial, EB — extensao de bainha)
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Figura 6: A e B — Detalhes de feixes vasculares secundarios em sec¢ao transversal, evidenciando a extens&o de bainha (A
— K. coriacea subsp. tomentosa. B — K. coriacea subsp. coriacea). C — Secc¢ao paredérmica de K. coriacea subsp.
tomentosa evidenciando drusas. (FV — feixe vascular, E AD — epiderme adaxial, E AB — epiderme abaxial, EB — extenséo

de bainha, e — estdbmato, D - drusa)
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DISCUSSAO

As observagdes apresentadas por Metcalfe & Chalk (1950) para a familia
Clusiaceae (na época Kielmeyera pertencia a esta familia) foram muito semelhantes ao
que foi encontrado no trabalho atual e nos estudos realizados por Caddah (2009). Para
as Clusiaceae os autores relataram a ocorréncia de células secretoras com frequéncia
em tecidos parenquimatosos, o que também pode ser observado Kielmeyera.

No complexo “K. coriacea” ha idioblastos fendlicos em toda a extremidade da
mergem e junto aos feixes vasculares na nervura central e no limbo. Merece atengéo o
fato de as extremidades das regides marginais tanto de K. grandiflora, quanto de K.
coriacea subsp. coriacea serem repletos de idioblastos fendlicoos, conforme observado
por Caddah (2009).

Os tricomas raramente presentes em Clusicaeae, quando ocorreram, foram
classificados como simples unicelulares ou unisseriados e raramente foram encontrados
tricomas dicotomicamente ramificados. Nos taxons estudados os tricomas sé ocorreram
em K. coriacea subsp. tomentosa e foram do tipo simples e pluricelulares.

Stevens (1974) utilizou a anatomia da regido da nervura central associada a
caracteres morfoldgicos como forma, tamanho, rigidez, proeminéncia da margem e cor da
folha quando seca, para delimitar as espécies de Calophyllum. No caso do complexo
Kielmeyera coriacea, a regido da nervura central ndo diferiu muito entre as espécies e
subespécies.

A diferenga mais marcante quanto a nervura central foi a forma: pentagonal em K.
coriacea subsp. ftomentosa, triangular em K. coriacea subsp. coriacea e elipsoide em K.
grandiflora, o que esta de acordo com os dados morfoldgicos relacionados ao grau de
saliéncia da nervura central (em K. grandiflora ela é achatada e nas subespécies de K.
coriacea é proeminente).

Além da forma da nervura central, ha uma camada de esclerénquima, interna a
epiderme, presente somente em K. coriacea subsp. fomentosa e ausente nos outros dois
taxons.

Conforme Metclafe e Chalk (1950) as variagdes de tamanho e espessura das
células epidérmicas e cuticula tém utilidade taxonémica somente no nivel de espécies.
Neste trabalho nao foi possivel medir as células epidérmicas e quanto a forma estas nao

apresentaram diferencas entre as espécies e subespécies estudadas.
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Para a cuticula, Caddah (2009) observou diferengas na ornamentagéao entre K.
grandiflora e K. coriacea subsp. coriacea, sugerindo que sejam realizados estudos com
microscopia eletrénica de varredura a fim de verificar a existéncia de um terceiro tipo de
ornamentacdo em K. coriacea subsp. tomentosa.

O limbo e a extremidade da margem apresentaram diferengas caracteristicas e
que permitiram a facil identificacdo dos individuos. No limbo, o mesofilo é dorsiventral em
todos os exemplares estudados, assim como relatado para a maioria das espécies de
Clusiaceae. No complexo K. coriacea nado foram encontrados tecidos em palicada na
regiao da nervura central; Stevens (1974) observou situagcdo semelhante em
Calophyllum, género pertencente a mesma familia que Kielmeyera senso APG Il (2009).

O parénquima paligadico apresentou organizacdo semelhante a descrita e nao foi
muito diferente entre as espécies estudadas (com uma a trés camadas de células sobre
um tecido lacunoso que ocupa mais de metade do mesofilo). Porém tanto em K. coriacea
subsp. coriacea quanto em K. grandiflora as células do parénquima lacunoso sao
alongadas e apresentam organizagdo compacta, com poucos espacos intercelulares,
enquanto em K. coriacea subsp. tomentosa estas células tém forma irregular e amplos
espacos intercelulares, sendo este um carater extremamente util para a identificacdo das
subespécies estudadas.

No limbo tanto de K. coriacea subsp. coriacea quanto de K. grandiflora os
estdbmatos estdo dispostos em ambas as faces foliares, enquanto em K. coriacea subsp.
tomentosa os estdmatos estao restritos a face abaxial. Interessantemente a ocorréncia
de estdbmatos restrita a face abaxial havia sido relatada em Calophyllum. Neste trabalho,
a distribuicao diferencial dos estématos revelou-se um carater valioso na distingdo das
subespécies de K. coriacea .

Os feixes vasculares do limbo encontram-se sempre acompanhados por uma
extensao de bainha de esclerénquima, conforme ja havia sido observado em estudos
anteriores por Metcalfe e Chalk (1950) e Caddah (2009).

Caddah e colaboradores (2012) ao comparar a anatomia do limbo e do peciolo
foliares das espécies K. coriacea e K. grandiflora obtiveram em seus resultados algumas
semelhancgas e diferengas que permitiram a distincao das duas espécies.

Entre as semelhancgas est&o:

- tipo de estébmato (no trabalho atual foi paracitico para todos os espécimes estudados),
- feixes vasculares envoltos por bainha de células parenquimaticas com compostos

fenodlicos,
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- canais secretores orientados paralelamente e proximos aos feixes vasculares (a mesma
situacao foi observada neste trabalho);

- idioblastos cristaloides,

- presenca de coléteres nas gemas caulinares,

- sistema vascular composto por trés feixes, sendo um central maior e dois laterais
menores,

- duas ou trés camadas de parénquima palicadico e parénquima lacunoso com células
alongadas, bainha dos feixes atingindo as duas faces foliares.

As diferengas encontradas foram:

- forma diferenciada do feixe vascular no peciolo,

- células do mesofilo de K. coriacea apresentaram coloracdo intensa na presenca de
sulfato ferroso em formalina devido a maior concentragdo de compostos fendlicos,

- cavidades presentes somente quando K. coriacea e K. grandiflora foram encontradas
simpatricamente,

- nervura central mais achatada em K. grandifiora,

- medula sem canais secretores em K. coriacea .

Comparando os estudos & possivel perceber inumeros resultados corroborados
como: diferenga na forma do peciolo e da nervura central (no caso, foi observada
diferenca na forma da regido da nervura central), estrutura do mesofilo, a localizagao de
canais secretores proximos aos feixes vasculares e o tipo de estébmato. Mas o trabalho
atual permitiu acrescentar mais alguns caracteres caracteres anatdbmicos a serem
analisados para o complexo: presenca de esclerénquima interno a epiderme na nervura
central, forma dos espacgos intercelulares e das células do parénquima lacunoso e
distribuicdo dos estébmatos.

Além das regides previamente estudadas por Caddah e colaboradores (2012), foi
analisada a extremidade marginal, a qual mostrou-se bastante informativa.

Na extremidade marginal os trés taxons diferiram quanto a forma: afilada em K.
coriacea subsp.coriacea, arredondada em K. grandiflora e alargada com uma juncgao
abrupta entre as faces em K. coriacea subsp.tomentosa. A composigcdo celular desta
regidao também se mostrou distinta: idioblastos fendlicos para K. coriacea subsp. coriacea
e K. grandiflora e, predominantemente, células esclerenquimaticas em K. coriacea
subsp. tomentosa.

No presente estudo, notou-se que embora exista um grande numero de

caracteres anatomicos de extrema utilidade na taxonomia do complexo e estes sejam
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quase sempre constantes, pode haver variacao entre espécimes, o que foi observado
também em Calophyllum por Stevens (1974). Desde a realizagdo do estudo de Caddah
(2009), sabe-se que ao menos entre K. grandiflora e K. coriacea subsp. coriacea a
situacdo intermediaria de caracteres existe e deve ser esperada uma vez que dados
moleculares indicaram a hibridagdo entre as espécies, o que também foi encontrado
neste estudo (ver Capitulo 3 para mais detalhes).

Para o complexo K. coriacea a anatomia estrutural forneceu resultados de
extrema utilidade para o questionamento da proposta para a taxonomia da espécie K.
coriacea apresentada por Saddi (1982). Caddah (2009) havia relatado duvidas a respeito
de numerosas identificagdes e iniciou os estudos anatémicos no complexo comparando
peciolo e regiao medinana do limbo foliar das espécies K. grandiflora e K. coriacea
subsp. coriacea. Os resultados de Caddah e colaboradores (2012) apontaram para uma
grande semelhanca entre as espécies, mas indicaram caracteres capazes de distingui-
las.

O estudo atual complementou os dados anatdbmicos para o complexo K. coriacea
ao ter incluido nas andlises individuos de K. coriacea subsp. tomentosa e realizado
secgbes de regides marginais do limbo, além da regido mediana. A proposta apresentada
a respeito das subespécies apresentada no capitulo 1 (K. coriacea subsp. tomentosa
deve ser elevada a categoria de espécie e considerada um taxon distinto de K. coriacea
subsp. coriacea) foi corroborada pelos resultados obtidos.

Uma vez que a estrutura anatdmica é conhecida por ser bem conservada entre as
espécies, os dados sugeriram: grande proximidade entre K. coriacea subsp. coriacea e K.
grandiflora, semelhantemente aos obtidos por Caddah e colaboradores (2012) e
diferencas que devem ser consideradas na classificagdo de K. coriacea subsp.
fomentosa, indicando a necessidade de alteracido da classificagdo taxonémica do

complexo.
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CAPITULO 3

Diversidade e estrutura genética em populacoes
de Kielmeyera coriacea Mart. & Zucc. utilizando

marcadores microssatélites

91



INTRODUGAO

A delimitacdo de espécies pode ser problematica, principalmente em casos de
taxons de divergéncia recente, que podem formar um continuo com extremos
correspondendo a espécie e situacdes intermediarias a hibridos em resposta a variagoes
ambientais. (Cavallari et al. 2010)

A maior parte das espécies nomeadas tem sido delimitada com base em
caracteres morfolégicos. A definicdo morfoldégica das espécies, entretanto pode ter
conexdes limitadas com a genética ou a evolugao. Alguns grupos de individuos parecem
inicialmente indistinguiveis morfologicamente, mas sao compostos por duas ou mais
espécies distintas (espécies cripticas).

Dificultando, n&o existe uma definicdo universalmente aceita de espécie, nem que

se apligue a todas as situacdes. O conceito biolégico de espécie tem sido a definicao

mais aceita na genética populacional e evolutiva e na biologia da conservagdo. Essa
define uma espécie como um grupo de individuos e populagdes naturais que na pratica,
ou potencialmente, se intercruzam e que ndo cruzam com individuos de outros grupos.
Essa definicao reconhece que individuos dentro de uma espécie podem trocar material
genético, enquanto diferentes espécies nédo o fazem (Frankhan, Ballou & Briscoe 2008) e
geralmente nao é aceita na botanica uma vez que é reconhecida a elevada frequéncia de
hibridizagdo em plantas superiores (Whittemore 1993).

Grupos de individuos compartiihando a mesma area estardo trocando material
geneético se pertencerem a mesma espécie. E populagdes da mesma espécie separadas
geograficamente serdo capazes de cruzar e produzir descendentes férteis na primeira
geracao e nas geragdes subsequentes.

As populagdes da maioria das espécies apresentam algum nivel de estruturagcao
genética que pode ser devida a variados agentes como barreiras ecoldgicas, processos
historicos e sistema reprodutivo (Donnelly & Townson 2000, Gerlach & Musolf 2000,
Palsson 2000, Tiedemann et al. 2000, Balloux & Lugon-Moulin 2002).

E sabido que quase todos os organismos apresentam um padrédo de distribuigado
resultante da descontinuidade do habitat e/ou do comportamento (forrageio, sistema
reprodutivo, etc.) (Pickett & White 1985, Krebs & Davies 1997).

Nesse sentido, a ecologia tem fundamental importancia no processo de
especiagao (Orr & Smith 1998, Schluter 2001, Wiens 2004, Gegear & Burns 2007).

Espécies incipientes podem ocorrer em locais com diferentes caracteristicas e, assim, a
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adaptagao local pode resultar em divergéncias evolutivas (Wiens 2004), culminando no
isolamento reprodutivo (isto €, em espécies distintas). Porém em alguns casos o
isolamento reprodutivo entre taxons de divergéncia recente pode ser incompleto,
tornando obscuros os limites entre as espécies (Rieseberg & Willis 2007, Cavallari et al.
2010).

A distribuigao espacial de espécies, influenciada ecologicamente, pode apresentar
também uma estrutura espacial na frequéncia de alelos, causada por padrbées de fluxo
génico, selecao diferencial entre areas, deriva genética e sistema reprodutivo (Wright
1931, 1943). Mesmo espécies com distribuicdo espacial continua, a endogamia é restrita
a pequenas distancias pelo alcance dos meios de dispersao e polinizagado. Nesse caso,
as populacbes podem se diferenciar por um processo denominado isolamento por
distancia (Wright 1943). Assim a diferenciagdo genética entre populagdes deve resultar
de restricao no fluxo génico e, consequentemente, estar correlacionada com distancias
geograficas.

O uso de técnicas moleculares, incluindo abordagens gendmicas, permitiu
examinar a genética de uma espécie, incluindo as que se encontram em risco de
extingdo, e este tipo de andlise tem se tornado amplamente utilizada no campo da
conservacao (Oliveira et al. 2006).

Desde o desenvolvimento da biologia da conservagdo como um campo de estudo
independente, cientistas tém focado seus trabalhos nas consequéncias genéticas da
existéncia e manutengdo de populagbes com tamanho pequeno (Soulé 1980,
Schonewald-Cox et al. 1983). Apesar de diminuigbes massivas na abundancia das
espécies tenham, em sua maior parte, sido causadas por agdes antropoldgicas e fatores
ecologicos, a persisténcia das populagdes a longo prazo ird depender da manutengao da
diversidade genética das espécies (Bouzat 2010). A fragmentacao de habitats pode ser
considerada uma das principais causas de perda de populacdes e de espécies (Eriksson
& Ehrlen 2001).

Fragmentacdes de habitats tém mudado a paisagem, tornando o ambiente um
mosaico de areas remanescentes (Laurance & Bierregaard 1997). Nesse processo,
populagdes grandes sao reduzidas e subdivididas, possivelmente ficando isoladas umas
das outras. A autoecologia da espécie é, geralmente, alterada e varios processos
genéticos sao afetados quando as populacdes sao drasticamente reduzidas e o ambiente
é fragmentado (Hartl & Clark 1988; Hanski & Simberloff 1997).
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O isolamento de populagbes fragmentadas pode resultar em diferenciagao
genética, endogamia e aumento do efeito da deriva genética (Templeton et al. 2001).
Esses efeitos diferem conforme o grau de fragmentagéo e a biologia das espécies (Young
& Boyle 2000). O fluxo génico pode ficar restrito se as distancias entre as populagdes
forem muito grandes, mas também pode ser favorecido em algumas circunstancias com a
criacao de areas mais abertas no ambiente (Robledo-Arnuncio et al. 2004).

A diversidade genética € muito importante para adaptagdo e sobrevivéncia de
populagdes naturais a ambientes diferentes. Contrariamente, uma diversidade genética
limitada pode impedir a adaptagdo a longo prazo e a perda da diversidade pode,
imediatamente, resultar em reducdo do “fitness” populacional devido a depressao
endogémica (Frankel & Soulé 1981, Lande 1988, Reed & Frankham 2003, Reed et al.
2003, Frankham 2005, Vali et al. 2008).

Deste modo, o conhecimento sobre como a diversidade genética esta estruturada
em contexto espacial, tanto entre quando dentro de populagdes, tem contribuido muito a
compreensdo da histéria evolutiva e da dindmica populacionais. Para espécies
endémicas, a identificagdo precisa de populagdes ou “por¢des” da distribuicdo da espécie
que contenham grande diversidade alélica é crucial no desenvolvimento de politicas de
conservacao (Hamrick et al. 1991, Frankham et al. 2002, Cole 2003, Leimu et al. 2006,
Willi et al. 2006). E possivel, ainda, a detecgdo de espécies com pouca divergéncia
evolutiva (Drummond & Hamilton 2007).

A estrutura genética de popula¢des compreende a diversidade genética, variagdes
populacionais, fluxo génico, etc. A diversidade genética de uma espécie é somatoria da
informagao genética em um pool génico. Estratégias efetivas de conservagdo devem
basear-se em estudos de diversidade genética em variados niveis (Millar & Westfall
1992). Estes estudos envolviam a busca de evidéncias morfoldgicas, citolégicas e
biogquimicos antes do uso de marcadores moleculares.

Estimar o fluxo génico através de marcadores moleculares envolve determinar a
distribuicdo de alelos no espago. Ao estudar populagbes distantes geograficamente é
possivel encontrar um grupo de alelos em uma ou outra populagdo, mas ausente em uma
populagao distante, indicando a completa diferenciagao.

A taxa de fluxo génico é inferida a partir da diferenciacao entre populagdes; essa
abordagem baseia-se em um modelo demografico (descreve a forma como ocorre a
dispersao), um sistema de marcador genético (estabelece o padrao de diferenciagcao

genética das populagbes), um modelo genético populacional e na estimativa de
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parametros (distancia genética, frequéncia de alelos privados, métodos de autocorrelagéao

espacial, etc.).

Estudos populacionais em plantas

Em plantas a variagdo fenotipica pode ndo ser classificada em categorias
discretas e associada a ocorréncia de hibridizacado interespecifica constitui um grande
obstaculo ao estudo de especiagao por botanicos (Rieseberg & Willis 2007). Apesar de
diferengcas morfologicas e de preferéncias de habitats, uma gradagdo de formas
intermediarias pode ser encontrada, tornando dificil a delimitacado dos taxons (Cavallari et
al. 2010). Devido a falta de estudos da estrutura genética das espécies, questbes
envolvendo dois taxons que podem tanto representar um continuo genético de uma unica
espécie em resposta a variagbes ambientais ou constituir duas unidades biologicas
independentes continuam sem solucéo.

Estudos moleculares e genéticos envolvendo plantas sugerem que a
autopoliploidia € muito mais comum que o esperado (Soltis et al. 2003). Um grande
numero de familias de angiospermas, tradicionalmente consideradas diploides,
provavelmente sdo resultados de eventos de poliploidizagdo antigos (Soltis & Soltis
2000). Esses ancestrais poliploides possuiam copias extras de alguns genes em
quantidade maior que a esperada para diploides (Gottlieb 1982). Genomas e genes
duplicados podem assumir diferentes fungdes apods passar por processo evolutivo (Soltis
& Soltis 2000, Cui et al. 2006), facilitando a colonizagdo de habitas instaveis (Lawton-
Rauh 2003).

Conforme Minder & Widmer (2008), espécies padrbes devem ser geneticamente
distintas entre si, sendo as populacbes da mesma espécie mais semelhantes entre si
mesmo que mais distantes geograficamente que as duas espécies préximas. A
ocorréncia simpatrica e possiveis espécies e seus intermediarios tem sido estudada e no
caso de Cavallari e colaboradores (2010) indicou que as formas morfologicamente
intermediarias seriam o resultado de hibridizacdo ao invés de resultantes da adaptagao
ao ambiente.

Ha algum tempo, sugere-se o uso de marcadores moleculares para testar a
delimitagdo de espécies (Sites & Marshall 2003, 2004) e unidades evolutivas
significativas dentro das espécies. Porém tradicionalmente, estes marcadores nao

apresentam poder e exatiddo estatisticas suficientes para estimar com confianga
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diferencas genéticas. A descoberta de locos amplamente varidveis como os
microssatélites (SSRs) representou uma grande mudanga, ao permitir que fosse
alcangado o poder estatistico necessario para realizacdo de determinadas analises
(Hedrick 2001, Oliveira et al. 2006).

Os SSRs tém provado ser poderosos na solugéo de problemas bioldgicos e sao
muito utilizados para compreensao da historia de populagdes naturais (Chambers &
MacAvoy 2000), permitindo melhor entendimento dos limites entre espécies e de
hibridizagcao interespecifica (Lexer et al. 2005, Drummond & Hamilton 2007), o que é

particularmente importante no caso de plantas.

Histérico dos marcadores moleculares

Os primeiros marcadores genéticos utilizados foram caracteres morfoldgicos,
cujos genes responsaveis apresentavam segregacdo Mendeliana. Eram, em geral,
fendtipos de facil identificagéo visual como nanismo, cor de pétala ou morfologia foliar. No
entanto, esses marcadores existem em numero limitado e sua avaliagdo pode ser
demorada, pois eles dependem do desenvolvimento da planta (Borém 1998).

Em 1966 realizaram o primeiro estudo da variacao alélica em locos que codificam
para proteinas soluveis. A técnica usada para distinguir as variantes é a eletroforese, a
qual separa as moléculas de acordo com sua carga elétrica e peso molecular em um
gradiente de potencial elétrico. Entretanto, cerca de 30% das mudangas no DNA resultam
em mudangas nas cargas das proteinas, de maneira que essa técnica subestima
significativamente a medida total da diversidade genética.

Muitos dos meétodos mais recentes utilizados para medir a diversidade genética
baseiam-se na reagcdo em cadeia da polimerase (PCR), a qual permite a amplificagdo no
laboratério de sequéncias especificas do DNA, frequentemente a partir de pequenas
amostras iniciais. A PCR é basicamente uma versdao em tubo da replicacdo do DNA,
exceto pelo fato de que através dessa técnica replica-se somente uma regido de
interesse do DNA.

A grande vantagem de medir a diversidade no DNA, ao contrario da variagao na
proteina, € que a amostragem pode frequentemente ser realizada através de pequena
amostra de DNA molde e os gendtipos podem ser identificados apds a amplificacao do

DNA. Uma vez que amostras extremamente pequenas de DNA podem ser amplificadas
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milhdes de vezes pela PCR, somente pequena quantidade de amostra biologica é
necessaria para a realizacao das analises genéticas moleculares.

No inicio dos anos 80 descobriu-se a primeira classe de marcadores de
polimorfismo ao nivel do DNA, o RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism). A
técnica consiste no uso de fragmentos de DNA clivados com enzimas de restrigdo. O
polimorfismo é visualizado através da diferenga no tamanho dos fragmentos de DNA
obtidos apds digestdo com diferentes enzimas (Garcia et al., 2004).

Outro marcador que foi amplamente utilizado na década de 90 é o RAPD
(Random Amplified Polymorphic DNA), o qual faz uso de primers de oligonucleotideos
com sequéncia arbitraria de bases para a amplificacdo de DNA genémico. Este marcador
apresenta algumas limitagbes, como a natureza dominante, ndo permitindo a distingédo
entre os locos heterozigotos e homozigotos dominantes (Garcia et al., 2004) nem a

reprodutibilidade dos dados.

Microssatélites

Conceito e historico

Os marcadores microssatélites ou SSR (Simple Sequence Repeat - Tautz, 1989;
Weber & May, 1989) sdo combinagdes de 1 a 6 bases repetidas em tandem (Tautz 1993,
Ellegren 2000, Schiétterer 2000). Na década de 1980, Hamada e colaboradores
documentaram as primeiras repeticdes de dinucleotideos. Elas se constituiam em
repeticdes do tipo poli-CA e poli-GT (Powell et al. 1996). Posteriormente, descobriram
que os SSRs sdo amplamente distribuidos pelos genomas eucarioto e procarioto (Powell
et al. 1996, Field & Wills 1998, Téth et al. 2000).

Desde o advento das reagdes de PCR (Saiki et al. 1985) os microssatélites
passaram a ser amplamente utilizados. Weber e May (1989) propuseram a amplificagédo
do DNA através de PCR com o uso de dois primers compostos por uma sequéncia curta
adjacente aos microssatélites, delimitando o loco. Essa abordagem é utilizada até os dias
de hoje para deteccao de microssatélites polimodrficos (Powell et al. 1996) e tem grande
importancia ao permitir facilmente a reproducdao em diferentes laboratérios (Garris et al.
2005).

Alelos com muitos pares de base de diferenca podem ser diferenciados em géis

de agarose, porém € mais frequente o uso de géis de sequenciamento e de
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poliacrilamida 6% por assegurarem melhor resolugdo, permitindo a diferenciacdo de
alelos com uma repeticao de diferenca (Garris et al. 2005).

De maneira geral, os microssatélites ndo se distribuem maneira uniforme no
genoma (Chase et al. 1996), encontram-se na fracdo n&o codante do DNA e séo
relativamente raros em regides codificadoras de proteinas (Arcot et al. 1995, Wilder &
Hollocher 2001); tal fato esta provavelmente relacionada a maior tolerancia a mutagdes
da regido nao codante (Dokholyan et al. 2000). Ha ainda diferentes frequéncias conforme
o taxon (Chase et al. 1996). Os dinucleotideos sdo os mais comuns (Wang et al. 1994,
Schug et al. 1998, Li et al. 2002).

Os microssatélites podem ser classificados quanto ao motivo (di a
hexanucleotideos) e ao tipo de repeticdo em perfeitos (sequéncia ndo interrompida por
nenhuma base diferente, por ex.. ACACACACAC), imperfeitos (quando ha um par de
bases entre os motivos, por ex.. ACACGACACAC), interrompidos (quando ha uma
pequena sequéncia dentro do motivo, por ex.. ACACACTGTAACAC) ou compostos
(quando ha dois motivos repetidos em sequéncia, por ex.: ACACACTATATATA) (Oliveira
et al. 2006).

Caracteristicas

Sao marcadores codominantes (permitem a identificagdo de homozigotos e
heterozigotos, assim como a contribui¢do dos parentais em hibridos), com alto numero de
alelos (geram uma genotipagem unica por individuo, possibilitando que se estabelega o
fluxo génico e a paternidade — Powell et al. 1996) e elevado polimorfismo (Ferreira e
Grattapaglia 1995).

O grau de polimorfismo deriva das altas taxas de ganhos e perdas de unidades de
repeticdo, as quais ocorrem, principalmente, através de um processo denominado “DNA
slippage replication” (em portugués: escorregamento durante a duplicagcdo do DNA).
(Dieringer & Schidtterer 2003). As taxas de mutagdes também estdo diretamente
relacionadas com o numero de repeticoes (Wierdl et al. 1997). Devido ao alto grau de
polimorfismo, os microssatélites tornaram-se os marcadores ideais para variados tipos de
estudos (ver abaixo).

Os microssatélites medem variacdo genética para locos neutros (Vali et al. 2008)
(ndo sujeitos a selegdo) uma vez que as repeticbes em tandem geralmente estdo

localizadas em segmentos ndo codantes do DNA (Arcot et al. 1995, Wilder & Hollocher
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2001). Por geralmente serem considerados marcadores neutros, eles permitem uma
estimativa ndo viesada da diversidade genética (Vali et al. 2008).

A técnica baseia-se na amplificagdo das sequéncias repetidas, utilizando-se
oligonucleotideos ancorados nas regides flanqueadoras as repetigbes. Os marcadores
SSR revelam polimorfismos individuais, devido a variagdo no nimero de repeticdes de
um determinado loco de microssatélites (Tautz & Renz 1984).

Sao altamente informativos e uma forma eficiente e precisa de deteccédo da
variagao genética em qualquer organismo, cujo DNA possa ser extraido (Powell at al.
1996). Podem ser obtidos a partir de qualquer tipo de tecido, em qualquer estagio de
desenvolvimento e é necessaria uma pequena quantidade de DNA (Powell et al. 1996).
Assim os microssatélites configuram-se como marcadores ideais para mapeamento
genético de genomas, para identificacdo e discriminacdo de gendtipos, estudos de
genética de populagdes (Schlotterer 2000, Zucchi et al. 2002, Pinto et al. 2003 a e b),
testes de paternidade (Barreneche et al. 1998), elaboracdo de mapas de ligagcao
(Beckmann & Soller 1990; Morgante & Olivieri 1993), caracterizagcao de individuos em
populagdes naturais (Chase et al. 1996), monitoramento da transmisséo génica ao longe
de geragbes (Chase et al. 1996) ou mesmo para selegao assistida em programas de
melhoramento genético.

Suas caracteristicas, ao permitirem a distingao entre individuos proximamente
aparentados, sdo muito importantes, pois sao capazes de detectar hibridos (Powell et al.
1996). Apds o primeiro uso em populagdes naturais, na década de 1990 (Ellegren 1991,
1992, Schlotterer et al. 1991), os microssatélites tém sido o marcador escolhido para
estudos que envolvem genética populacional e ecologia molecular (Vali et al. 2008)

Além das propriedades mencionadas, custo ndo muito elevado, transferabilidade
(os microssatélites de uma espécie com frequéncia podem ser amplificados e utilizados
em espécies proximas) (Schlotterer et al. 1991, Kijas et al.1995, Levine et al. 1995,
Dayanandan et al.1997, Vali et al. 2008), desenvolvimento e analises relativamente
faceis, os tornam extremamente importantes em estudos de organismos que nao sejam
modelos. Deve-se atentar para estudos que relatam a tendéncia de maior polimorfismo
dos microssatélites na populagéo a partir da qual foram isolados (Ellegren et al. 1995,
1997).

Apesar de apresentar estas numerosas caracteristicas, quando espécies de
divergéncia recente hibridizam em simpatria, pode ser gerado um padrdao genético

interessante (Mallet 2005). Enquanto espera-se que marcadores neutros (como o0s
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microssatélites) estejam sujeitos a selegao divergente de modo que apresentem locos
fortemente diferenciados entre espécies, alguns segmentos permanecem semelhantes
devido a introgressao e a recombinacao frequente (Mallet 2005).

Como relatado para Helianthus por Kane e colaboradores (2009), a introgressao
pode ocorrer entre populagbes localizadas proximas geograficamente, mesmo entre
espécies consideradas distantes. Quando analisadas com marcadores moleculares, as
populagdes de espécies distantes, em simpatria e hibridizando, aparecem mais
semelhantes do que populagdes de espécies proximas, mas alopatricas (Kane et al
2009). Tornando a situacdo mais complexa a introgressdao pode ser extremamente
seletiva, afetando somente algumas partes do genoma (Mallet 2005).

Caddah (2009) iniciou os estudos genéticos para o complexo K. coriacea ao
analisar quatro populagdes do estado de Sao Paulo. Porém a autora nao incluiu K.
coriacea subsp. tomentosa de forma que é necessaria a realizagcao de estudos incluindo
este taxon uma vez que é um dos questionamentos taxondmicos com relagdo a ultima
classificacdo proposta (Saddi 1982). Além disto, € de grande interesse testar se a
situagcdo encontrada em S&o Paulo (formagédo de hibridos entre K. grandiflora e K.
coriacea subsp. coriacea) ocorre no restante das areas de distribuigdo da s espécies
pertencentes ao complexo.

Desta forma, este trabalho teve como objetivos:

- estudar a estrutura genética de populag¢des de K. coriacea subsp. coriacea, K. coriacea
subsp. tomentosa e K. grandiflora, quando possivel comparando situagdes de simpatria e
alopatria,

- verificar se ha fluxo génico e formagao de hibridos entre as subespécies de K. coriacea
e destas com K. grandiflora,

- complementar os estudos de Caddah (2009) aumentando a area geografica amostrada
e incluindo K. coriacea subsp. fomentosa.

As analises de estudos populacionais, como o atual, geralmente se baseiam nas
estatisticas F de Wright (1951) e/ou nas estatisticas analogas de Slatkin (1995). Os
valores de Fst e Rst sdo importantes indicadores a respeito do grau de estruturagdo das
populagdes e podem ser interpretados através de uma escala (para escala ver Wright
1978, Hartl & Clark 1997) (Oliveira et al. 2006). A capacidade destes testes de detectar
poucas diferencas nas frequéncias alélicas entre grupos pode gerar resultados que nao

necessariamente apresentam significado bioldgico (Balloux & Lugon-Moulin 2002).
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MATERIAL E METODOS

A estrutura das populagbes foi estudada através da genotipagem de 710
individuos das diferentes populagdes coletadas nos estados: Bahia, Minas Gerais, Mato
Grosso, Sé&o Paulo, Tocantins e no Distrito Federal; as localidades exatas estédo
representadas na Tabela 1 apresentada no Capitulo 1. Os individuos foram coletados de
modo que cada um dos taxons (K. coriacea susp. coriacea, K. coriacea subsp. tomentosa
e K. grandiflora) fosse representado por pelo menos 5 populagbes, sendo amostradas
cerca de 4 populacgdes por estado. A escolha das localidades baseou-se na distribuigdo
do cerrado e, consequentemente, do complexo estudado.

Ao todo foram utilizados 12 microssatélites desenvolvidos por Caddah et al.
(2009). Inicialmente seriam utilizados os mesmos do trabalho de Caddah (2009), porém
trés deles nao apresentaram boa amplificagcdo em um nimero consideravel de individuos,
assim foi necessario escolher alguns marcadores nao caracterizados, mas desenhados
por Caddah (Tabela 1).

Tabela 1: Marcadores utilizados e suas caracteristicas (em azul estdo os marcadores inéditos).

Identificacéo do primer Loco (Caddah et al. 2009) rz/lpoetlt\i/go Temperatura de anelamento
1 Kco 10 (CT)11(CA)s 53,9
2 Kco 02 (AG)25 45,4
3 Kco 09 (AG)s(TG)7 454
4 Kco 11 (ATCTA) 51,4
5 Kco 03 (TC)o0 58,8
6 Kco 08 (GT)r 49,2
7 Kco 06 (GA)18 60,0
8 Kco 12 nao publicado 47,5
9 Kco 13 nao publicado 46,3
10 Kco 14 nao publicado 57,7
1 Kco 15 nao publicado 47,5
12 Kco 16 nao publicado 53,9

As possiveis variedades foram coletadas com base em sua distribuigdo no
cerrado brasileiro, visando conseguir realiza-las nas mesmas localidades mencionadas
por Saddi (1982) de modo a reduzir as chances de identificacdo incorreta. Quando nao foi
possivel repetir a coleta devido a degradagdo ou a coleta foi de um local nao

mencionado, as subespécies foram identificadas com base em presenca/auséncia de
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tricomas, glaucosidade foliar, grau de saliéncia das nervuras e organizagdo destas
(conforme sugerido por Saddi 1982).

Os individuos foram escolhidos aleatoriamente num raio de 3 km (esta distancia
foi escolhida com base na possivel distancia alcangada pelo polinizador; uma vez que ele
€ incapaz de percorrer mais de 3 km, o pélen de um individuo por ele polinizado também
€, restringindo a esta distancia o limite da populagéo) (Oliveira & Sazima 1990) e
marcados com uma placa de metal ou com fitilhos colocados em ramos mais finos e
elevados numa tentativa de evitar sua retirada (Figura 1). Um cédigo para a populagéo e
um para o individuo compuseram as identificacdes. Individuos muito préximos foram
evitados, uma vez que é conhecido o fato de Kielmeyera coriacea s.s. se reproduzir
vegetativamente (Bittrich comunicacao pessoal), o que acarretaria na presenca de
numerosos clones nas analises e impediria a interpretacao da estrutura genética destas

populagdes.
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Figura 1: Individuo com a placa de metal utilizada na marcagéo das populagdes.

A avaliacdo do polimorfismo dos microssatélites foi realizada em 27 populagoes,
incluindo ao menos cinco populagcdes de cada uma das espécies/subespécies indicadas
K. coriacea subsp. coriacea, K. coriacea subsp. tomentosa e K. grandiflora.

O material vegetal utilizado na extracdo de DNA é constituido por folhas novas
dos individuos coletados; do total de 710, 44 foram descartados por néo apresentarem
quantidade de marcadores amplificados a fim de garantir uma boa genotipagem (foram
incluidos nas analises individuos com até 30% de dados faltantes). Imediatamente apds a
coleta, o material foi mantido em gelo (conforme Feres et al. 2005) durante todo o periodo
de transporte para Laboratério de Analise Genética e Molecular, onde foi liofilizado e
armazenado em freezer a —20°C até a moagem. Posteriormente foi acondicionado em
frascos plasticos individualizados, fechados e embalados com parafiime. As amostras
ficaram congeladas em freezer a —20°C até sua utilizagdo para extragdo de DNA.
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Extracdo de DNA e amplificacido com microssatélites

Amostras de folhas de cada individuo, totalizando 710, moidas foram utilizadas na
extracdo do DNA segundo o protocolo de DNA de Doyle & Doyle (1987) modificado por
Caddah (2009) e apresentado no Anexo 2. Apos a extragéo o produto foi quantificado em
gel de agarose 1%, corado com brometo de etidio (Anexo 3 A).

As reagdes de amplificagdo foram realizadas com 20 ng de DNA, 14,6uL de agua
Millig, 0,5 U de Tag-DNA polimerase , 1,5uM de cloreto de magnésio, 150 uM de dNTP,
0,8 uM de cada primer (forward e reverse), 20 uM de Tris-HCI e 50 uM de KCI, num
volume total de 25,5 pl. Os produtos amplificados foram visualizados em gel de agarose
3%, corado com brometo de etidio (Anexo 3 B).

Com a temperatura de anelamento (Ta) de cada primer conhecida (tabela 1), os
termocicladores foram utilizados com as seguintes condigdes: 1) 94°C 1 min.; 2) 94°C 1
min.; 3) Ta especifica por 1 min.; 4) 72°C por 1 min.; 5) volta ao passo 2 por 30 vezes; 6)
72°C por 5 min.; 7) 15°C, incubacao.

Os fragmentos foram visualizados em géis de poliacrilamida 6% corados com
prata conforme o protocolo de Creste e colaboradores. (2001), para a avaliagao do perfil

de polimorfismo dos microssatélites (Anexo 4).

Analise do Polimorfismo

Os locos de microssatélites isolados foram caracterizados pelo numero de “marcas”
para cada loco (contadas e com tamanho determinado nos géis de poliacrilamida); estes
dados foram transferidos para uma planilha do programa Microsoft Excel. Duas planilhas
de dados foram geradas, uma considerando a poliploidia das espécies (nesta cada
individuo teve até 8 “marcas” por loco e cada uma delas representadas por seu tamanho;
quando nao havia oito, o restante do espago foi completados com um valor — no caso -9 —
indicativo de ambiguidade na leitura) e outra representando a leitura dos locos de maneira
binaria (cada “marca” representara um carater binario: 0 — indicando auséncia e 1 —
indicando presenga). Estudos recentes envolvendo genética de populagdes de espécies
poliploides tem sugerido a primeira abordagem para evitar a perda de dados, uma vez que
o marcador deixa de ser lido como dominante.

Estes dados foram analisados com o auxilio dos softwares Ntsys (Rohlf 2000),
Fitopac (Shepherd 2008), Popgene (Yeh et al. 1999), Newhybrids (Anderson & Thompson

104



2002), Structure (Hubisz et al. 2009), CLUMPP (Jakobsson & Rosenberg 2007), distruct
(Rosenberg 2004) e Arlequin (Excoffier & Lischer 2010).

O software FITOPAC (Shepherd 2008) foi utilizado para realizar as analises.
analise de agrupamento usando o indice de similaridade de Jaccard e a técnica de
ligagdo da média de grupo (UPGMA) a partir dos dados binarios. O dendrograma gerado
foi colorido conforme espécies e subespécies (K. grandiflora, K. coriacea subsp. coriacea
e K. coriacea subsp. tomentosa) e conforme localidade geografica (estados: Bahia,
Goias, Minas Gerais, Mato Grosso, Sao Paulo e Tocantins e o Distrito Federal).

O indice de diversidade de Shannon foi calculado com o uso do software Popgene
(Yeh et al. 1999). Este indice “mede” o grau de certeza com que se prevé a proximidade
genética entre individuos; assim quanto menor seu valor, menor a incerteza, logo menor é
a diversidade.

Foi realizada a analise de variancia molecular (AMOVA) através do software
Arlequin (Excoffier & Lischer 2010), sendo testados os seguintes agrupamentos: todas as
populacdes consideradas subpopulagdes de uma populagéo Unica, populagdes divididas
conforme a localidade geografica e populagdes organizadas conforme as trés categorias
taxonémicas do complexo senso Saddi (1982) — K. grandiflora, K. coriacea subsp.
coriacea e K. coriacea subsp. fomentosa.

O software Structure (Hubisz et al. 2009) utiliza o método bayesiano para investigar
a estrutura populacional. As configuragdes utilizadas para estas analises foram: 20
iteracdes para cada k (numero de agrupamentos assumido), com 1 < k < 32, burn-in de
100.000 e 500.000 repeticdes de MCMC (Markov Chain Monte Carlo). E usual o valor
maximo de K corresponder a n+5, onde n = niumero de populagdes ou grupos amostrados
(no caso n = 27). Para mesclar as diferentes matrizes de Q e gerar um consenso das 20
iteracdes de k = 2 o software CLUMPP (Jakobsson & Rosenberg 2007) foi utilizado. Os
resultados obtidos foram plotados através do distruct (Rosenberg 2004).

Visando uma abordagem mais detalhada e aprofundada dos hibridos, foi utilizado o
software Newhybrids (Anderson & Thompson 2002). A abordagem €& semelhante a
realizada pelo Structure (Hubisz et al. 2009), porém o Newhybrids (Anderson & Thompson
2002) é capaz de detectar os parentais (P1 e P2), as geracdes de hibridos F1 e F2 e
também retrocruzamentos entre os parentais e hibridos (Bx1 e Bx2). Para sua utilizagao foi
necessario dividir as populagdes conforme Saddi (1982), em identificadas como K.
grandiflora, K. coriacea subsp. coriacea e K. coriacea subsp. tomentosa, pois o software

€ incapaz de funcionar corretamente com mais de dois parentais.
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O unico programa que utilizou a planilha com a leitura codominante foi o Structure
(Hubisz et al. 2009), cujas analises foram rodadas para 666 individuos.

Os softwares Arlequin (Excoffier & Lischer 2010) e Popgene (Yeh et al. 1999.)
realizaram as analises com a planilha dos dados lidos de maneira dominante e exclusao
de individuos com até 30% de dados faltantes.

O NTSys (Rohf 2000) foi utilizado na conversdo de arquivos para o Fitopac
(Shepherd 2008). E os softwares Fitopac (Shepherd 2008) e Newhybrids (Anderson &
Thompson 2002) realizaram as analises com a planilha dos dados lidos de maneira
dominante e exclusédo de individuos com até 20% de dados faltantes (os programas nao
conseguiram realizar a analise com a outra planilha). A exclusao diferencial de dados
mostrou-se necessaria para que alguns dos softwares pudessem realizar as analises; o
critério de exclusédo inicial era de 30% e foi mantido, quando possivel, para reduzir a

perda de dados.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao todo foram utilizados 16 primers, dos quais 12 foram amplificaram em todas as
populagdes e foram polimérficos, permitindo a construgdo de duas matrizes de dados:
uma para leitura dos marcadores como codominantes (12 locos para 710 individuos) e
uma considerando-os dominantes (336 “locos” para 710 individuos).

Com a matriz de dados codominates foram realizadas as analises no programa
Structure 2.3.3 (Hubisz et al. 2009). Para tais analises, individuos com mais de 30% de
dados faltantes foram excluidos, resultando num total de 666 utilizados. Devido a origem
poliploide destes individuos, € interessante esta abordagem uma vez que ela considera
ambiguidades na leitura (em poliploides é extremamente dificil determinar a quantidade
de vezes que um alelo esta presente) e reduz a perda de informacgdes.

A partir dos resultados gerados, o agrupamento que melhor explicaria os dados foi
obtido através do calculo do delta K (Evanno 2005, Dent & von Holdt 2011), cujo valor foi
2.

Os resultados foram analisados e editados através dos softwares CLUMPP
(Jakobsson & Rosenberg 2007) e distruct (Rosenberg 2004) e estdo representados na

Figura 2.
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Figura 2: Agrupamento realizado a partir dos resultados do Structure para k=2 dividido por estados e populagdes. Cada colluna representa um individuo e cada cor um
“pool” génico. Bahia: 1-4, Distrito Federal: 5-8, Goias: 9-13, Minas Gerais: 14-18, Mato Grosso: 19-22, Sdo Paulo: 23 e Tocantins: 24-27.



Conforme a figura é possivel identificar dois “pools” génicos, representados em
verde e vermelho. Com relagdo aos dados, algumas observagdes sdo de extrema
importancia:

- interessantemente, a ocorréncia de hibridos s6 é indicada para o estado de Goias, que
geograficamente localiza-se em uma regiado central;

- a analise néo foi capaz de identificar as espécies K. coriacea e K. grandiflora, nem de
indicar uma estruturacdo genética relacionada as espécies;

- a formacao de hibridos entre as trés possiveis espécies (para melhor compreensao ver
capitulo de taxonomia) € sugerida baseada na diversidade de morfologias intermediarias
observadas em herbarios e coletadas. Tal situagao dificultaria a “leitura” dos dados pelo
programa uma vez que além de a distancia geografica com frequéncia interferir na
diferenciagcao genética das populagdes, ha ao menos seis diferentes categorias possiveis
(espécie 1, espécie 2, espécie 3, espécie 1 x espécie 2, espécie 1 x espécie 3 e espécie
2 x espécie 3).

Estranhamente a populagdo 23, correspondente a individuos de K. grandiflora
coletados no estado de Sao Paulo, tem seus individuos classificados no mesmo “pool”
génico que as populagdes de Tocantins (24 a 27) e Goias (9 a 13). O fluxo entre essas
populacdes é possivel e caracterizaria uma espécie com dispersao vertical, porém néao
reflete o fato de todas as populagdes coletadas no Tocantins pertencerem a K. coriacea.

Visando compreender se a estruturagdo proposta refletia adequadamente os
dados, alguns testes foram realizados no programa Structure (as populagbes foram
divididas nessas categorias conforme caracteristicas morfologicas sensu Saddi 1982):

1 — Somente dados de K. grandifiora.

2 — Somente dados de K. coriacea .

3 — Somente dados de K. coriacea subsp. coriacea.

4 — Somente dados de K. coriacea subsp. tomentosa.

5 — Testada a retirada de um ou dois marcadores para verificar a robustez dos
resultados.

Em todos os casos, o valor do delta K (Evanno 2005) foi 2, sugerindo que mesmo
quando se tem o conjunto de dados formado por somente o que é considerado uma
espécie ndo ha a estruturagdo em populagdes (indicativo de existéncia de fluxo), mas séo
encontrados 2 grupos.

Os agrupamentos apresentados para valores de k diferentes de 2, embora nao

provaveis conforme o calculo do delta K, podem refletir algumas informagdes a respeito
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dos dados. Essa situagédo pode ser observada nos maiores valores de k (no caso k > 20),
quanto mais proximo de 27 esta o k, com maior exatiddo torna-se possivel identificar as
populacoes.

Os outros programas utilizados ndo permitem a utilizagéo da planilha com a leitura
do marcador como codominante para poliploides, de forma que a partir de agora sera
utilizada a planilha dominante (0 representando a auséncia e 1 a presenca).

1. Fitopac (Shepherd 2008)

O agrupamento pelo critério do UPGMA, obtido a partir da matriz gerada através
do calculo do coeficiente de similaridade de Jaccard, apresentou boa correlagao
cofenética (0,7114). Neste caso, foram excluidos individuos com mais de 20% de dados
ausentes, totalizando 545 individuos.

A situacao representada na Figura 3 indica que a espécie (sensu Saddi 1982 e
considerando cada uma das duas subespécies de K. coriacea uma categoria distinta) nao
€ responsavel pelo agrupamento e populagdes dos mesmos estados estdo sao mais
semelhantes, mesmo que de espécies diferentes, do que populagbes de estados
distintos. Na Figura 4, os individuos sdo agrupados por localidade geografica, sugerindo
que a distancia interfere consideravelmente no fluxo uma vez que maior parte dos
estados (cada cor corresponde a um estado) apresentou seus individuos agrupados.
Estes resultados sugerem que dada a grande semelhanca entre os taxons pertencentes
ao complexo K. coriacea a distancia geografica apresenta um papel fundamental,
permitindo que haja fluxo entre populagbes mais proximas. Isso acarreta em maior

diferenciagédo genética quanto maior a distancia geografica.
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2. Popgene (Yeh et al. 1999)

Para analises no programa Popgene (Yeh et al. 1999) foi utilizada a planilha
dominante com exclusdo de individuos com mais de 30% de dados ausentes, totalizando
663. Nele, foi calculado o indice de diversidade de Shannon para cada populagao (Tabela
2).

Tabela 2: Valores obtidos para o indice de diversidade de Shannon por populagéo.

Indice de diversidade de

Populagdo Estado Shannon
1 BA 0,1833
2 BA 0,1571
3 BA 0,1934
4 BA 0,1675
5 DF 0,1658
6 DF 0,1853
7 DF 0,1930
8 DF 0,1989
9 GO 0,2259
10 GO 0,2097
11 GO 0,1728
12 GO 0,2187
13 GO 0,2048
14 MG 0,1803
15 MG 0,1713
16 MG 0,1726
17 MG 0,1694
18 MG 0,1654
19 MT 0,1849
20 MT 0,1790
21 MT 0,1593
22 MT 0,1703
23 SP 0,1848

N
S

TO 0,1875
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25 TO 0,1649
26 TO 0,1716
27 TO 0,1813

Os maiores valores obtidos para o indice de diversidade sdo observados nas
populagdes do estado de Goias. Interessantemente € para estas mesmas populagdes

que o Structure (Hubisz et al. 2009) indica a existéncia de individuos parentais e hibridos.

3. Arlequin (Excoffier & Lischer 2010)

Neste software também foram utilizados os dados de individuos com até 30 % de
dados ausentes. Foram realizadas as analises com trés possiveis agrupamentos dos
dados:

1 — como se todas as populagdes comportassem-se como subpopulagcdes de uma Unica
populagdo: nesse caso, haveria necessariamente bastante fluxo génico por todo o
cerrado, pouca diferenciagdo entre as populacdes e as espécies seriam extremamente
semelhantes geneticamente (Tabela 3);

2 — grupos formados conforme a localidade geografica da populagéo: essa situagao seria
representada por maior fluxo génico entre as populagdes coletadas no mesmo estado
(estariam mais proximas e mais sujeitas a “contato” através de eventos de polinizagao e
disperséo), gerando diversidade estruturada entre os grupos e entre as populagdes
(Tabela 4);

3 — grupos organizados por espécie (K. coriacea e K. grandiflora) e subespécie (K.
coriacea subsp. coriacea e K. coriacea subsp. tomentosa): esta situagéo seria refletida
por grande parte da diversidade estruturada entre as populagdes de uma mesma
localidade geografica e, principalmente, entre os grupos; uma vez que cada um deles

corresponde a um taxon distinto, espera-se maior fluxo dentro dos grupos (Tabela 5).
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Tabela 3: Distribuicdo da diversidade considerando as 27 populagdes.

Soma dos Componentes da Porcentagem de
Fonte de variacao quadrados variacao variagao
Entre populagbes 4624,127 6,72026 20,10108
Dentro das
populacdes 15438,606 26,71206 79,89892
Total 20062,733 33,43232 100

Tabela 4: Distribuicdo da diversidade considerando as 27 populagdes organizadas conforme o

estado geografico.

Soma dos Componentes da Porcentagem de
Fonte de variacao quadrados variagao variacao
Entre estados 2452,427 3,45648 10,20457
Entre populagbes
dentro dos estados 2171,7 3,70335 10,9334
Dentro das
populagdes 15438,606 26,71206 78,86204
Total 20062,733 33,87189 100

Tabela 5: Distribuicdo da diversidade considerando as 27 populagdes dividas por espécie e
subespécies — K. coriacea subsp coriacea, K. coriacea subsp. tomentosa e K. grandiflora.

Soma dos Componentes da Porcentagem de
Fonte de variagéo quadrados variagao variagao
Entre espécies 473,643 0,29779 0,88783
Entre populagdes
dentro das espécies 4150,484 6,53131 19,47251
Dentro das
populacdes 15438,606 26,71206 79,63966
Total 20062,733 30,54116 100

A Tabela 3 sugere que ha bastante diversidade entre as populag¢des (cerca de

20%), indicando a estruturacdo destas. A causa dessa estruturacdo da diversidade,
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interessantemente, nido esta relacionada as espécies e subespécies; como pode ser
observado na Tabela 5, aproximadamente 0,01% da diversidade esta entre as espécies.
E com relagdo a divisdo em grupos por localidade geografica (Tabela 4), parte da
diversidade encontra-se entre os estados e parte entre as populagdes; mas ainda assim a

grande maioria esta dentro das populagées, indicando a existéncia de fluxo entre estas.

4. Newhybrids (Anderson & Thompson 2002)

O software realizou as analises a partir da matriz de dados dominantes com
exclusao de individuos com mais de 20% de dados faltantes. A importancia desta analise
consiste na maior capacidade de distingao de classes de hibridos, uma das limitagbes do
Structure. O Newhybrids permite que sejam identificados os parentais, a geragdes F1, F2
e retrocruzamentos com os parentais, garantindo melhor resolu¢do, principalmente em
casos em que a taxa de hibridizacdo esperada é elevada.

Como uma maneira de testar a hipétese de que o Structure ndo estava sendo
capaz de compreender os dados devido a possibilidade de grande quantidade de
hibridos, os grupos escolhidos para realizar a analise no Newhybrids foram: K. coriacea
subsp. coriacea (Figura 5), K. coriacea subsp. tomentosa (Figura 6) e K. grandiflora
(Figura 7). Sendo esses taxons correspondentes a trés possiveis espécies conforme

explicado no capitulo de taxonomia (organizados nas figuras conforme a Tabela 6).

1. K coriacea subsp. coriacea (Figura 5 e Tabela 6)

Como é possivel observar na Figura 5, as populagdes da Bahia (BA | e BA 1ll) sdo
formadas completamente por um dos tipos de parental, assim como as populagbes do
Distrito Federal (DF I, DF Ill e DF 1IV). Porém o estado de Goias chama a atencéo
novamente, pois apresenta duas populagées (GO Il e GO IV) com poucos individuos de
um dos parentais e a grande parte delas composta tanto pelo outro parental quanto por
retrocruzamentos com este. Minas Gerais e Mato Grosso apresentem as populagbes
quase totalmente formadas pelo mesmo parental encontrado na Bahia e no Distrito
Federal (P1), exceto por um ou outro individuo F1 ou F2. E, finalmente, Tocantins
destaca-se dos outros estados por apresentar todas as populagdes compostas pela outra
forma de parental (P2), encontrada somente em Goias. Nesse contexto, € compreensivel
que Goias, por sua localizagcao central apresente inumeros individuos de retrocruzamento

com a forma parental P2 e alguns individuos P1.
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Merece destaque a observacdo de que as populagcdes DF Il e DF IV sao
simpatricas e de dificil distingdo morfologica, exceto pela presenga de tricomas em uma
delas. O fato de terem mostrado-se semelhantes no grafico indica que o carater
presenga/auséncia de tricomas, como sugerido no capitulo de taxonomia, deve ser visto
com muita cautela e, sozinho, pode ndo ser de grande utilidade na identificagdo das

espécies do complexo K. coriacea.
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Figura 5: Agrupamento realizado a partir dos resultados do Newhybrids para K. coriacea subsp. coriacea dividido por populagdes, conforme a Tabela 6. Cada coluna
representa um individuo e cada cor um “pool” génico. BA: Bahia, DF: Distrito Federal, GO: Goias, MG: Minas Gerais, MT: Mato Gross, TO: Tocantins. P1: parental 1,
P2: parental 2, F1: geracéo hibrida a partir de P1xP2, F2: geragéo hibrida a partir de F1xF1, Bx1: retrocruzamento com o parental 1, Bx2: retrocruzamento com o
parental 2.



2. K. coriacea subsp. tomentosa (Figura 6 e Tabela 6)

Esse é o caso com as separagdes menos complexas, pois ndo foram encontradas
as duas formas parentais (P1 e P2) juntas em nenhuma das populagdes. Na Bahia, a
populacédo BA Il é composta somente por parentais P1 e a BA IV apresenta maioria dos
individuos P1 e alguns individuos hibridos de retrocruzamento com o parental P1. Em
Goias as duas populagdes (GO Il E GO V) séo formadas por parentais P2 e individuos
hibridos de retrocruzamento com essa forma parental

Finalmente, assim como no caso de K. coriacea subsp. coriacea, Minas Gerais
teve sua populagao formada por parentais P1, a mesma forma encontrada na Bahia, mas

nido em Goias.
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3. K. grandiflora (Figura 7 e Tabela 6)

Os resultados desta espécie foram um pouco mais complexos, pois indicaram
populagdes formadas pelos dois parentais, assim como por parentais e formas hibridas.
A populagcdo do Distrito Federal apresentou grande quantidade de individuos
retrocruzados com o parental P2 assim como alguns parentais P2. Novamente Goias
surge como uma situagao diferente, pois parte da populagdo é formada por individuos
retrocruzados com o parental P2 e parte corresponde a parentais P1. As populagdes de
Minas Gerais estranhamente apresentaram alguns individuos parentais P1 nas
populagdes, embora a grande maioria seja de parentais P2. Neste caso o estado de Sao
Paulo merece destaque por ter toda sua populagao composta pela forma parental P1.

Novamente Goias e Sao Paulo sdo estados que se diferenciam dos outros

geneticamente, um fato muito curioso.
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Figura 7: Agrupamento realizado a partir dos resultados do Newhybrids para K. grandiflora dividido por popula¢des, conforme a Tabela 6. Cada coluna representa um
individuo e cada cor um “pool” génico. BA: Bahia, DF: Distrito Federal, GO: Goias, MG: Minas Gerais, MT: Mato Gross, SP: Sao Paulo, TO: Tocantins. P1: parental 1,
P2: parental 2, F1: geracdo hibrida a partir de P1xP2, F2: geracdo hibrida a partir de F1xF1, Bx1: retrocruzamento com o parental 1, Bx2: retrocruzamento com o

parental 2.



Tabela 6: Populagdes utilizadas nas analises pelo Newhybrids.

Figura 6 Figura 7 Figura 8
Individuos Populacao Individuos Populacao Individuos Populacao
0-24 BA | 0-17 BA Il 0-23 DF II
25-43 BA llI 18-33 BA IV 24-50 GO |
45-54 DF | 34-60 GOl 51-68 MG |
55-99 DF Il E IV* 61-84 GOV 69-120 MG Il E IV
100-140 GOIlEIV 85-99 MG V 121-141  MT |
141-154 MG I 142-148  MT IlII*
155-172 MT 11* 149-171 SP
173-191 MT IV
192-272 TOILIIIE IV

* populacdes simpatricas

4. Considerando o Newhybrids e as outras analises

O Newhybrids ndo forneceu resultados completamente distintos do Structure,
porém a hipétese de que o segundo software ndo estava apresentado capacidade de
resolugdo necessaria a compreensdo dos dados foi comprovada dada a inumera
quantidade de formas derivadas de retrocruzamentos que pode ser observada nas
Figuras 5,6 e 7.

Interessantemente a analise bayesiana realizada pelo Structure ja apontava para
diferengas genéticas muito claras entre os estados de Sdo Paulo e Tocantins e o restante
(Bahia, Minas Gerais, Mato Grosso e o Distrito Federal) e sugeria Goias como uma
situacao intermediaria, o que é refletido também nos maiores valores do indice de
diversidade de Shannon obtidos para este estado.

A presenca de muito hibridos em Goias e a presenca de populagdes mistas (ndo
formadas unicamente por uma das classes de individuos) pode ser compreendida por
sua localizagdo geografica: Goias € um estado central, assim fica relativamente préximo
de todos os outros estados. Além disso, tanto numa situagao de dispersao vertical quanto
na horizontal da espécie, os individuos (provavelmente na forma de semente) passariam
por Goias podendo deixar descendentes.

As situagdes de Tocantins e Sdo Paulo ainda ndo foram bem compreendidas. Séo
Paulo nédo apresenta total isolamento (faz fronteira com Minas Gerais, Parana e Mato

Grosso do Sul — das areas de distribuicdo de K. coriacea), assim como o Tocantins (faz
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fronteira com Bahia, Goias e Mato Grosso), porém séo limites de distribuicdo da espécie.
O fluxo génico entre os estados ocorre, como é possivel perceber através das figuras que
nao ha muita diferenciagéo (ndo foram identificados 0 mesmo numero de “pools” génicos
que de estados), porém ha algo impedindo esse fluxo com os estados do Tocantins e de

Sao Paulo, uma vez que ambos aparecem isolados em todas as analises realizadas.

5. Consideracgdes finais

Com base nos resultados obtidos até o momento € possivel afirmar que a divisao
taxondmica proposta por Saddi (1982) nao deve ser considerada adequada ao complexo,
uma vez que o autor uniu categorias distintas morfologica, anatomica e geneticamente.
Os dados sugerem a necessidade de melhor estudo do estado de Goias, pois varias das
situagbes com morfologia intermediaria provavelmente ocorrem neste estado, o que
possibilitaria um entendimento das formas hibridas.

Claramente Tocantins apresenta-se como um caso Unico € que merece mais
atengcdo; as plantas deste estado frequentemente apresentam folhas pecioladas
(caracteristica descrita como rara para a espécie K. coriacea) e seria interessante
verificar se as populagdes presentes neste estado tém origem de alguma outra possivel
espécie ou se as diferengcas genéticas tdo grandes resultam de isolamento por um
periodo de tempo muito longo.

O esforgo amostral foi grande, mas dada a extensdo do territério brasileiro
algumas éareas-chave, como o sudoeste do estado de Minas Gerais, o oeste de Goias,
Mato Grosso do Sul, Rondénia e o norte do Parana deveriam ser incluidas em projetos
futuros de modo a complementar os dados obtidos neste trabalho.

Os dados sugerem que a situagao apresentada por Caddah (2009) de hibridagao
entre as duas espécies (K. coriacea e K. grandiflora) pode ter sido subestimada. Ao
aumentar a area amostrada, o numero de locos utilizados e de individuos genotipados, as
analises nao ficaram extremamente claras e nem permitiram identificagdo com exatidao
das categorias taxondmicas propostas, o que nao foi o caso para Caddah. Somente o
software Newhybrids permitiu uma visualizagdo melhor dos dados. Como pode ser
observado nas Figuras 5, 6 e 7, a frequéncia de populag¢des hibridas é elevada, mesmo
que atualmente s6 haja um dos dois tipos de parental presente em cada populacéo.Esse
resultado sugere que em algum momento houve contato entre estes parentais e, assim,

fluxo génico.
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Apesar de terem sido realizadas numerosas analises, muitas ainda serdo
necessarias para a compreensao do complexo K. coriacea. Seria de grande utilidade e
importancia tentar usar um marcador de evolu¢gdo mais lenta visando tentar obter uma

resolucdo mais clara.
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A partir dos resultados dos estudos anatbmicos, uma vez que caracteres
anatdbmicos séo altamente conservativos, e das observagdes taxondmicas (observagdes
de material herborizado e no campo) fica claro que a circunscrigao atual da espécie K.
coriacea como proposta por Saddi (1982) deve ser alterada.

Mallet (2005) afirma que espécies de divergéncia recente hibridizam quando em
simpatria e aparentemente o complexo estudado constitui exatamente essa situagdo. Na
realidade a dificuldade delimitar os taxons pode ser derivada da possivel hibridizagdo
entre as trés espécies. Como mencionado ao longo do trabalho, € muito comum
encontrar formas morfologicamente intermediarias e espécies de Kielmeyera ocorrendo
em simpatria. Décadas atras Stevens (1980) ja havia observado e relatado a mesma
situacao para o género Callophyllum, pertencente a mesma familia que Kielmeyera.

No caso de K. coriacea, o periodo de floragdo ndao deve ser um fator que limitaria
muito a troca de material genético com outra espécie do género uma vez que ela floresce
praticamente durante o ano todo (claro que em épocas diferentes nas nas diferentes
localidades geogréficas) e apesar de considerada mais restrita a distribuicdo dos outros
dois taxons dos complexo (K. grandiflora e K. coriacea subsp. tomentosa) nao é tao
reduzida quanto os relatos aparentam.

Além disso, alguns trabalhos como Kane e colaboradores (2009) relatam que em
simpatria pode haver a hibridizagdo até mesmo entre espécies relativamente distantes,
mas pertencentes ao mesmo género. E ha numerosos relatos de duas situacdes:

1 — o taxon é muito polimérfico, porém apresenta reduzida diversidade genética — € o
caso de espécies com elevada plasticidade fenotipica;

2 — o taxon é extremamente uniforme, porém geneticamente ha elevada diferenciagéo —
esse € 0 caso de espécies cripticas ou de espécies em processo de especiagado, cujas
diferengas morfoldgicas ainda nao estao “visiveis” a nao ser através de marcadores
moleculares.

O complexo Kielmeyera coriacea provavelmente corresponde a segunda situagao
e as espécies ali incluidas podem estar em processo de especiagdo. Neste caso é
importante a realizacdo de estudos com um bom desenho amostral de modo a garantir
que os dois ou mais taxons sejam amostrados e de maneira correta. Estudos de filogenia
auxiliam na confec¢ao do desenho, porém para detectar se ha fluxo entre os supostos
taxons o ideal € a realizacao de estudos populacionais.

No trabalho atual, seria importante a realizacdo de mais alguns estudos para

corroborar a delimitagdo entre as espécies, de modo a garantir que a nova circunscri¢ao
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se aplique a maior parte dos casos observados em campo. Um exemplo disto é a
situacdo de K. coriacea subsp. coriacea var. microphylla (discutida no capitulo de
taxonomia).

Entre as possibilidades estao:
- morfometria foliar (para o complexo, as folhas mostraram-se muito mais informativas
que as flores, conforme ja havia sido observado por Saddi 1982);
- utilizacdo de marcadores de evolugdo mais lenta, uma vez que estes “detectariam”
menos diversidade e tornariam a analise menos confusa dada a quantidade de hibridos;
- 0 padrao de venacao foliar mostrou-se muito caracteristico para cada um dos taxons e
uma analise mais profunda tanto anatémica, micromorfoléfica e morfolégica pode
fornecer caracteres de grande valia na identificacao;
- margem, forma e textura foliares aparentemente sao caracteres de grande utilidade ao
se estudar o complexo K. coriacea;
- como mencionado seria muito interessante a realizagdo de mais coletas e direcionadas,
pois até o momento a distribuicdo do que Cambessédes descreveu como K. tomentosa é
completamente incerta (exemplo desta necessidade foi o relato da ocorréncia de
populagdes de K. rubriflora no Tocantins, local sem registro para a espécie até o
momento).

Ainda ndo é possivel afirmar a nova circunscricdo, mas a proposta provavelmente
sera proxima do apresentado:
1 - As variedades de K. coriacea subsp. coriacea devem ser sinonimizadas a K. coriacea
, uma vez que nem em herbario nem em campo é possivel sua identificacdo através da
chave; estas 4 variedades possivelmente constituirdo a espécie K. coriacea (esta
circunscrigao aproxima-se muito das fornecidas nas primeiras descrigbes da espécie).
2 - A outra subespécie (tomentosa) com certeza inclui o que Cambessédes descreveu
como uma espécie em 1828, porém nao se sabe se ha somente um taxon ou mais de
uma (serao necessarias analises mais detalhadas para se chegar a essa conclusao). De
qualquer forma, esta subespécie é tao ou mais distinta de K. coriacea subsp. coriacea
que K. grandiflora, tornando incoerente a manutenc¢éo da circunscrigdo atual.
3 - K. grandiflora € uma espécie relativamente bem estabelecida, mas que merece mais
estudos morfoldgicos.
4 - Goias, Sao Paulo e Tocantins comportaram-se de maneira interessante nas analises;

poucos estudos envolvendo espécies de cerrado abrangem locais tdo distantes e

135



distintos e o caso atual mostrou que é necessario que o numero de estudos abrangendo
maior parte da distribuicido do cerrado aumente.

5 - Finalmente, as populagdes apresentaram elevado grau de estruturacdo, sendo assim
€ importante buscar as causas desse fluxo génico restrito (0 desmatamento &€ muito

recente pra explicar tamanha diversidade concentradas dentro das populagdes).
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Anexo 1 — Transcrigdo das descricbes mais importantes com as respectivas ilustragoes

apresentadas

1.1. Martius e a segunda descri¢cdo (Nova Genera et Species Plantarum)

Kielmeyera Mart. & Zucc.

Caracteres diferenciais

Calice 5-mero. Corola 5-mera, pétalas com laterais desiguais um pouco espessas.
Estames hipoginicos, numerosos, livres, deciduos. Estilete ndo ramificado, estigma
lobado. Capsula trigona, 3-locular, 3-valvar, lignificada, margem — onde ocorre a
deiscéncia — das valvas introflexa. Sementes numerosas, presas no eixo central,

bisseriadas e cada l6culo, bracteosas.

Caracteres naturais

Calice hipogino, 5-mero, sépalas coriaceas deciduas, 2 ou 3 externas
frequentemente menores, prefloragdo imbricada. Corola hipoginica, 5-mera, rosacea,
prefloragao convoluta; pétalas obovadas e desiguais lateralmente, a lateral livre no botéao
é coriacea e exteriormente com frequéncia pubescente, cobrindo no botdo a outra lateral
que é superiormente dilatada Estames hipoginicos, numerosos, plurisseriados; filetes
livres, filiformes, eretos; anteras oblongas, eretas, basifixas, l6culos longitudinalmente
deiscentes, poélen grande, subirregular e cheio de esferas/rugosidade na exina. Ovario
supero, 3-locular, 6vulos em cada loculo bisseriados e numerosos. Estilete simples,
deciduo. Estigma capitado, 3-5-lobado. Capsula trigona, 3-locular, 3-valvar, lignificada;
valvas com margem introflexa, naviculares, deciduas. Cortex externo verrucoso e interno
nitidamente transversalmente rugoso. Sementes orbiculares a transverso-oblongas,
comprimidas, bracteosas, didmetro “longiore perpendiculari’, regido do hilo localizada na
coluna central, évulos numerosos em cada loculo e dispostos em duas fileiras imbricadas.
Testa ténue, papiracea, ala circundando o nucleo seminifero. Membrana interna muito
fina, aderida a testa. Albumen nulo. Embrido reto, ortétropo, cotilédones reniformes,
largos, espessos (carnosos?) com venacgao radiada plana “sibi incumbentibus”, radicula
curta e cilindrica.

Habito: arvoretas com secrecdo resinosa colorida, ramos esparsos,

frequentemente &filos na parte inferior e geralmente arroxeados. Folhas esparsas,
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podendo ser congestas, breve-pecioladas, submarginadas, inteiras, coriaceas,
peninérveas, sem estipulas, deciduas. Flores terminais solitarias ou sub-racemosas,
largas, especiosas, alvas ou rosas.

K. coriacea Mart. & Zucc. (Figura 1)

Folhas obovadas-oblongas, subsésseis, coriaceas e espessas, inflorescéncia

terminal subcorimbosa, sépalas ovais, levemente agudas, pétalas com exterior viloso.

Arvore pequena. Ramos regularmente cilindricos e extremamente grossos,
secretores de resina; cortex cinza-avermelhado, suberoso. Coberto de cicatrizes de
folhas que cairam. Folhas mais proximas no apice dos ramos (aglomeradas), alternas,
base com peciolo curtissimo, dificimente com uma linha carnosa atenuada ao longo,
obovado-olonga, levemente aguda ou obtusa, inteira, coriacea, firme, nervura mediana
espessada e alva e nervuras laterais finas e paralelas, sob lupa reticulado-rugosas, nas
duas faces glabras, subglaucescente, 4-6 pol de comprimento 2-3 pol de largura; as que
estéo localizadas abaixo das flores sdo menores e sésseis, as outras caracteristicas sao
semelhantes as outras folhas normais. Pedunculos, geralmente numerosos, dispostos no
apice dos ramos no corimbo, 2-3-floro, espessado, cilindricos, tenuemente tomentosos,
bracteas da base sao bem ovado-agudas, inteiras, coriaceas e com tricomas ferrugineos;
pedicelo unifloro, cilindrico, com tricomas ferrugineos, bracteas na base e de meia
polegada. Sépalas ovais, levemente agudas, inteiras, coriaceas, carenadas, com face
externa tomentosa. Corola aberta com uma polegada e meia, pétalas obovado-
suborbiculares, com laterais desiguais, inteiras, face externa um pouco tomentosa, com
nervuras radiadas, rosea. Estames mais curtos que o pistilo, glabros, anteras linear-
oblongas, amarelas. Ovario oblongo-trigono, angulos obtusos, glabro, com trés léculos
pluriovulados. Estilete circular, glabro, na parte de cima bem pouquinho espesso ou
suculento. Estigma espessado, subtrilobado, glabro. Capsula oblonga, trigona, 3-locular,
sementes orbiculares bracteosas.

Floragdao em fevereiro.

139



Tib. 70

< A Falyor/ e
Chriats ot aol. ‘;.7 g

Figura 1: llustragéo de K. coriacea apresentada na obra “Nova genera et species platarum”.
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1.2. A descrigao de K. tomentosa Cambess. na Flora Brasiliae meridionalis (1828)

Kielmeyera

Calice persistente, sem bracteas, 5-partido, sépalas imbricadas, duas mais
externas frequentemente menores. Pétalas cinco, inseridas no receptaculo, alternas ao
cdlice, livres, iguais, lateralmente desiguais, prefloracdo contorta. Estames inseridos no
receptaculo carnoso, livres ou raramente levemente fundidos na base, numerosos,
glabros: filetes filiformes, persistentes: anteras dorsifixas, méveis, oblongas, biloculares,
deiscéncia longitudinal, conectivo mais ou menos carnoso, as vezes apice glandular.
Pistilo livre. Estilete simples (ndo ramificado). Estigmas trés, fundidos em um ou livres e
entao apice trifido, frequentemente emarginado. Ovario inicialmente unilocular, depois os
septos se fundem internamente e ai 3-locular. Ovulos numerosos, inseridos em duas
fileiras por loculo, fixos pela regido central, imbricados, disciformes. Capsula 3-locular, 3-
valvar, valvas com as margens introflexas; coluna central vai ficando mais fina da base
para o apice, com placenta; cada placenta oposta a valva. Ala das sementes
membranacea, sementes comprimidas, oblongas. Hilo localizado na margem da parte
mediana da semente. Integumento ténue. Perisperma nulo. Embrido reto, plano; radicula
pequena, voltado para a porgao deprimida (hilo); cotilédones grandes, reniformes.

Arvores, arbustos ou subarbustos que liberam resina. Folhas esparsas,
frequentemente mais densas no apice dos ramos, sem estipulas, coriaceas, inteiras,
uninérveas, ao mesmo tempo as nervuras pinadas podem ser notadas; base do peciolo
articulada. Flores axilares terminais, frequentemente no apice dos ramos as folhas sao
menores ou corimbos sdo reduzidos, racemos, raro paniculas: pedunculo bracteado,

base articulada.

1 - K. coriacea

Caule arborescente; folhas espatuladas, glaucescentes, glabras; inflorescéncias

racemosas; sépalas ovado-agudas, tomentosas, subiguais.

Arbustos pequenos, retorcidos, com latex viscoso de coloragdo esbranquicada num
primeiro momento e depois avermelhada. Ramos espessos, inferiormente glabros e

superiormente pubescentes. Folhas alternas, algumas concentradas nos apices dos
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ramos, 3-5 pol de comprimento, 2-5 pol de largura, espatuladas, apice obtuso
brevemente emarginado, espessas, inteiras, glabras, glaucas, rugosas, nervura mediana
frequentemente proeminente, nervuras secundarias numerosas, pinadas; subsésseis.
Flores no apice dos ramos curtos, 5 flores por ramificagdo: pedunculo 5-12 | de largura,
espesso, com muitos tricomas, bracteas da base deciduas. Calice 5-partido, lobos ovado-
agudos, 4 | de comprimento, 2 l.de largura, com tricomas curtos na face abaxial,
subiguais. Pétalas 2,5 cm de comprimento, 8 | de largura, obovada, inteira, subcarnosa,
com laterais desiguais, muitos tricomas na face abaxial, carneas. Estames duas vezes
mais curtos que as pétalas, glabros: anteras inseridas um pouco acima da base, oblongo-
lineares, obtusas, base emarginada. Estilete um pouco mais elevado que os estames,
trigono, glabro. Estigma capitado, 3-lobado. Ovario ovoideo-trigono, glabro, espesso.

Floragdo em agosto.

2 — K. tomentosa Cambess. (Figura 2)

Ramos arborescentes; folhas elipticas, obtusas, tomentosas na face abaxial;

inflorescéncia corimbosa; sépalas ovais, tomentosas, subiguais.

Ramos arbustivos, cilindricos, por¢cdo mais velha nua, cortex cinza; apices jovens
pubérulos. Folhas esparsas, subsésseis, elipticas, 3-5 pol de comprimento, 1,5-2 pol de
largura, obtusas, margem revoluta (para baixo), frequentemente deflexa, glabra na face
adaxial, muito tomentosa na abaxial, nervura mediana e nervuras secundarias
proeminentes. Flores organizadas em corimbos simples ou compostos; 5-9 flores:
pedunculo 6-12 | de comprimento, pouco tomentoso, com bracteas subopostas na
metade inferior. Sépalas ovais, 2 | de largura, subiguais, tomentosas na face externa,
margem escariosa e ciliada. Pétalas obovais-oblongas, lateralmente desiguais, apice
mais longo, 9 | de comprimento, 7 | de largura, alvas, densamente tomentosas na face
abaxial. Estames trés vezes mais curtos que as pétalas: anteras fixas um pouco acima da
base, sublineares, base emarginada, conectivo espesso, apice glandular. Estilete
espesso, subclavado, com tricomas esparsos, do mesmo tamanho dos estames. Estigma

espesso, trilobado. Ovario ovoide-trigono, glabro e liso.
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Figura 2: llustragéo de K. tomentosa apresentada na obra “Flora Brasiliae meridionalis”.
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3 — K. falcata

Kielmeyera: caule arboreo; folhas oblongo-subelipticas, subfalcatas, pubérulas;

inflorescéncia racemosa, sépalas ovado-acuminadas, pubescentes, desiguais.

Arvore pequena, tortuosa, cortex suberoso, ramos crassos. Folhas aglomeradas no apice
dos ramos, 5-8 pol de comprimento e 1,5-2 pol de largura, obtusas, quando adultas
frequentemente falcatas, sésseis, em material herborizado apresentam coloragao atro-
violacea e com tricomas muito curtos em ambas as faces, mas principalmente na abaxial,
nervura central larga, proeminente na face abaxial. Flores em racemos 3-7-floros, curtos:
pedunculo com 4-9 | de comprimento, pubérulo, com bracteas 1-3 lanceoladas e
pubérulas. Calice 5-mero, sépalas ovadas, agudas, 4 | de comprimento e 3 | de largura,
carneas, desiguais e com a face externa pubescente. Pétalas com 9 | de comprimento e
largura, margem quase inteira, laterais desiguais, carneas e externamente com muitos
tricomas. Estames duas vezes mais curtos que as pétalas: anteras com insergao do filete
levemente acima da base, lineares, base emarginada. Estilete da mesma altura que os
estames, subclavado, 3-sulcado, glabro. Estigma trilobado, lobos emarginados. Ovario
ovoide-trigono, glabro. Capsula com 6-8 pol de comprimento ovdide-trigona,
longitudinalmente 3-sulcada, crassa. Sementes ténues, comprimidas, ala membranacea
contornando todo o nucleo seminifero, glabra, 2,5-3 pol de comprimento, 10 pol de
largura. Embrido com uma polegada de comprimento, reto, achatado, cotilédone grande,
reniforme, radicula proxima ao hilo. (Descricao de capsula e sementes feita por A. de St.-
Hil. Mss.).

Floragao: outubro. Ocorréncia Sao Paulo (Franca)

1.3. Descrigdes de Pohl (1830)

1 — K. oblonga Pohl (Figura 3)

Kielmeyera: caule arbdreo, ramificado; folhas sésseis, oblongas, apice obtuso a suretuso,

base atenuada desde o meio da folha, glabras; inflorescéncias terminais, racemosas;

pedunculos unifloros; sépalas ovais, pubérulas e com margem ciliada.

Regides de ocorréncia: Minas Gerais, Goias.
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Tronco arbodreo, lignificado, com medula interna, cilindrico, base nao ramificada, ereta,
glabra, afila, apice ramificado, suberosos, fendidos longitudinalmente, cerca de 10 m de
altura e 15 cm de diametro. Ramos patentes, afilos, cilindricos, suberosos, com muitas
cicatrizes, acinzentado-pardacento; os jovens cilindricos, estriados, verdes, folhosos, com
apice florifero, sem estipulas. Folhas deciduas, coriaceas, simples, esparsas ou
concentradas, fasciculadas, sésseis, base livre, desenvolvida de modo a se afastar do
ramo, oblongas, inteiras, margem inteira, apice obtuso a sub-retuso, do meio a base
atenuada, abas as faces glabras, face adaxial verde escura, com nervura mediana na
altura do limbo e dilatada na base, face abaxial verde e glauca com nervura mediana
saliente esverdeada, nervuras secundarias delgadas, paralelas, abertas, com até cinco
polegadas de comprimento e 0,5 pol de largura. Inflorescéncias terminais racemosas.
Racemos breves, ndo maiores que as folhas em comprimento, paucifloros, aglomerados,
nao ramificados. Raque cilindrica, pubérula. Pedunculos cilindricos, patentes, unifloros,
de base articulada, pubescentes e bracteados. Bracteas acima da base dos pedunculos,
duas, opostas, caducas. Calice infero, deciduo, simples, 5-mero, desigual, menor que a
corola, coriaceo, sépalas ovais, inteiras, duas mais externas menores, pubérulas e com
margem ciliada. Corola simples, regular, rosacea, 5-mera, infera, seca (mas nao cai
prontamente). Pétalas unguiculadas, sub-rotundas-elipticas, apice desigual, retuso-
obliquo, coriaceas, roseas, divergentes, com a face interna glabra e nervuras radiadas,
face externa amarelado-pubérula, uma pol de comprimento, 0,75 pol de largura. Estames
inferos, numerosos, de comprimentos desiguais, menores que as pétalas, os mais
externos ereto-patentes e os mais internos eretos, préoximos. Filetes livres, “férteis”,
distintos, ténues, filiformes, glabros, verde-amarelados. Anteras oblongas, lineares,
eretas, base cordada, apice retuso, biloculares, abertura por fenda longitudinal, amarelas.
Pistilo: ovario supero, oval-trigono, glabro, simples, deciduo. Estilete cilindrico, ereto,
subtrigono, apice espessado, glabro, ndo ramificado, deciduo. Estigma terminal, 3-

partido, lobos cilindricos, apice capitado, um tanto céncavo.
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Figura 3: llustragdo de K. oblonga apresentada na obra “Plantarum Brasiliae” por Pohl (1830).
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2 — K. microphylla Pohl (Figura 4)

Kielmeyera: caule arboreo, ramificado; folhas sésseis aglomerada, oblongo-elipticas,
glabras; inflorescéncias racemosas; pedunculos com menos de duas flores, sépalas

ovais, pubérulas.

Ocorréncia: Goias.

Tronco arbéreo, lignificado, com medula interna, cilindrico, base nao ramificada, ereta,
suberosa, rimosa, apice ramificado, 8 pés de altura e 10 cm de didmetro, Ramos
dicotémicos, distantes e abertos, cilindricos, suberosos, com muitas folhas ou cicatrizes
foliares, esverdeado-acinzentado, os jovens cilindricos, verdes, folhosos, floriferos e sem
estipulas. Folhas dos ramos deciduas, coriaceas, simples, alternas, aglomeradas,
fasciculadas, sésseis, base livre, aberta ou divergente, oblongo-elipticas, inteiras, apice
subobtuso, base quase estreitada (provavelmente o autor ndo conseguiu definir o
formato), ambas as faces glabras, a superior verde escura com nervura central plana, a
inferior verde mais escura com nervura central proeminente e glaucescente, nervuras
secundarias subparalelas, com percurso aberto, 2,75 pol de comprimento, 0,75 pol de
largura. Inflorescéncia terminal, racemosa. Racemos muito curtos, mal atingindo o
comprimento da folha, multifloros, laxos, compostos, comprimidos. Raques cilindricas,
acinzentado-avermelhadas, glabra, ndo muito ramificada. Pedunculo cilindrico, patente,
sub-bifloro (provavelmente existe a cicatriz e é visivel o aborto de uma das flores), base
articulada. Pedicelo cilindrico, patente, bracteado. Bracteas opostas, caducas,
subovadas, obtusas, glabras, margem sob lente ciliada. Calice infero, deciduo, simples,
5-mero, regular, menor que a corola, acinzentado-avermelhado, coriaceo, pubérulo,
sépalas ovadas, coriaceas, sob lente ciliadas, as duas mais externas menores. Corola
simples, regular, igual, 5-mera, rosacea, infera, seca na planta e ndo cai ou demora a
cair, pétalas unguliculadas, obovadas, de laterais desiguais, apice retuso, margem
coriacea, divergentes, roseas, glabras, com nervuras radiadas, 0,75 polegada de
comprimento e 5 linhas de largura. Estames inferos, numerosos, de comprimentos
diferentes, mais curtos que as pétalas. Filetes livres, férteis, distintos, ténues, filiformes,
glabros, verde-amarelados, os mais externos ereto-patentes e os internos eretos,
proximos. Anteras oblongas, eretas, biloculares, abertura por fendas longitudinais,

amarelas. Pistilo: ovario supero, ovado-trigono, glabro, 3-locular. Estilete mais longo que
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os estames, cilindrico, ereto, apice espessado, glabro, ndo ramificado, deciduo. Estigma
terminal, 3-partido, lobos cilindricos, apice capitado e com pequenas reentrancias

(parecido com bolinha de golfe).
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Figura 4: llustragéo de K. microphylla apresentada na obra “Plantarum Brasiliae” por Pohl.
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1.4. Wawra e a primeira meng¢ao a variedades para K. coriacea

1 — K. coriacea

Mart: Arbusto pequeno, ramos muito esparsos, tortuosos e decorticantes, ou finos e
eretos; folhas concentradas no apice dos ramos, coriaceas, frequentemente muito
rigidas, rarissimo submembranaceas, subsésseis, obovadas a cuneado-oblongas,
opacas, nervura central larga, minutamente e agregadamente peninérvea; panicula
contraida, com poucas flores, tricomas ferrugineos, raro sem tricomas; inflorescéncias

varias vezes unissexuadas.

Ramos abreviados, secretores de resina, com a espessura de um dedo, cortex suberoso
amarelado com cicatrizes das folhas que cairam raramente cobertas; ramos mais
espessados na parte inferior. Folha 10 a 20 cm de comprimento, 3-10 cm de largura;
sésseis ou peciolo brevissimo e muito dilatado raro (var. a oblonga) sutiimente
sustentado, arredondada, retusa ou subaguda, base sempre aguda, quando jovens bem
verdes, velhas frequentemente amareladas e bem coriaceas, quase suberosas e
enrugadas, sem nervuras ou dispersamente reticuladas, nem muito nem pouco
peninérveas, nervura mediana achatada; nervuras secundarias aglomeradas e
frequentemente nervuras entre elas mais aglomeradas, paralelas e muito espalhadas,
proeminentes nas duas faces. Panicula sempre terminal, brevemente estipitada,
frequentemente muito contraida, raro laxa, geralmente com poucas flores e em varias
espécies racemo pouco ramificado; ramos da raque comprimidos, geralmente espessos,
longitudinalmente rugosos, a epiderme se soltando logo apés anéis quase paleaceos
(casca fina e seca parecido com descamante, papiracea), apice com tricomas, bracteas
caducas, no apice sustenta, as vezes, folhas sem brilho. Pedunculo 1-1,5 cm de
comprimento, espesso, quadrangular, com duas bracteas no meio; bracteas do pedicelo
quase do mesmo comprimento, ovado-lanceoladas, nervura mediana hirsuta; bractéola
suboposta 0,5 cm de comprimento, margem externa calva (glabra) e ciliada, exceto
hirsutissima, muito raro na var. 8 grandiflora (glabra). Sépalas ca. 1 cm de comprimento,
subdesiguais, ovado-oblongas ou com base alargada, subacuminadas, densamente
pubérula, nas alas, maior parte glabra. Pétalas 2-4 cm de comprimento, lados desiguais,
ovado-espatuladas, com uma unha muito evidente; nos dois lados hirto-pubérula ou
subglabra, alva ou avermelhada. Estames 2-3 vezes menores que as pétalas; anteras

lineares, tecas quase laterais, recurvadas, alongadas, conectivo alargado, amarronzado,
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com glandula na antera e pequenos tricomas conspicuos nessa regido. Pistilo do mesmo
tamanho dos estames, ovario ovoide e estilete quase que clavado no apice e ruguloso,
estigma piramidal com depressées, trilobado, antes da antese elipsdide e superficie
crenulada. Capsula (segundo Pohl) oblonga, eliptica, rotunda, apice e base obtusos,
retusos, rugosos, lignificados. Sementes sub-rotundas e elipticas, ala aproximadamente

oblonga eliptica circundando toda a semente.

1.1 — var. typica

Ramos grossos, tortuosos, recobertos por cortex suberoso; folhas amplas
frequentemente bem largas, geralmente rigidamente coriaceas

Distribuicao: Minas Gerais, Goias e Sao Paulo

1.2 — var. a oblonga

Ramos grossos, retos, raramente decorticantes, quase lisos; folnas menos coriaceas,
cuneado-oblongas; pétalas avermelhadas (Pohl); estilete alongado.

Distribuicao: Minas Gerais e Goias

1.3 — var. B grandiflora (Figura 5)

Ramos muito espessos, com terminagdes cbnicas, obtuso terminal, cértex suberoso, mas
nao evidenciando as cicatrizes de folhas aglomeradas; folhas lisas obovadas, com alguns
decimetros de comprimento; panicula terminal ramificada na base (quase formando
varias paniculas fasciculadas), floribunda, glabra, ramos muito comprimidos; calice e

corola subglabros; pétalas assim como na forma typica, delicadas.
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KIELMEYERA L corvmbosa var. o, I coriacea var. /3.

Figura 5: llustragéo de K. coriacea var. 3 grandiflora apresentada na obra Flora Brasiliensis por Wawra (1986).
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2 — K. microphylla

Pohl: arvoreta, ramos espessos, com ramificacdo aberta, folhas quase membranaceas,
ca. 8 cm de comprimento, lanceoladas, base geralmente aguda (decorrente), sésseis,
opacas, glabras, enérveas, inflorescéncia com flores avermelhadas, dispostas em
paniculas paucifloras; pétalas hirsutas, anteras (glabras) uniformemente onduladas, com

glandulas.

Tronco arbéreo, lignificado, 2,5 m de altura e 10 cm de largura apice ramificado (Pohl).
Ramos abreviados, formando angulos abertos, dicotdmicos e mais espessados na parte
inferior, cértex amarelado, transversalmente rugoso, acima das folhas que cairam ha
cicatrizes nodosas, apice foliaceo; medula rigida, lenho fragil. Folha 7 cm de
comprimento, 2 cm de largura, submembranacea (talvez o autor tenha tentado supor que
as folhas fiqguem mais rigidas com o tempo), base obtusa ou aguda com peciolo muito
curto, gradualmente atenuada ou plana e folha séssil, quando seca verde escura, opaca,
enérvea, nervura central alva e rugosa ao longo do limbo; nervuras secundarias
sutilissimas, conspicuas sob lente, alternadamente visiveis ou ndo. Panicula pouquissimo
ramificada, subracemosa, contraida, oliganta, breve-estipitada; eixo da raque: pedunculo
rugoso e angular, com poucos tricomas curtos; pedunculo ca. 1 cm de comprimento,
estreito e com apice mais grosso, bractea oblonga, rotunda, marrom escuro e caduca;
cheia de cicatrizes das bracteas opostas acima da base (bractéolas, glabras, margem
levemente ciliada; Pohl). Sépalas com 5 mm de comprimento, ndo muito desiguais,
ovadas, ovadas, obtusas, sub-herbaceas, exteriores principalmente com tricomas
ferrugineos, margem nao totalmente macia. Pétalas 1,5 cm de comprimento, carnosas,
subdesiguais lateralmente, muito obovadas, metade superior externa e internamente
pubérulas, metade inferior subglabra e com nervuras visiveis. Estames do tamanho de
metade das pétalas, pistilo também; antera oblonga, frequentemente fendida e recurvada,
tecas alongadas, tecas alongadas, amareladas, conectivo largo, marrom escuro, glandula
que € levemente supera e pouco desenvolvida. Ovario ovodideo-trigono, estames
estriados, estilete quase mais longo que o ovario 3-sulcado, apice dificilmente espessado;

estigma vestigial, conico e trilobado.
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3 — K. tomentosa

Cambess.: ramos espessados, muito proximos, rugosos; folhas sésseis, coriaceas, quase
que 22,5 cm de comprimento, base cuneada, obovada ou oblonga, aglomeradas,
peninérveas, na face abaxial nervura reticulada e ala formada pela nervura levemente
tomentosa; inflorescéncia disposta em um racemo estipitado curto, raques transversas
rugulosas, pedunculo espesso; anteras lineares e com glandulas; estilete clavado, ovario

quase igual em tamanho, comprimento.

Arbusto; ramos mais espessados na parte inferior, medula farta e dura, quando angulosa,
parte superior do pedunculo do racemo e da raque transversalmente rugulosos, quase
paleaceos, cobertos por um cortex amarelado, glabro. Folhas espacadas ou
aglomeradas, 14 cm de comprimento e 5 cm de largura, peciolo brevissimo, atenuado,
circular, frequentemente retusa, palida, opaca, nervura mediana impressa na face adaxial
e elevada na abaxial, nervuras secundarias ca. 5 mm de distancia entre si, distantes
(abertas), paralelas, indivisas, nervuras precisamente ramificadas entre si. Racemos, as
vezes, corimbiformes, dificilmente mais longos que 5 cm, estipe do mesmo comprimento,
pedunculo da raque denso a parcialmente coberto por tricomas ferrugineos-hirtelos ou
totalmente glabro, pedunculo 2-1 cm de comprimento, anguloso, sustentado por bracteas
externas lanceoladas, hirsutas; bractéolas perto do botdo, alternas, 5 cm de
comprimento, circulares, também caducas (com bracteas). Sépalas subiguais, 7 mm de
comprimento, ovadas, circulares ou subagudas (as mais internas), margem com cilios
(glabra no resto). Pétalas com 2 cm de comprimento, obliquas obovadas, delicadas,
alvas. Estames com metade do comprimento das pétalas, anteras lineares, emarginadas
nos dois lados, a abertura dos léculos se estreita apds a liberacdo dos grupos de pélen,
conectivo dorsalmente alargado. Ovario ovoide, trigono, rugoso; estilete: base
estreitamente clavada, rugosa, 3-sulcada, sulcos dobrados como um joelho (na base)
(fruto apresenta uma elevacao entre as valvas); estigma obtuso, conico, 3-lobado.

Distribuicao: Minas Gerais, Goias e Rio de Janeiro.
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Anexo 2 — Protocolo utilizado para extragdo de DNA gendmico em Kielmeyera coriacea
Mart. & Zucc. e K. grandiflora (Wawra) Saddi (baseado em Doyle & Doyle 1987 e
modificado por Caddah 2009).

Solugao CTAB (10 ml):

H,O MilliQ 5,78 mL

Tris HCI (1M, pH 7,5) 1 mL

NaCl (5M) 2,7 mL

EDTA (0,5M, pH 8,0) 400 pL

PVP (Polivinil Pirrolidona) 40 0,1 g

CTAB (Brometo de Cetiltrimetilaménio) 0,2 g
BME (2-mercaptoetanol) (14M) 20 uL

Para a dissolugdo do CTAB e do PVP, aquecer previamente a solucdo a 65°C;
acrescentar BME por ultimo.

Importante: para que a extracdo seja realizada com sucesso é aconselhado que a
solugdo CTAB nao seja estocada por muito tempo, além disso, ela nunca deve ser

estocada ap6s a adicdo de BME.

Extragao:

1. Colocar 50 mg de folha moida em eppendorf de 2 mL;

2. Adicionar 800 uL da solugédo CTAB;

3. Incubar a 65°C por 1 hora, agitando por inversao a cada 10 minutos;

4. Deixar a temperatura ambiente por 5 minutos;

5. Adicionar 800 uL de SEVAG (24 cloroférmio: 1 alcool isoamilico), de preferéncia
gelado;

6. Misturar delicadamente por inversao por 1 minuto;

7. Centrifugar a 10.000 rpm por 10 minutos;

8. Transferir a fase aquosa para um eppendorf limpo de 1,5 mL;

9. Adicionai mais 800 uL de SEVAG (24 Cloroférmio: 1 Alcool isoamilico);
10. Misturar delicadamente por inversao por 5 minutos;

11. Centrifugar a 10.000 rpm por 10 minutos;

12. Transferir a fase aquosa para um eppendorflimpo de 1,5 mL;

13. Adicionar 300 uL de Isopropanol;
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14. Misturar delicadamente por inversao por 1 minuto;

15. Armazenar a -20°C por 1-24 horas;

16. Centrifugar a 10.000 rpm por 10 minutos;

17. Descartar delicadamente o sobrenadante;

18. Adicionar 1 mL de etanol 70% gelado;

19. Centrifugar a 10.000 rpm por 10 minutos;

20. Descartar o sobrenadante;

21. Secar internamente o tudo (delicadamente com papel absorvente, porém nunca
encostando o papel no DNA, ou deixando descansar a temperatura ambiente ou em
camara de fluxo por algumas horas);

22. Adicionar 1 uL de RNAse (10 mg/ml);

23. Deixar o tubo agitando por pelo menos 1-2 horas;

24. Estocar em freezer (se for por muito tempo) ou geladeira (caso va usar nos proximos

dias).
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Anexo 3 — A. Gel de Quantificagdo de DNA (agarose 1%) com os 6 primeiros pogos
correspondendo ao marcador (lambda - A) nas concentragbes de 50, 100, 150, 200, 250 e
300 ng/uL, respectivamente. Os individuos foram quantificados em triplicata, sendo o
primeiro pogo de cada referente a metade da concentragédo real, o segundo a
concentracao real e o terceiro com duas vezes a concentragdo real. B. Gel de PCR
(agarose 3%), com o marcador 10 kb Plus no lado esquerdo da imagem (utilizado para
verificar se houve amplificagdo dos produtos desejados) e regidao de amplificacéo
destacada no retangulo amarelo.
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Anexo 4 — Gel de poliacrilamida 6% do primer 7, com os individuos numerados em verde

e o marcador (10 pb) em vermelho, utilizado para genotipagem dos individuos. Na parte
inferior da figura ha um detalhe de uma regiao do gel.
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