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RESUMO

De maneira geral, espécies com distribuicao geogréfica restrita apresentam baixos niveis de
variabilidade genética, porém, algumas excecdes a esse padrdo foram encontradas. O
género Lychnophora Mart (Asteraceae: Vernonieae), endémico dos campos rupestres
brasileiros, possui uma grande diversidade de espécies e um alto grau de endemismo.
Quatro espécies de um complexo desse género, com diferentes amplitudes de distribuicao
geografica foram investigadas através da andlise de locos isozimicos e de compostos
terpénicos. Os resultados da andlise isozimica indicam uma maior variabilidade genética
nas espécies com distribuicio geografica mais restrita, sendo este padrio compreendido
através de algumas caracteristicas ecoldgicas e da histdria evolutiva de suas populacdes. A
alta estruturacdo genética entre popula¢des muito préoximas geograficamente indica a acao
de outras forcas evolutivas além do fluxo génico. Os coeficientes de distancia genética e a
andlise de ordenacdo linear das freqii€éncias alélicas corroboram a hipdtese de uma alta
proximidade filogenética entre essas espécies. Quanto a diversidade quimica, Lychnophora
ramosissima, cuja distribuicdo geografica € muito restrita possui o maior nimero de
compostos terpénicos. Essa espécie apresentou compostos exclusivos, o que permitiu
diferencid-la das demais. Em Lychnophora rupestris, L. granmogolense e L. nanuzae, a
composicdo quimica concorda com a maior similaridade morfoldgica entre elas. Algumas

hip6teses sobre a evolucido desse complexo sdo discutidas.
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ABSTRACT

Usually species with a restricted geographic distribution show low genetic variability, but
some exceptions to this pattern have been reported. The genus Lychnophora Mart.
(Asteraceae, Vernonieae), endemic of Brazilian campos rupestres, presents high species
diversity and high degree of endemism. Four species belong to a complex of this genus,
with different geographical ranges, had allozymes loci and terpenic compounds
investigated. Results of allozyme analysis showed higher genetic variability in geographical
restricted species, pattern that could be explaining by some ecological and evolution history
characteristics of this species. The high genetic structure between near populations suggests
the action of others evolutive forces beyond gene flow. The coefficients of genetic
distances and the allelic frequencies analysis corroborate the high phylogenetic proximity
between this species. About chemical diversity, Lychnophora ramosissima, geographically
restricted, had the higher number of terpenic compounds. This species showed exclusive
compounds that permitted distinguish her to the others. In Lychnophora rupestris, L.
granmogolense e L. nanuzae, the chemical composition accords the high morphological

similarity between theirs. Hypothesis about this species complex evolution were discussed.
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INTRODUCAO GERAL

A Cadeia do Espinhago, assim como a maioria das regides montanhosas, €
reconhecida como uma drea de alto endemismo (Kruckeberger e Rabinowitz, 1985;
Giulietti et al.; 1987). O isolamento das suas montanhas e as suas condi¢des ambientais
especiais sdo alguns dos principais responsdveis pela sua composicdo floristica singular
(Rapini, 2002). E uma formacdo geoldgica antiga, datada do Pré-Cambriano, com uma
estrutura atual que reflete a acdo de um longo processo erosivo e da tectdnica mais recente
do Tercidrio (Giulietti, 1987; Giulietti e Pirani, 1988; Harley, 1995).

Essa cadeia montanhosa, localizada nos estados de Minas Gerais e Bahia, possui
cerca de 1.100 Km de comprimento (norte-sul), com elevacdes acima de 800 metros,
chegando a 2000 metros em alguns picos. O substrato € composto principalmente por
quartzito e rochas areniticas. Acima de 900 metros, encontramos um ecossistema
denominado de campos rupestres, cujas principais caracteristicas sdo os solos 4cidos e
oligotréficos, normalmente rasos e arenosos, com muitos afloramentos rochosos, onde
ocorrem principalmente herbaceas, arbustos e subarbustos esclerofilos (Joly, 1970; Giulietti
e Pirani; 1988).

Eiten (1977) foi o primeiro a utilizar a denominacdo complexos para esse
ecossistema, pois ele € constituido por uma série de campos de tipos diferentes tanto
espacialmente quanto floristicamente, formando um mosaico de fisionomias. Essa
complexidade reflete a topografia acidentada, a declividade, e as diferencas locais na
natureza do substrato e microclima. Os campos rupestres sdao interrompidos por regides de
menores altitudes, ocupadas originalmente por mata, cerrado e/ou caatinga, fazendo com
que as espécies de plantas ocorram, na maioria das vezes, em populacdes fragmentadas

(Semir, 1991).
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Segundo Giulietti et al. (1987), os campos rupestres possuem a maior propor¢ao de
espécies endémicas da flora brasileira. Esse endemismo extraordindrio também ja havia
sido apontado por Joly (1970), que o considera maior que o de qualquer outro tipo
vegetacional brasileiro. Nesse ambiente ji foram descritos géneros endémicos, em muitos
casos, com espécies restritas a apenas uma regido especifica ou a uma unica localidade
(Harley & Simmons, 1986; Giulietti et al.; 1987, Guilietti & Pirani, 1988; Harley, 1995;
Semir, 1991).

A grande diversidade de espécies e o alto grau de endemismo fizeram dos campos
rupestres da Cadeia do Espinhago o foco de inimeros estudos, na tentativa de descrever as
floras locais e os padrdes de distribuicdo das espécies (Harley e Simons, 1986; Stannard,
1995; Giulietti et al., 1987; Pirani et al., 1994; Semir, 1991). No entanto, pouco se sabe
sobre os possiveis mecanismos e forcas evolutivas envolvidas na origem e manutengdo
dessa grande diversidade e endemismo, o que € de fundamental importancia no
estabelecimento de programas de manejo e conservacdo para essas dreas (Azevedo et al.,
2001; Borba et al., 2001; Farinaci 2001; Jesus 2001; Jesus et al. 2001).

Ha décadas, quando técnicas eletroforéticas foram utilizadas pela primeira vez para
estudar a variabilidade isozimica em populagdes, uma grande quantidade de estudos
documentou a distribuicdo da variabilidade genética em um grande nimero de espécies
com diferentes formas de vida e sistemas de cruzamento. Grande parte dessa informacao foi
compilada em alguns artigos, na tentativa de estabelecer generalizacdes, principalmente
sobre os niveis de variabilidade genética em espécies com algumas caracteristicas
semelhantes (Hamrick et al., 1979; Loveless and Hamrick, 1984; Hamrick e Godt, 1989;
Karron, 1987). O estabelecimento dessas generalizacOes permite a caracterizacdo genética

de uma espécie para qual a informagcdo genética ainda ndao estd disponivel, o que
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corresponde ndo sé a maioria das espécies de plantas dos campos rupestres, mas também a
maioria das espécies de plantas ja descritas em todo o mundo. No entanto, alguns estudos
mais recentes apontam a dificuldade de inferir os parametros genéticos das espécies de
plantas e os seus provdveis fatores causais a partir do conhecimento de apenas algumas de
suas caracteristicas: ecoldgicas, reprodutivas, ou a sua amplitude de distribuicdo geografica
(Hamrick et al., 1991, 1996; Gitzendanner e Soltis, 2000).

Segundo Li (1997), os processos bioldgicos responsdveis pela distribuicio e
manutencdo da variabilidade genética sdo ainda pouco compreendidos, sendo essencial a
continuagdo dos estudos para o desenvolvimento de fundamentos empiricos sobre essas
conclusdes e para estabelecer os limites aos quais essas generalizagdes possam ser
estendidas.

O género Lychnophora Mart. (Asteraceae: Vernonieae) é eminentemente endémico
no Brasil, ocorrendo, principalmente, nos complexos vegetacionais rupestres da Bahia e
Minas Gerais (Semir, 1991). A grande diversidade e o alto grau de endemismo encontrado
nesse género, com espécies proximas apresentando diferentes amplitudes de distribuicdo
geografica, torna esse grupo muito interessante para a compreensdo da influéncia da
distribuicdo geografica sobre as caracteristicas genéticas das espécies de plantas.

A eletroforese de isozimas vem sendo utilizada com sucesso no estudo de espécies
endémicas (Crawford et al., 1992; Cosner e Crawford, 1994; Francisco-Ortega et al., 1996;
Godt e Hamrick, 1996; Gitzendanner e Soltis, 2000, entre outros) bem como na resolucao
de questdes sistemdticas em Asteraceae (Crawford et al., 1987; Cosner e Crawford, 1990;
Bayer, 1991; Lowe e Abbott, 1996; entre outros).

Além da eletroforese de isozimas, a analise de metabolitos secundarios também tem

sido muito utilizada em trabalhos sistemdticos dos géneros de Asteraceae (Seaman et al.,

3

INTRODUCAO GERAL



1990; Hertz, 1996; Emerenciano et al, 1998; Harborne, 2000). Estudos populacionais
utilizando esses compostos como marcadores evidenciam a sua capacidade para a detecg¢ao
de mecanismos e forcas evolutivas, podendo ser considerados ferramentas importantes na
compreensdo da evolucdo das espécies de plantas (Mabry, 1970; Turner, 1970; Rudloff e
Lopp, 1992; Adams et al., 1993).

O objetivo deste trabalho foi investigar os padrdes evolutivos de um complexo de
espécies de Lychnophora com diferentes amplitudes de distribuicdo geogréfica, a fim de
compreender melhor a relagdo entre a amplitude de distribuicdo geogréfica e a diversidade
genética e quimica e aumentar os conhecimentos sobre a genética e a evolucdo das plantas
dos campos rupestres brasileiros. Para isso, a caracterizacio da variabilidade genética intra
e interespecifica e a sua estruturagdo foi realizada através da eletroforese de isozimas, bem
como a caracterizacdo da composicdo quimica através da andlise dos terpenos presentes

nessas espécies.
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CariTUuLO 1

VARIABILIDADE GENETICA EM ESPECIES DE LYCHNOPHORA MART. COM

DIFERENTES AMPLITUDES DE DISTRIBUICAO GEOGRAFICA



Resumo

Um grande nimero de estudos indica que, de maneira geral, as espécies com distribuicao
geogréfica restrita apresentam baixos niveis de variabilidade genética. No entanto, poucos
desses estudos envolvem comparagdes entre espécies filogeneticamente préximas, podendo
confundir os efeitos da amplitude de distribuicdo geografica sobre a variabilidade genética
com aqueles relacionados a histéria evolutiva do tdxon. Neste trabalho, quatro espécies
proximas pertencentes ao género Lychnophora, com diferentes amplitudes de distribuicao
geogréafica, foram comparadas com relacdo a variabilidade e estruturacdo genética. Os
resultados indicam um padrdo genético oposto as generalizacdes: as espécies com
distribuicdo mais restrita foram as que apresentaram, de maneira geral, maior variabilidade
genética, sendo este padrdo compreendido através de algumas de suas caracteristicas
ecoldgicas e histéricas. A estruturacdo genética dessas espécies ndo estd relacionada a
amplitude de distribuicdo geografica sendo, provavelmente, influenciada pelas suas
caracteristicas reprodutivas, modo de dispersdao das sementes e frutos e por forcas
evolutivas com acdo local. Os baixos coeficientes de distdncia genética e a andlise de
ordenacdo das freqiiéncias alélicas corroboram a hipétese de uma alta proximidade
filogenética entre essas espécies, podendo ser caracterizadas como um complexo.

Palavras chaves: Lychnophora, endemismo, distribuicdo geografica, variabilidade

genética, campos rupestres.
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Introducao

Quando comparamos, de uma maneira geral, os niveis de variabilidade genética
encontrados em espécies com diferentes amplitudes de distribuicdo geogréfica, verificamos
que aquelas com distribuicdo mais restrita apresentam menor variabilidade genética do que
as mais amplamente distribuidas (Karron, 1987; Hamrick e Godt, 1989; Hamrick e Godt,
1996; Godt e Hamrick, 1998; Maki e Asada, 1998; Edwards e Sharitz, 2000; Gitzendanner
e Soltis, 2000; Mateu-Andrés e Segarra-Moragues, 2000; Batista et al., 2001; Hoebee e
Young, 2001; Neel e Ellstrand, 2001; Premoli et al., 2001; Segarra-Moragues e Cataldn,
2002; Chang et al., 2003; Mateu-Andrés e Segarra-Moragues, 2003).

Devido a esse padrdo geral e apesar de argumentos contrdrios (Stebbins, 1980;
Kruckeberger e Rabinowitz, 1985; Holsinger e Gottlieb, 1991), espécies com distribuicao
geografica restrita sdo consideradas um grupo relativamente homogéneo com
caracteristicas comuns, inclusive com relacdo ao grau de variabilidade genética
(Gitzendanner e Soltis, 2000).

Felsenstein (1985) afirma que estudos comparativos entre espécies, com o objetivo de
verificar a existéncia de algum tipo de relacdo entre duas caracteristicas, sdo
freqlientemente conduzidos por métodos estatisticos inadequados, devido ao
desconhecimento da independéncia dos dados. Dessa forma, ndo é possivel definir se as
correlagdes positivas encontradas sdo resultantes de uma descendéncia comum ou de uma
evolucdo convergente. Esse autor (Felsenstein, 1985) e posteriormente, Silvertown e Dodd
(1996) propdem como solucdo para esse problema a utilizacdo de uma filogenia dos taxa
que estdo sendo comparados, considerando nas andlises apenas as caracteristicas que

surgiram apés a sua divergéncia.

11
CAP. I: VARIABILIDADE GENETICA EM ESPECIES COM DIFERENTES AMPLITUDES DE DISTRIBUICAO GEOGRAFICA




No entanto, na auséncia de uma filogenia, os autores (Felsenstein, 1985; Silvertown e
Dodd, 1996) propdem estabelecer comparacdes apenas entre espécies proximas, do mesmo
género ou da mesma familia. Assim, seria mais provavel que a relacdo encontrada entre as
caracteristicas seja independente da histdria evolutiva das espécies.

Com relacdio aos estudos comparativos envolvendo espécies restritas
geograficamente, Kruckeberg e Rabinowitz (1985) também apontaram a necessidade da
andlise de espécies congéneres. Karron et al. (1987), seguindo essas recomendacgdes,
compararam o nivel de variabilidade genética e a taxa de fecundacdo cruzada em onze
pares de espécies congéneres que apresentavam diferentes amplitudes de distribuicao
geogrdfica. Gitzendanner e Soltis (2000) também investigaram a relacdo entre a
distribuicdo geografica e a quantidade de variabilidade genética através de comparacdes em
32 pares de espécies congéneres diferentes daqueles analisados por Karron et al. (1987). Os
resultados dessas andlises corroboram o padrdo de menor variabilidade genética para as
espécies restritas geograficamente verificado nos trabalhos anteriores. No entanto, apesar
desses resultados apontarem uma tendéncia, as comparagdes foram estabelecidas sem levar
em consideracdo diferencgas existentes entre caracteristicas ecoldgicas e de histdria de vida
das espécies, o que segundo alguns autores (Loveless e Hamrick, 1984; Pleasants e Wendel,
1989) poderia influenciar as estimativas de variabilidade genética. Assim, ainda ha a
necessidade de maiores estudos para investigar a ocorréncia de padrdes genéticos nas
espécies de plantas geograficamente restritas.

O género Lychnophora Mart. (Asteraceae, tribo Vernonieae e subtribo
Lychnophorinae), endémico do Brasil, compreende 68 espécies distribuidas em 6 secdes
(Semir, 1991). Ele ocorre em um ecossistema, denominado de campos rupestres,

caracterizado por uma vegetacdo de altitude (900 a 2000 metros acima do nivel do mar),
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com predominio de arbustos e subarbustos, crescendo em solos rasos e arenosos. E uma
vegetacdo tipica da Cadeia do Espinhaco, que se estende de Minas Gerais até a Bahia,
sendo considerada um importante centro de endemismo da flora brasileira (Giulietti et al.,
1987; Harley, 1995; Giulietti et al., 1997).

Quatro espécies presentes na secdo Lychnophora apresentam caracteristicas
morfolégicas muito semelhantes, constituindo um complexo de espécies, mas com
diferentes amplitudes de distribuicio geografica (Semir, 1991). Lychnophora
granmogolense (Duarte) Semir & Leitdo-Filho € mais amplamente distribuida;
Lychnophora rupestris Semir & Leitdo-Filho possui distribuicdo restrita a um local
especifico da Cadeia do Espinhaco; Lychnophora nanuzae Semir & Leitdo-Filho e
Lychnophora ramosissima (Gardner) sao restritas a algumas poucas localidades, sendo as
suas distribui¢des menores do que a de L. rupestris (Semir, 1991).

A alta semelhanga morfoldgica indica uma alta proximidade filogenética entre essas
espécies, as semelhancas florais sugerem a existéncia de sistemas reprodutivos também
muito similares e a sua ocorréncia no mesmo ambiente aponta para semelhancas também
com relacdo a especificidade ao habitat. Devido a essas caracteristicas, esse complexo de
espécies constitui um interessante grupo para investigar a relacdo entre os niveis de

variabilidade genética e a amplitude de distribuicdo geografica das espécies.
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Objetivos

Este trabalho tem como objetivo testar a hipétese de que espécies com distribuicao
geografica restrita possuem menor variabilidade genética do que seus congéneres
amplamente distribuidos, através da caracterizacdo genética de quatro espécies proximas de

Lychnophora Mart. que possuem diferentes amplitudes de distribuicao geografica.

Material e métodos

Espécies e distribuicdo geogrdfica

O género Lychnophora Mart. (Asteraceae, Vernonieae, Lychnophorinae) foi
estabelecido por Martius (1822), revisto e ampliado por varios autores (Semir, 1991). Em
uma revisdo mais recente e completa, Semir (1991), considerou a existéncia de 68 espécies
distribuidas em 6 secdes: Lychnophora, Lychnophoriopsis, Lychnophorioides,
Lychnocephaliopsis, Sphaeranthus e Chronopappus.

As secoes Lychnophora e Lychnophorioides sao as maiores do género, ambas sendo
compostas por 25 espécies. Na secdo Lychnophora, um grupo de 5 espécies foi reconhecido
por Semir (comunicacdo pessoal) como um complexo de espécies, as vezes de dificil
separacdo devido a alta similaridade morfoldgica:

e Lychnophora granmogolense (Duarte) Semir in Hind (Figura 2B), ¢ amplamente
distribuida, ocorrendo em vdérias localidades dos estados da Bahia (Chapada
Diamantina) e Minas Gerais (regidao norte do estado, Figura 1).

e Lychnophora rupestris Semir & Leitdo-Filho inédito (Figura 3B), possui uma
distribuicdo restrita a algumas localidades da Serra do Cipd, regido central do estado
de Minas Gerais (Figura 1), onde é encontrada em um grande niimero de populacdes
(Figura 4).
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e Lychnophora nanuzae Semir & Leitdo-Filho inédito (Figura 2A), ocorre em
algumas poucas localidades proximas da cidade de Diamantina, no Planalto de
Diamantina, norte do estado de Minas Gerais (Figura 1).

e Lychnophora ramosissima (Gardner) (Figura 3A) € encontrada em apenas duas
localidades préximas da cidade de Diamantina, no Planalto de Diamantina, norte do
estado de Minas Gerais (Figura 1), sendo a que mais se diferencia das outras
espécies do complexo (Semir, 1991).

e Lychnophora goiana Semir & Leitdo-Filho apresenta também distribuicdo muito
restrita, sendo encontrada em apenas uma populacdo localizada préxima do
municipio de Posse, no estado de Goids (Semir, 1991). Esta foi a tnica espécie do
complexo ndo incluida neste estudo.

Com excecdo de Lychnophora goiana, todas as outras espécies ocorrem nos
complexos vegetacionais rupestres de Minas Gerais e Bahia.

Nao hd estudos sobre a biologia reprodutiva dessas espécies, mas algumas
observagdes no campo indicam a ocorréncia de vdrios visitantes florais (abelhas,
borboletas, mariposas, formigas e beija-flores). Foram encontrados pelo menos alguns
individuos com flores em todas as espécies durante as coletas realizadas ao longo do ano de
2003, indicando a ocorréncia de sobreposicio nos seus periodos de floracdo. Nao ha
evidéncia de reproducdo vegetativa (observacao em campo).

As populagdes de todas as espécies apresentam-se bem delimitadas espacialmente,
com nao menos do que 100 individuos (Figura 4). De uma maneira geral, as variagdes com
relacio ao tamanho populacional dentro das espécies ndo sdo muito grandes. Entre as
espécies estudadas, Lychnophora ramosissima e L. nanuzae apresentam, aparentemente, 0os
menores tamanhos populacionais.
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Coleta e conservagdo do material biologico

Foram coletadas folhas jovens, mantidas em nitrogénio liquido até o momento da
andlise, de individuos de oito populag¢des naturais de Lychnophora granmogolense, oito de
L. rupestris, duas de L. nanuzae e duas de L. ramosissima, distribuidas em diferentes
localidades dos estados de Minas Gerais e Bahia (Tabela 1, Figura 1). Em cada populagao,
30 individuos foram coletados, considerando uma distancia de pelo menos 3 metros entre
eles e procurando amostrar toda a extensdo da populagcdo. A identificacdo do material foi
realizada pelo Prof. Dr. Jodo Semir (Departamento de Botanica, IB, UNICAMP).

Exsicatas de todas as coletas serdo depositadas como material testemunho no

Herbério da UEC (Departamento de Botanica, IB, Universidade Estadual de Campinas).

Eletroforese de Isoenzimas

Extracdo, sistemas enzimaticos e condicdes de corrida.

Pequenos pedacos de tecido foliar foram triturados em tampao de extracdao (100 ml
TrisHC1 0,1 M pH 7,0, 6,846 g de sacarose, 0,6 g de PVP, 0,0372 g de EDTA, 0,145 g de
BSA, 0,13 g de DIECA, 0,6 g de BORAX, 100 pl de B- mercaptoetanol; modificado de Sun
e Ganders, 1990). Os extratos foram absorvidos em retangulos de papel Whatman #3 (0,4 x
10 mm) que foram aplicados em géis de amido Sigma (8,5%) com 1 cm de espessura. Dos
43 sistemas enzimdticos testados em 9 sistemas gel/eletrodo, obteve-se boa resolucdo para
14 sistemas enzimdticos em 3 sistemas gel/eletrodo (Tabela 2), totalizando 18 supostos
locos. As solugdes reveladoras dos sistemas enzimdticos foram similares as apresentadas
por Soltis et al. (1983; PGM, PGI, ME, DIA, G3PDH, EST, AK, GDH), Corrias et al.
(1991; IDH, 6PGD, G6PDH) e Brune et. al. (1998; ACPH, LAP, PEP). As principais
modificacdes realizadas foram na concentracdo das solucdes usadas. A eletroforese
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horizontal foi conduzida até o marcador (azul de bromofenol) atingir aproximadamente 9
cm do local de aplicacdo.

Analises dos resultados

Os padrdes de bandas foram interpretados geneticamente a partir da observagao direta
dos géis. Os alelos foram identificados por suas mobilidades em relacdo a um individuo
“padrao” pertencente a Lychnophora rupestris. As freqiiéncias alélicas e genotipicas foram
calculadas a partir dessas observagdes.

A proporg¢ao de locos polimérficos (P; critério de 0,95), nimero médio de alelos por
loco (A), heterozigosidade média observada (H,) e esperada (H,), a ultima calculada de
acordo com Nei (1978), foram estimados no nivel populacional e especifico.

Desvios significativos (critério de 0,95) ao esperado pelo equilibrio de Hardy-
Weinberg foram analisados através de um teste exato, usando o método de Monte Carlo
convencional (adaptado por Guo e Thompson, 1992; total de 10.000 permutagdes). A
corre¢do seqiiencial de Bonferroni foi aplicada para corrigir erros tipo I introduzidos na
andlise pela utilizacdo de testes multiplos (Rice, 1989).

Indices de fixacdo (Fjs) foram calculados através do estimador f (Weir e Cockerham,
1984) para os locos e amostras de todas as espécies. Procedimentos “bootstrapping” (total
de 10.000 permutacOes) sobre os locos foram realizados para fornecer intervalos de
confianga de 95% sobre as estimativas calculadas.

A homogeneidade dos indices de fixacdo entre os locos de cada amostra foi testada de
acordo com Gaffney et al. (1990) através da aplicacdo de um teste de homogeneidade entre
coeficientes de correlacdo (Sokal e Rohlf, 1995). Segundo Crow e Kimura (1970) o

parametro Fis pode ser considerado um coeficiente de correlagdo e, portanto, também o seu
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estimador f, sendo adequado o teste de homogeneidade realizado. A fun¢do z utilizada para
transformar os valores de Fis calculados foi a seguinte:

z= 0.5In(1+r)/(1-r),

onder € o Figs.

Um valor médio da estimativa do Fjs de cada amostra foi obtido através do
coeficiente de correlagdo correspondente ao valor médio de z.

A homogeneidade dos Fjs de cada loco entre as amostras de Lychnophora rupestris e
L. granmogolense foi também testada utilizando o mesmo método. Um valor médio de Fis
foi calculado para cada loco em cada espécie, através do cdlculo do valor de Fis
correspondente ao valor médio de z. Para as andlises de homogeneidade, amostras com
menos de dez individuos ndo foram utilizadas (Sokal e Rohlf, 1995).

Diferencas na variabilidade genética entre as amostras e entre as espécies foram
determinadas utilizando uma andlise de variancia de A e H,. Para as andlises de variancia
significativas, testes simultdneos de Bonferroni foram aplicados para comparagdes par a par
entre os taxa ou entre as amostras (Zar, 1999).

Diferencas na variabilidade genética entre as amostras de L. granmogolense
localizadas em cada uma das regides (Minas Gerais e Bahia) foram determinadas utilizando
um teste t pareado para A e H,, sendo os locos agrupados dentro das regides e um teste t
para P, sendo as amostras agrupadas dentro das regides (Archie, 1985).

O nivel de significancia utilizado para os testes sobre os parametros de variabilidade
genética foi de 0,95. A transformacdo arco seno foi utilizada para as estimativas dos
parametros H, e P antes da aplicacdo dos testes estatisticos descritos acima (Archie, 1985;
Zar, 1999). Todos os testes para determinar diferencas na variabilidade genética entre

populacdes ou espécies e para verificar a normalidade e homocedasticidade dos dados
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foram realizados através do programa BioEstat 3.0 (Ayres et al., 2003).

A organizacdo da variabilidade genética nas espécies foi estimada pelo € (Weir e
Cockerham, 1984). Procedimentos bootstrapping sobre os locos foram realizados para
fornecer intervalos de confianca de 0,95 sobre as estimativas # calculadas. Uma matriz
para os valores de 8 e outra para as distincias geograficas foram produzidas para as
amostras das espécies Lychnophora rupestris € L. granmogolense. Essas matrizes foram
comparadas através de um teste de Mantel baseado em 5000 randomizacgdes para investigar
a existéncia de padrées de isolamento por distdncia. As distancias geograficas foram
calculadas diretamente pela diferenca nas coordenadas UTM (Universal Transverse
Mercator) aproximadas em quildmetros.

Matrizes com as distancias genéticas (Nei, 1978) entre as amostras e entre as espécies
foram produzidas. A partir da matriz de distancia genética populacional foi definido um
dendrograma através de uma andlise de UPGMA (Sneath e Sokal, 1973). Procedimentos
bootstrapping sobre os locos (2000 permutagdes) foram realizados para testar a consisténcia
de cada agrupamento gerado por essa andlise.

Uma andlise de ordenagdo linear (PCA, principal components analysis) baseada nas
freqiiéncias alélicas das amostras foi feita utilizando uma matriz de variancia-covariincia
(James e McCulloch, 1990). O programa PC-ORD para windows versdao 3.11 foi utilizado
nessa andlise (McCune e Mefford, 1997).

Os parametros de diversidade genética, os estimadores f e 6, os coeficientes de
distancia genética, o teste de Mantel, a andlise de UPGMA, as freqiiéncias alélicas e
genotipicas, e todos os procedimentos bootstrapping foram calculados através do programa

TFPGA (Miller, 1997).
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Tabela 1. Localizag¢do das populagdes das espécies de Lychnophora amostradas.

Espécie Localidade Amostra

Latitude Longitude
S W)

L. granmogolense Montes Claros/ MG LG1
Montes Claros/ MG LG2

Grao Mogol/MG LG3

Barra da Estiva/BA LG4

Palmeiras/BA LG5

Mucugé/BA LG6

Botumirim/MG LG7

Rio de Contas/BA LG8

L. rupestris LR1
LR2

LR3

Serra do Cip6/MG LR4

LR5

LR6

LR7

LR8

L. nanuzae Diamantina/MG LN1
LN2
L ramosissima Diamantina/MG LRAL1
LRA2

16°58'618"  43°20'995"
16°31'829"  43°18'814"
16°34'238"  42°51'516"
13°33'480"  41°12'680"
12°33'170"  41°30'870"
12°59230"  41°20'940"
16°44'563"  43°04'622"
13°34'800"  41°48'670"
19°17'705"  43°36'060"
19°17'661"  43°35'851"
19°17281"  43°34'005"
19°17'325"  43°33'601"
19°17'325"  43°33'601"
19°17'115"  43°33'120"
19°15'844"  43°35'398"
19°18730"  43°37'510"
18°12'019"  43°42'329"
18°13'020"  43°35'560"
18°07'856"  43°43'743"
18°07'857"  43°43'799"

Tabela 2. Sistemas gel/eletrodo, condig¢oes de corrida e sistemas enzimaticos padronizados.

Sistemas

Condicdes

Sistemas enzimaticos

de corrida

eletrodo: 37g 4cido bérico, 4,8g de NaOH para 1L de dgua,
pH 8,0. gel: 18,4g Tris, 2,8g acido citrico para 1L de dgua,
pH 8.0.

eletrodo: 37g 4cido bérico, 4,8g de NaOH para 1L de dgua,

G6PDH (EC. 1.1.1.49), IDH (EC.
1.1.1.42), 6PGD (EC. 1.1.1.44),

75V G3PDH (EC. 1.2.1.12), ACPH

(EC 3.1.3.2).

ME (EC. 1.1.1.40), EST (EC.
3.1.1.1), DIA (EC. 1.8.1.4).

pH 8,0 gel: 2,42g Tris para 1000ml de dgua, pH 8,5. 65V
eletrodo: 0,6g de hidréxido de litio, 5,9¢g de 4cido bérico e PGI (EC 5.3.1.9), PGM (EC
1.1g de EDTA para 1L de dgua, pH 8,0; gel: tampdo do 15 Ma 2.7.5.1), LAP (EC. 3.4.11.1), AK

eletrodo diluido 1:10.

(EC. 2.7.4.3), GDH (EC. 1.4.1.2),
PEP (EC. 3.4.11.10).
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Figura 1. Localizacdo das populacdes das espécies de Lychnophora amostradas.
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Figura 2. Habito, morfologia e ambiente de Lychnophora nanuzae e Lycnophora granmogolense. L.
nanuzae: A, héabito; A’, detalhes dos ramos com glomérulos. L. granmogolense: B, hébito; B’,
detalhes dos ramos com glomérulos; B’’, detalhe do glomérulo.
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Figura 3. Habito, morfologia e ambiente de Lychnophora ramosissima e Lycnophora rupestris. L. ramosissima: A,
hébito; A’, detalhes dos ramos com glomérulos. L. rupestris: B, héabito; B’, detalhes dos ramos com
glomérulos.
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Figura 4. Campos rupestres. Populacdo da espécie Lychnophora rupestris. Minas Gerais, Serra do Cipd.
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Resultados

Variabilidade genética dentro das populacdes e das espécies

As freqiiéncias alélicas para todos os locos e amostras analisadas sdo apresentadas na
Tabela 3. Dos 18 locos enzimdticos analisados, 15 foram polimérficos em pelo menos uma
amostra para Lychnophora nanuzae e L. ramosissima. Em L. rupestris, 16 dos 18 locos e
em L. granmogolense, todos os 18 locos analisados foram polimérficos em pelo menos uma
amostra (Tabela 3). O nimero total de alelos encontrados foi: 67 para L. rupestris; 52 para
L. nanuzae; 52 para L. ramosissima e 59 para L. granmogolense. Dos 67 alelos encontrados
nos locos analisados para L. rupestris, onze sao exclusivos dessa espécie, sendo que seis
possuem freqiiéncias abaixo de 1% , quatro com freqiiéncias entre 1 e 5% e apenas um com
freqliéncia acima de 5%. Em L. nanuzae e L. ramosissima, dos 52 alelos encontrados,
apenas dois sdo exclusivos para cada uma das espécies, com freqiiéncias entre 1 e 5%. De
todos os alelos encontrados em L. granmogolense, cinco s6 ocorrem nessa espécie, sendo
quatro muito raros (freqiiéncia abaixo de 1%) e apenas um com freqiiéncia entre 1% e 5%.
Em 16 locos, o alelo mais freqiiente € o0 mesmo para todas as amostras. Em 10 dos 14 locos
polimérficos para todas as espécies, os alelos ou a freqiiéncia dos alelos presentes em L.
granmogolense representam, de maneira geral, um subconjunto daqueles presentes em pelo
menos uma das espécies com distribuicao mais restrita.

No nivel especifico, Lychnophora rupestris e L. granmogolense apresentaram
estimativas semelhantes para os parametros de variabilidade genética (L. rupestris: P =
72,2, A =3,7, H, = 0,236; L. granmogolense: P = 72,2, A = 3,3, H, = 0,220; Tabela 4).
Ambas apresentam maior porcentagem de locos polimérficos do que L. ramossissima (P =
66,7; Tabela 4) e maior nimero médio de alelos por loco do que L. ramosissima e L.

nanuzae (A = 2,9; Tabela 4). Lychnophora nanuzae apresenta a maior porcentagem de
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locos polimérficos (P = 77,8; Tabela 4) em relagdo as outras espécies. Para a estimativa de
heterozigosidade esperada L. ramosissima possui o maior valor, sendo este semelhante ao
obtido para L. nanuzae e ambos maiores do que as estimativas desse parametro para L.
rupestris e L. granmogolense (L. nanuzae, H, = 0,269; L. ramosissima, H, = 0,297; Tabela
4). Apesar das diferencas observadas entre as estimativas dos parametros de variabilidade
genética entre as espécies, estas ndo sao estatisticamente significativas (Tabela 4).

No nivel populacional, os valores médios para as estimativas de variabilidade das
espécies com distribuicdo mais restrita foram, de maneira geral, maiores do que as médias
das estimativas para Lychnophora granmogolense, a espécie com distribuicdo mais ampla
(Tabela 5). As estimativas de variabilidade para L. rupestris foram mais préximas aquelas
apresentadas pela espécie L. granmogolense (Tabela 5).

Foram encontradas diferencas significativas entre as estimativas de variabilidade
genética intrapopulacional das espécies analisadas (A: F =3,30337, p = 0,0001; H,.: F =
1,7092, p = 0,0328, Tabela 5). Diferencas significativas dessas estimativas foram
observadas principalmente entre comparacdes nas quais amostras de Lychnophora
granmogolense estavam presentes. Diferencas significativas para a estimativa A e H, foram
observadas, principalmente, em comparagdes envolvendo as amostras LG2, LG4 e LGS
(Tabela 6 e 7). Tanto com relacdo ao nimero médio de alelos por loco (A) quanto a
heterozigosidade esperada (H,), os valores estimados para as amostras destacadas acima
foram sempre menores. O nimero de testes significativos para os valores de H, foi menor
do que aqueles para o nimero médio de alelos por loco (Tabelas 6 e 7).

Diferencas regionais nas estimativas de variabilidade entre as amostras de

Lychnophora granmogolense foram significativas apenas para o nimero médio de alelos
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por loco (A: t = 3,1888, p = 0,0053; H,: t = 1,3646, p = 0,1901; P: t = 0,2072, p = 0,844,
Tabela 8).

Todas as espécies e amostras apresentam valores baixos e similares de
heterozigosidade observada (Tabelas 4 e 5).

Foram encontrados desvios significativos as propor¢des genotipicas esperadas no
equilibrio de Hardy-Weinberg em pelo menos uma amostra para 15 locos de Lychnophora
rupestris, 10 de L. nanuzae, 14 de L. ramosissima e 11 de L. granmogolense (Tabela 3). Os
Fis médios foram muito altos para todas as espécies e para a maioria das amostras (Tabela
9).

As estimativas de Fjs sdo heterogéneas entre os locos de todas as amostras de
Lychnophora rupestris e na maioria das amostras de L. granmogolense (Tabela 10). As
estimativas desse parametro mostraram-se heterogéneas para os locos de uma das duas
amostras de L. nanuzae e L. ramosissima (Tabela 10).

Em Lychnophora granmogolense, 7 dos 13 locos analisados possuem valores
heterogéneos de Fis entre as amostras. Em L. rupestris, 8 dos 13 locos analisados possuem
valores heterogéneos para esse parametro entre as amostras. Os locos heterogéneos entre as
amostras de ambas as espécies possuem os maiores valores de Fis (calculados a partir dos
valores médios de z; L. rupestris, Fis = 0,14 — 0,87; L. granmogolense, Fis = 0,26 — 0,98). A

grande maioria dos outros locos possui valores baixos desse parametro (Tabela 11).
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Tabela 3. Freqiiéncias alélicas em populacdes de L. rupestris (LR), L. nanuzae (LN), L. ramossissima (LRA) e L. granmogolense (LG). N = tamanho amostral.

*= locos que apresentaram desvios significativos ao equilibrio de Hardy-Weinberg apds correcdo seqiiencial de Bonferroni.

Populagoes
LR1 LR2 LR3 LR4 LRS LR6 LR7 LR8 LN1 LN2
Alelos
PGM-1
N 48* 42% 28 11 20 20 38 24* 26* 21
1 0,063 0,036 0 0 0,075 0,025 0,053 0,354 0,096 0,262
2 0,875 0,857 0,929 0,864 0,900 0,875 0,908 0,646 0,712 0,738
3 0,063 0,095 0,036 0,091 0,025 0,100 0,039 0 0,173 0
4 0 0,012 0,036 0,045 0 0 0 0 0,019 0
PGM-2
N 43 45 27 11 20 20 36 27 31* 21
1 0,023 0 0 0 0 0 0 0 0,161 0,024
2 0,023 0,022 0 0 0 0 0 0 0,210 0,095
3 0,919 0,911 0,963 1,000 1,000 0,975 0,875 0,944 0,613 0,714
4 0,035 0,067 0,037 0 0 0,025 0,125 0,056 0,016 0,167
PGI-1
N 37 49* 28 11 19 21 41 28 32% 20
1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2 0 0,082 0 0,364 0 0 0 0 0 0
3 0 0 0,018 0 0 0 0 0 0,125 0
4 1,000 0,898 0,911 0,636 1,000 0,976 0,988 0,964 0,563 0,725
5 0 0,036 0 0,024 0,012 0,036 0 0,225
6 0 0 0,036 0 0 0 0 0 0,313 0,050
7 0 0,020 0 0 0 0 0 0 0 0
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Tabela 3. (continuacio).

Populagoes
LR1 LR2 LR3 LR4 LRS LR6 LR7 LR8 LN1 LN2
Alelos
PGI-2
N 53 44* 28 11 16 21 41* 27% 30* 18*
1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2 0,019 0 0,036 0 0,031 0 0,061 0,093 0,033 0
3 0,981 0,841 0,964 0,818 0,969 0,976 0,354 0,796 0,900 0,778
4 0 0,159 0 0,182 0 0,024 0,220 0,111 0,067 0,222
5 0 0 0 0 0 0 0,366 0 0 0
EST-2
N 51 30 10 4 20 20 42% 23* 27 18
1 0 0 0 0 0 0 0 0 0,037 0
2 0,108 0,117 0,050 0,125 0,375 0,050 0,107 0,065 0,111 0,056
3 0,853 0,833 0,900 0,625 0,550 0,825 0,655 0,761 0,852 0,861
4 0,039 0,050 0,050 0,250 0,075 0,125 0,238 0,174 0 0,083
EST-1
N 55% 31* 10 4 20 21* 42% 28* 28* 19
1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2 0,036 0 0 0 0 0 0,024 0 0 0
3 0,636 0,839 0,850 0,500 0,900 0,524 0,619 0,857 0,714 1,000
4 0,327 0,161 0,150 0,500 0,100 0,476 0,357 0,143 0,286
5 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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Tabela 3. (continuacio).

Populagoes

LR1 LR2 LR3 LR4 LRS LR6 LR7 LR8 LN1 LN2
Alelos
G3PDH
N 55% 44 25 11 20 21 40* 27 19% 14
1 0 0 0 0 0,025 0 0
2 0,127 0,023 0,020 0 0,025 0 0,053
3 0,873 0,977 0,940 1,000 0,800 1,000 0,825 0,926 0,789 1,000
4 0 0 0,040 0 0,175 0 0,113 0,074 0,158 0
5 0 0 0 0 0,025 0 0,013 0 0 0
LAP
N 51* 43* 26* 11 19 18 42 28 31* 20%
1 0 0,047 0,077 0 0 0 0 0 0 0
2 0,147 0,105 0,250 0 0 0 0 0 0,016 0
3 0,373 0,453 0,269 0,182 0,237 0,056 0,119 0,232 0,339 0,225
4 0,412 0,326 0,404 0,727 0,500 0,722 0,690 0,482 0,097 0,175
5 0,049 0,070 0 0,091 0,237 0,222 0,143 0,250 0,371 0,575
6 0,020 0 0 0 0,026 0 0,048 0,036 0,177 0,025
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Tabela 3. (continuacio).

Populagoes

LR1 LR2 LR3 LR4 LRS LR6 LR7 LR8 LN1 LN2
Alelos
PEP
N 53 38 27 10 18 21 41 26 35 21
1 0 0 0 0
2 0,934 0,987 0,944 0,900 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
3 0,066 0,013 0,037 0 0 0 0 0 0 0
4 0 0 0 0,100 0 0 0 0 0 0
5 0 0 0,019 0 0 0 0 0 0 0
ME
N 44 31* 19 7 7 21 21 13 11 12
1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2 1,000 0,935 1,000 1,000 0,929 1,000 1,000 1,000 0,909 1,000
3 0 0,065 0 0 0,071 0 0 0 0,091 0
GDH
N 20 35* 21* 11 20 21 19% 27* 34* 21*
1 0,050 0 0 0 0 0 0,053 0,037 0,029 0
2 0,950 0,786 0,667 1,000 1,000 0,952 0,763 0,778 0,882 0,905
3 0 0,014 0,190 0 0 0,048 0,184 0,185 0,088 0,095
4 0 0,200 0,143 0 0 0 0 0 0 0
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Tabela 3. (continuacio).

Populagoes

LR1 LR2 LR3 LR4 LRS LR6 LR7 LR8 LN1 LN2
Alelos
AK-1
N 32 45 28 7 20 19 42 28 35 21
1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,952
3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,048
AK-2
N 30* 45* 28 7 20 21 34 28 35 19
1 0 0 0 0 0 0 0,044 0 0 0
2 0,867 0,956 1,000 1,000 1,000 1,000 0,956 1,000 1,000 1,000
3 0,133 0 0 0 0 0 0 0 0 0
4 0 0,044 0 0 0 0 0 0 0 0
IDH
N 20% 36* 22% 8 17* 18 37* 10 23 21
1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2 0,350 0 0 0 0,059 0,139 0,041 0,100 0,043 0,095
3 0,600 0,542 0,682 0,188 0,500 0,833 0,635 0,900 0,957 0,810
4 0,050 0,458 0,318 0,813 0,382 0,028 0,324 0 0 0,095
5 0 0 0 0 0,059 0 0 0 0 0
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Tabela 3. (continuacio).

Populagdes
LR1 LR2 LR3 LR4 LRS LR6 LR7 LR8 LN1 LN2

Alelos

6PGD

N 17 49 28 11 19 15 40* 28* 34* 21*

1 0 0 0 0 0 0 0,025 0,036 0,044 0,143

2 1,000 0,980 1,000 1,000 1,000 1,000 0,925 0,929 0,897 0,714

3 0 0,020 0 0 0 0 0,050 0,036 0,059 0,143

G6PDH

N 0 25% 22 11 12 7 31* 13* 9 20

1 0,020 0,023 0 0 0 0 0 0 0

2 0,040 0 0,182 0 0,143 0 0,077 0 0,075

3 0,720 0,955 0,818 0,167 0,857 0,855 0,615 0,833 0,825

4 0,220 0,023 0 0,833 0 0,145 0,308 0,167 0,100

DIA

N 2 27% 14 11 20% 21% 42 28 29 20

1 0 0,074 0,071 0 0 0 0 0 0,086 0

2 1,000 0,870 0,929 1,000 0,700 0,524 1,000 1,000 0,914 0,950

3 0 0,056 0 0 0,300 0,476 0 0 0 0,050

ACPH

N 2 7 0 0 20 21 21 21* 15% 11

1 0 0 0 0 0 0,143 0 0

2 1,000 1,000 1,000 0,905 0,952 0,667 0,733 0,909

3 0 0 0 0,095 0,048 0,190 0,267 0,091
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Tabela 3. (continuacio).

Populagoes

LRAI LRA2 LG1 LG2 LG3 LG4 LG5 LG6 LG7 LG8
Alelos
PGM-1
N 50* 32% 35* 21 17 7 26 22 22 13
1 0,060 0,156 0,086 0,119 0,059 0,019 0 0 0
2 0,760 0,781 0,814 0,881 0,882 1,000 0,885 0,841 0,750 0,769
3 0,170 0,063 0,100 0 0,059 0 0 0,159 0,205 0,231
4 0,010 0 0 0 0 0 0,096 0 0,045 0
PGM-2
N 47* 30* 36 21 20 7 27 28 27 18
1 0,287 0 0 0 0 0 0,074 0 0 0
2 0,479 0,350 0 0 0 0 0 0 0 0
3 0,223 0,633 1,000 1,000 1,000 1,000 0,926 1,000 1,000 1,000
4 0,011 0,017 0 0 0 0 0 0 0 0
PGI-1
N 50* 35 37 21* 18 5 27% 28 29* 18*
1 0,060 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
3 0 0 0,122 0,190 0 0 0,148 0,071 0,017 0
4 0,840 0,971 0,851 0,810 0,972 1,000 0,648 0,929 0,362 0,778
5 0,050 0,029 0,027 0 0,028 0 0,204 0 0,086 0,222
6 0,020 0 0 0 0 0 0 0 0,534 0
7 0,030 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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Tabela 3. (continuacio).

Populagoes

LRAI LRA2 LG1 LG2 LG3 LG4 LG5 LG6 LG7 LG8
Alelos
PGI-2
N 48* 29* 30* 21 20% 12 23 21 28* 17
1 0 0,086 0 0,071 0 0 0 0 0 0
2 0,115 0,069 0,067 0,048 0,150 0,083 0,152 0 0,071 0,118
3 0,854 0,810 0,900 0,881 0,725 0,917 0,848 0,905 0,804 0,882
4 0,031 0,034 0,033 0 0,125 0 0 0,095 0,125 0
5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
EST-2
N 49* 30* 26 19 15 12 16 28 24 18
1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2 0,235 0,267 0,115 0 0,067 0 0,063 0,125 0,063 0
3 0,704 0,550 0,788 0,974 0,900 1,000 0,938 0,875 0,917 0,944
4 0,061 0,183 0,096 0,026 0,033 0 0 0 0,021 0,056
EST-1
N 50* 35 28 12 15 30 18 18 18
1 0 0 0 0 0 0,050 0 0 0
2 0,010 0,043 0 0 0 0 0,067 0 0,111 0
3 0,570 0,957 1,000 1,000 0,933 1,000 0,883 1,000 0,889 1,000
4 0,400 0 0,067 0 0
5 0,020 0 0 0 0
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Tabela 3. (continuacio).

Populagoes
LRAI LRA2 LG1 LG2 LG3 LG4 LG5 LG6 LG7 LG8
Alelos
G3PDH
N 54* 29* 13* 21 21 10 0 0 0 0
1 0 0 0 0
2 0,565 0,172 0,154 0,048
3 0,417 0,793 0,577 1,000 0,905 1,000
4 0,019 0,034 0,269 0 0,048 0
5 0 0 0 0 0 0
LAP
N 51* 33* 35* 15 15% 12 28 26* 25 17
1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2 0 0,015 0,029 0,133 0,100 0 0 0 0 0
3 0,010 0,061 0,314 0,433 0,233 0,375 0,196 0,115 0 0,147
4 0,706 0,636 0,657 0 0,333 0,625 0,804 0,750 0,940 0,853
5 0,176 0,288 0 0,433 0,300 0 0 0,135 0,060 0
6 0,108 0 0 0 0,033 0 0 0 0 0
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Tabela 3. (continuacio).

Populagoes

LRAI LRA2 LG1 LG2 LG3 LG4 LG5 LG6 LG7 LG8
Alelos
PEP
N 53 35 23 21 19 10 30 28 27 15
1 0 0,022 0 0 0 0
2 0,991 1,000 0,978 1,000 0,921 0,950 0,967 1,000 1,000 0,900
3 0,009 0 0 0 0,079 0,050 0,033 0 0 0,100
4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
ME
N 27 30 34 7 17 12 28 28 27 18
1 0 0 0 0 0 0 0,018 0 0 0
2 1,000 0,933 1,000 1,000 1,000 1,000 0,982 0,946 0,944 0,944
3 0 0,067 0 0 0 0 0 0,054 0,056 0,056
GDH
N 50* 35* 37* 21* 17 12 24* 28* 29 18
1 0,400 0 0,095 0,048 0 0,167 0,042 0 0 0,056
2 0,540 0,943 0,743 0,905 0,853 0,833 0,875 0,893 1,000 0,944
3 0,060 0,057 0,162 0,048 0,147 0 0,083 0,107 0 0
4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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Tabela 3. (continuacio).

Populagoes
LRAI LRA2 LG1 LG2 LG3 LG4 LG5 LG6 LG7 LG8

Alelos
AK-1
N 49 35 37 21 21 12 30 28 29* 18
1 0 0 0,027 0 0 0 0 0,036 0,655 0
2 1,000 1,000 0,973 1,000 1,000 1,000 1,000 0,964 0,345 1,000
3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
AK-2
N 41* 35 32 21 21 12 17 13 29 13
1 0,085 0 0,016 0 0 0 0 0 0 0
2 0,915 1,000 0,953 1,000 1,000 1,000 0,941 1,000 1,000 1,000
3 0 0 0,031 0 0 0 0,059 0 0 0
4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
IDH
N 25% 6 34 21 18* 12 22 22 4 0
1 0 0 0,029 0 0 0 0 0 0
2 0 0,015 0 0,042 0
3 0,840 1,000 0,868 1,000 0,667 0,958 1,000 0,386 1,000
4 0,160 0 0,088 0 0,333 0 0 0,614 0
5 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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Tabela 3. (continuacio).

Populag¢des
LRAI LRA2 LG1 LG2 LG3 LG4 LG5 LG6 LG7 LG8
Alelos
6PGD
N 53* 14 36 21 21 12 20 14 22% 0
1 0 0 0,042 0 0,095 0 0,150 0 0,068
2 0,830 0 0,931 1,000 0,905 1,000 0,850 0,286 0,750
3 0,170 1,000 0,028 0 0 0 0 0,714 0,182
G6PDH
N 12% 0 34 12 18 7 17 26 20 0
1 0 0 0 0 0 0 0 0
2 0,417 0,015 0,042 0,111 0 0,029 0,154 0,150
3 0,583 0,897 0,958 0,889 1,000 0,971 0,846 0,850
4 0 0,088 0 0 0 0 0 0
DIA
N 54 35* 37* 21 14 12 30 28 29* 18
1 0,009 0 0,122 0 0 0 0,150 0,107 0,052 0
2 0,991 0,914 0,878 1,000 1,000 1,000 0,850 0,857 0,483 1,000
3 0 0,086 0 0 0 0 0 0,036 0,466 0
ACPH
N 47 35 0 9 11 0 21* 24* 15 18
1 0 0 0 0 0 0 0,067 0
2 1,000 1,000 1,000 1,000 0,810 0,125 0,867 0,722
3 0 0 0 0 0,190 0,875 0,067 0,278
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Tabela 4. Parametros de variabilidade genética em quatro espécies de Lychnophora e resultado das
andlises de varidncia de alguns desses pardmetros entre as espécies. Os desvios padrdes das

estimativas estdo representados entre parénteses.

Heterozigosidade média

N°médio de  N° médio de % locos
Populacdo individuos alelos por  polimorficos b a z a
por loco loco (A) (P) servada sperada por
(H,) HdyWbg (H,)
L. rupestris 197,8 (10 3,7 (0,3) 72,2 0,057 0,020 0,236 (0,044)
L. nanuzae 45,7 2.5 2,9 0,3) 77,8 0,093 (0,026) 0,269 (0,045)
L. ramosissima 75,2 4,9 2,9 0,3 66,7 0,0570,017 0,297 (0,050
L. granmogolense 157,7 a7 3,302 72,2 0,058 (0,010 0,220 (0,033
F =2,095 F =2,447
ANOVA - - -
p=0,1082 p =0,8656
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Tabela 5. ParAmetros populacionais de variabilidade genética em L.rupestris (LR), L. nanuzae (LN), L.
ramosissima (LRA) e L. granmogolense (LG) e resultados das andlises de varidncia de alguns
desses parametros entre as populacdes. Os desvios padroes dessas estimativas estdo
representados entre parénteses.

N°médio de  N° médio de % locos Heterozigosidade média
Populacdo individuos alelos por  polimorficos Observada _ Esperada por
por loco loco (A) (P) (H,) HdyWhbg (H.)
LR1 32,6 (45 1,8 (0,2) 44,4 0,042 (0,025) 0,154 (0,048)
LR2 37,0 @5 2,6 (02) 66,7 0,049 (0.,016) 0,221 (0,044)
LR3 21,8 (1,9 2,3 (02) 55,6 0,055 (0,015) 0,168 (0,047
LR4 8.8 (0,7 1,7 0,2 50 0,047 (0,020 0,195 0,053)
LR5 18,2 0.8 1,9 0,2 50 0,075 (0,030 0,193 (0,055)
LR6 19,3 0.8 1,9 0,2 44,4 0,049 (0,021 0,165 (0,043
LR7 36,1 (1,9 2,5 (03) 61,1 0,068 (0,023 0,244 (0,052)
LR8 24,1 (14 2,2 (02) 66,7 0,068 (0,029 0,233 (0,051)
L. rupestris 24,82 (3,5 2,11 (0,12 54,86 0,057 0,004y 0,197 (0,012
LNI1 26,9 2,0 2,6 (03) 77,8 0,095 (0,028) 0,282 (0,05
LN2 18,8 0.7 2,2 (02) 66,7 0,087 (0,026) 0,231 (0,046)
L. nanuzae 22,85 4,0) 2,4 0,2 72,25 0,091 0,009y 0,256 (0,025
LRALI 46,6 (2.9 2,7 (03) 72,2 0,070 (0,022) 0,296 (0,052)
LRA2 28,6 2.5 2,1 02 50 0,035 (0,015 0,177 (0,049
L. ramosissima 37,6 9,0 2,4 0,3) 61,1 0,053 (0,017) 0,237 (0,06)
LGl 30,3 2.3 2.4 (02 61,1 0,065 (0.,016) 0,200 (0,042)
LG2 18,1 a,n 1,6 0,2 27,8 0,028 (0,015) 0,094 (0,039
LG3 17,7 0.7 2,1 02 61,1 0,034 0,012 0,179 (0,048)
LG4 9,7 (0.8 1,3 0.1 22,2 0,015 (0,008) 0,062 0,031)
LG5 23,2 (1,7 2,1 02 66,7 0,067 0,017 0,175 0,033)
LG6 22,8 (1,7 1,8 «o,n 66,7 0,074 (0,024) 0,180 (0,037
LG7 22,5 2,0 2,1 02 66,7 0,072 (0,020 0,214 (0,048)
LG8 13,4 a7 1,5 o1 50 0,035 (0,014 0,118 (0,035
L. granmogolense 19,71 2,3 1,86 (0,13 52,79 0,049 0,008y 0,153 (0,019
. oo . Foime
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Tabela 6. Representacdo dos resultados significativos (p <0,05) dos testes simultaneos de Bonferroni (células em negrito) para o nimero médio de alelos por
locos (A) entre as populagdes das espécies L. rupestris (LR), L. nanuzae (LN), L. ramosissima (LRA), L. granmogolense (LG).

LR1 LR2 LR3 LR4 LR5 LR6 LR7 LR8 LN1 LN2 LRA1 LRA2 LG1 LG2 LG3 LG4 LG5 LG6 LG7 LG8

LR1
LR2
LR3
LR4
LR5
LR6
LR7
LR8
LN1
LN2
LRA1 [
LRA2
LG1
LG2
LG3

LG4
LGS
LG6

LG7
LG8

= n__
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Tabela 7. Representacdo dos resultados significativos (p <0,05) dos testes simultdneos de Bonferroni (células em negrito) para as estimativas de heterozigosidade
esperada (H,) entre as amostras das espécies L. rupestris (LR), L. nanuzae (LN), L. ramosissima (LRA), L. granmogolense (LG).

LR1 LR2 LR3 LR4 LR5 LR6 LR7 LR8 LN1 LN2 LRA1 LRA2 LG1 LG2 LG3 LG4 LG5 LG6 LG7 LG8

LR1

LR2

LR3

LR4

LR5

LR6

LR7

LR8

Nt ||

LN2

Lrat [ I

LRA2 B
LG1

LG2 I I e
LG3

LG4

LG5

LG6

LG7

LG8 | I
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Tabela 8. Parametros de variabilidade genética por regido para L.
granmogolense e resultado das andlises de comparacdo de médias

entre elas.
Heterozigosidade
N° médio de % locos média
Populacdo alelos por  polimorficos
loco (A) (P) Esperada por
HdyWbg (H,)
Minas Gerais 2,014 54,2 0,208
Bahia 1,569 51,4 0,136
t =0,2072
Teste t - -
p=23844
t =3,1888 t=2,5875
Teste t pareado -
p =0,0053 p=0,191

44

CAP. I: VARIABILIDADE GENETICA EM ESPECIES COM DIFERENTES AMPLITUDES DE DISTRIBUICAO GEOGRAFICA




Tabela 9. Estrutura da variabilidade genética intrapopulacional de L.
rupestris (LR), L. nanuzae (LN), L. ramosissima (LRA), L.
granmogolense (LG) (f, Weir and Cockerham. 1984).

Intervalo de confianca

Populagdes Fig (95%)*

LR1 0,733 0,361-0,939
LR2 0,780 0,648-0,866
LR3 0,681 0,327-0,794
LR4 0,774 0,446-0,926
LR5 0,617 0,397-0,722
LR6 0,707 0,402-0,854
LR7 0,723 0,540-0,825
LR8 0,712 0,517-0,900
L. rupestris 0,734 0,619-0,857
LN1 0,667 0,454-0,791
LN2 0,627 0,442-0,738
L. nanuzae 0,648 0,534-0,784
LRAI 0,767 0,640-0,874
LRA2 0,806 0,672-0,916
L. ramosissima 0,788 0,689-0,888
LGl 0,679 0,498-0,788
LG2 0,712 0,598-0,950
LG3 0,813 0,658-0,910
LG4 0,770 0,016-1,0

LG5 0,624 0,425-0,779
LG6 0,595 0,383-0,779
LG7 0,669 0,406-0,746
LG8 0,711 0,539-0,870
L. granmogolense 0,675 0,598-0,746

bootstraping sobre os locos
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Tabela 10. Teste de heterogeneidade para os valores de Fjs (f, Weir & Cockerham, 1984)
entre os locos nas populagdes das espécies L. rupestris (LR), L. nanuzae (LN),
L. ramosisssima (LRA), L. granmogolense (LG). F;*valor obtido a partir do
coeficiente de correlacgio correspondente ao z médio calculado.

2

Populagdo X p z médio Fi.*

LR1 307,448 0,000 0,313 0,300
LR2 229,203 0,000 0,168 0,170
LR3 410,545 0,000 1,066 0,790
LR4 41,208 0,000 0,409 0,390
LR5 81,352 0,000 0,268 0,260
LR6 258,246 0,000 0,777 0,650
LR7 241,976 0,000 0,232 0,230
LR8 196,221 0,000 0,321 0,310
LN1 234,190 0,000 0,306 0,300
LN2 0,292 1,000 0,032 0,030
LRAMI 595,987 0,000 0,417 0,390
LRAM2 0,262 1,000 0,015 0,010
LG1 131,957 0,000 0,159 0,160
LG2 134,640 0,000 0,609 0,540
LG3 177,490 0,000 0,472 0,440
LG4 69,409 0,000 0,996 0,760
LG5 347,973 0,000 0,610 0,540
LG6 154,770 0,000 0,299 0,290
LG7 198,355 0,000 0,362 0,350
LG8 1,164 0,997 0,081 0,080
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Tabela 11. Teste de heterogeneidade para os valores de Fig (f, Weir & Cockerham, 1984) dos locos analisados entre as populagdes das
espécies L. rupestris e L. granmogolense. Fig*valor obtido a partir a partir do coeficiente de correlacdo correspondente ao z
médio calculado.

L. rupestris L. granmogolense

loco x> p z médio F* x> p z médio F;*
PGM-1 149,093 0,000 0,362 0,350 3,375 0,760 0,109 0,110
PGM-2 219,460 0,000 0,614 0,550 - - - -
PGI-1 277,339 0,000 1,347 0,870 93,851 0,000 0,271 0,260
PGI-2 354,562 0,000 0,990 0,760 0,625 0,999 0,045 0,050
EST-2 45,761 0,000 0,154 0,150 229,737 0,000 1,236 0,840
EST-1 0,166 1,000 0,006 0,010 - - - -
G3PDH 0,011 1,000 0,005 0,000 - - - -
LAP 290,795 0,000 0,766 0,640 1,165 0,979 0,041 0,040
PEP - - - - 66,308 0,000 2,274 0,980
ME - - - - 115,153 0,000 0,872 0,710
GDH 0,015 1,000 0,008 0,010 0,014 1,000 0,006 0,010
AK-2 0,048 0,997 0,013 0,010 - - - -
IDH 46,285 0,000 0,144 0,140 49,921 0,000 0,454 0,430
6PGD 108,523 0,000 0,488 0,450 1,825 0,768 0,086 0,090
G6PDH 0,013 1,000 0,006 0,010 126,095 0,000 0,567 0,510
DIA - - - - 0,190 0,979 0,029 0,030
ACPH - - - - 68,685 0,000 0,483 0,450
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Estrutura genética populacional e relacoes interespecificas

A diferenciacdo genética entre as amostras de Lychnophora granmogolense, L.
rupestris € L. ramosissima estimada pelo 6 foi de moderada a alta (Wright,1978; Tabela
12). O maior valor encontrado para esse parametro, levando em consideracdo a amplitude
do seu intervalo de confianca, pertence a espécie L. granmogolense. Lychnophora nanuzae
apresenta uma diferenciacdo populacional baixa (Wright, 1978).

Algumas amostras de Lychnophora rupestris e L. ramosissima, de populagdes muito
proximas geograficamente, apresentam freqiiéncias alélicas invertidas ou muito
diferenciadas para alguns dos locos analisados (Figura 5).

Os valores de Fsr par a par apresentam uma correlacdo baixa, no entanto,
significativa com a distancia geografica entre as amostras de Lychnophora rupestris e L.
granmogolense (L. rupestris: R = 0,292, p = 0,013; L. granmogolense: R = 0,294, p =
0,018; Tabelas 13 e 14).

As distancias genéticas (Nei, 1978) entre as amostras das quatro espécies de
Lychnophora analisadas foram muito pequenas (Tabelas 15 e 16).

Entre os alelos exclusivos, apenas um, de Lychnophora rupestris, possui freqii€ncia
acima de 5%. Nao h4 diferencas fixadas entre as espécies € em 16 dos 18 locos analisados,
o alelo mais freqiiente € o mesmo para todas as amostras.

Como conseqiiéncia da pouca diferenciacdo interespecifica encontrada, a andlise de
UPGMA forma muitas vezes grupos de amostras de espécies diferentes, sendo estes
agrupamentos pouco sustentados estatisticamente (Figura 6).

A andlise de ordenagdo linear separa as amostras de Lychnophora ramosissima
daquelas das outras espécies, principalmente com relacdo aos dois primeiros eixos de

variacdo. Estes explicam, respectivamente, 20% e 15% da variacdo total nas freqiiéncias
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alélicas entre as amostras (Figura 7 e Tabela 17). Esses dois eixos também indicam uma

maior similaridade entre as amostras de L. granmogolense da Bahia (LG5, LG6 e LG8) e a

amostra de Botumirim (LG7, regido norte de Minas Gerais). Esse grupo de amostras de L.

granmogolense é o mais diferenciado, estando as outras amostras dessa espécie (Minas

Gerais) muito préximas de L. rupestris € L. nanuzae. De maneira geral, L. rupestris e L.

nanuzae nao sao diferenciadas por essa andlise. A baixa porcentagem de variagdo explicada

pelos trés primeiros eixos da andlise de PCA (porcentagem de variacdo acumulada

49,283%) indica novamente uma alta similaridade genética entre as amostras dessas

espécies.

Tabela 12. Estruturagdo populacional de 4 espécies de Lychnophora (6, Weir and Cockerham, 1984).

Intervalo de confianca

Espécies N° de populagdes Fsr
(95%)
L.rupestris 8 0,1139 0,070-0,165
L. nanuzae 2 0,0460 0,016-0,078
L. ramosissima 2 0,2213 0,076-0,389
L. granmogolense 8 0,2157 0,118-0,317
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Tabela 13. Valores do parametro Fsr entre as populacdes de L. granmogolense (LG)

Populagdes LGl1 LG2 LG3 LG4 LGS LG6 LG7 LG8

LG1 0

LG2 0,143 0

LG3 0,055 0,065 0

LG4 0,035 0,137 0,049 0

LG5 0,021 0,164 0,091 0,027 0

LG6 0,191 0,438 0,294 0,266 0,286 0

LG7 0,229 0,347 0,251 0,268 0,192 0,344 0

LG8 0,032 0,229 0,103 0,032 0,007 0,156 0,239 0
Tabela 14. Valores do pardmetro Fgr entre as populagdes de L. rupestris (LR).

Populacoes LR1 LR2 LR3 LR4 LR5 LR6 LR7 LR8

LR1 0

LR2 0,071 0

LR3 0,059 0,013 0

LR4 0,185 0,081 0,144 0

LRS 0,089 0,114 0,21 0,222 0

LR6 0,062 0,122 0,127 0,185 0,221 0

LR7 0,136 0,088 0,093 0,087 0,190 0,126 0

LRS8 0,076 0,069 0,076 0,193 0,136 0,112 0,084 0
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Figura 5. Diferenciacao local. Freqiiéncias alélicas invertidas ou muito diferentes em alguns locos de
populagdes muito proximas geograficamente de L. rupestris e L. ramosissima.
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Tabela 15. Distancia genética (Nei 1978) entre amostras de L. rupestris (LR), L. nanuzae (LN), L.ramosissima (LRA) e L. granmogolense (LG).

LR1 L[R2 LR3 LR4 LRSS LR6 LR7 LR8 LNI LN2 LRAl LRA2 LGl LG2 LG3 LG4 LGS LG6 LG7 LG8

LR1 0

LR2 0,024 0

LR3 0,016 0,007 0

LR4 0,051 0,031 0,043 0

LRS5 0,075 0,041 0,067 0,079 0

LR6 0,030 0,043 0,035 0,056 0,069 0

LR7 0,041 0,034 0,033 0,037 0,074 0,044 0

LR8 0,033 0,030 0,029 0,076 0,051 0,039 0,035 0

LN1 0,042 0,044 0,041 0,095 0,090 0,055 0,067 0,031 0

LN2 0,042 0,033 0,035 0,084 0,079 0,056 0,054 0,021 0,023 0

LRA1 0,098 0,102 0,093 0,115 0,138 0,096 0,088 0,097 0,086 0,106 0

LRA2 0,111 0,118 0,108 0,160 0,154 0,114 0,109 0,097 0,106 0,074 0,118 0

LG1 0,028 0,028 0,015 0,070 0,064 0,044 0,038 0,024 0,043 0,041 0,080 0,089 0

LG2 0,030 0,029 0,023 0,092 0,087 0,056 0,063 0,029 0,023 0,015 0,123 0,108 0,032 0

LG3 0,020 0,010 0,006 0,042 0,060 0,039 0,025 0,021 0,037 0,016 0,093 0,093 0,018 0,014 0

LG4 0,018 0,023 0,011 0,070 0,077 0,035 0,040 0,024 0,043 0,034 0,095 0,094 0,011 0,020 0,013 0

LG5 0,035 0,041 0,024 0,075 0,093 0,036 0,048 0,029 0,042 0,037 0,102 0,093 0,018 0,035 0,027 0,011 0

LG6 0,130 0,109 0,108 0,118 0,153 0,124 0,123 0,102 0,129 0,110 0,197 0,107 0,118 0,142 0,100 0,114 0,096 0

LG7 0,114 0,113 0,100 0,136 0,145 0,073 0,123 0,105 0,107 0,101 0,180 0,140 0,086 0,111 0,101 0,083 0,063 0,155 0
LG8 0,036 0,043 0,028 0,075 0,094 0,038 0,049 0,026 0,046 0,042 0,107 0,100 0,021 0,040 0,028 0,012 0,005 0,089 0,068 0
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Tabela 16. Distancia genética (Nei, 1978) entre as espécies de Lychnophora.

L. rupestris L. nanuzae L. ramosissima L. granmogolense

L. rupestris -
L. nanuzae 0,029
L. ramosissima 0,058

L. granmogolense 0,018

0,058
0,027

0,065

Tabela 17. Resultado da andlise de ordenacdo linear (PCA) baseada nas freqiiéncias
alélicas das populacdes de quatro espécies de Lychnophora.

% de variancia

Eixos Autovalores % de variancia
acumulada

1 46984,900 20,915 20,915
2 38689,550 17,222 38,137
3 25039,890 11,146 49,283
4 18602,200 8,281 57,564
5 16959,080 7,549 65,113
6 15331,150 6,825 71,938
7 10869,530 4,838 76,776
8 9356,141 4,165 80,941
9 7704,288 3,429 84,370
10 7175,300 3,194 87,564
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Figura 6. Dendrograma construido a partir da andlise de agrupamento (UPGMA) das distancias genéticas (Nei,
1978) entre as amostras de L. rupestris (LR), L. nanuzae (LN), L. ramosissima (LRA) e L. granmogolense
(LG). Os numeros localizados em cada um dos nds representam a consisténcia de cada agrupamento
(bootstrapping, 2.000 permutagdes). Correlacdo cofenética = 0,92.
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Figura 7. Representacdo gréafica do posicionamento das amostras de L. rupestris (LR), L. nanuzae
(LN), L. ramosissima (LRA) e L. granmogolense (LG) em relacdo aos dois primeiros eixos de
variagdo resultantes da andlise de PCA.
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Discussao

Distribuicdo geogrdfica e padroes de variabilidade genética

Predi¢Oes sobre as causas ou conseqiiéncias genéticas de uma distribui¢do geografica
restrita estdo baseadas em teorias genéticas para pequenas populacdes ocupando ambientes
especificos. Assim, é esperado que plantas geograficamente restritas possuam baixos niveis
de variabilidade genética intrapopulacional e intraespecifica, devido, principalmente, a acao
da selecdo natural, da deriva genética e do endocruzamento (Gottlieb, 1981; Loveless and
Hamrick, 1988; Barret e Kohn, 1991; Ellstrand e Elam, 1993).

No entanto, as estimativas de variabilidade genética para as espécies e amostras de
Lychnophora analisadas sao altas, sendo semelhantes aquelas obtidas para espécies e
populagdes com ampla distribuicdo geogréfica (Hamrick et al., 1979; Hamrick e Godet,
1989; Hamrick et al., 1991; Hamrick e Godt, 1996).

Este resultado corrobora a inexisténcia de um valor padrdo de variabilidade genética
para espécies de plantas restritas geograficamente (Stebbins, 1980; Karron, 1987;
Gitzendanner e Soltis, 2000; Coates, 2003). Segundo Gitzendanner e Soltis (2000), existe
uma grande amplitude de valores para essas estimativas e estes estdo altamente
correlacionados com o género ao qual pertence a(s) espécie(s) analisada(s). Esses autores
ressaltam que apenas comparacdes entre espécies congéneres deveriam ser consideradas
para verificar a adequacdo do padrao tedrico proposto para o nivel de variabilidade genética
em espécies de plantas com distribuicao geografica restrita.

Comparagdes entre espécies congéneres evidenciaram, novamente, a adequacdo da
teoria para a compreensdo dos baixos niveis de variabilidade genética encontrados na
maioria das espécies com distribuicdo geografica restrita investigadas (Karron, 1987;

Gitzendanner e Soltis, 2000).

56

CAP. I: VARIABILIDADE GENETICA EM ESPECIES COM DIFERENTES AMPLITUDES DE DISTRIBUICAO GEOGRAFICA




Entretanto, no presente estudo, ndo foram encontradas diferencas significativas nas
estimativas de variabilidade genética entre as espécies analisadas. No entanto, ha
indicacdes de menor variabilidade genética em amostras de Lychnophora granmogolense, a
espécie com a distribuicdo geografica mais ampla.

Segundo Kruckeberger e Rabinowitz (1985), espécies restritas geograficamente
exibem grande variacdo nos seus tamanhos populacionais e especificidades ao habitat.
Provavelmente, essas e outras caracteristicas associadas a ecologia e a eventos histdricos
sd30 mais importantes para a compreensao dos padrdes de variabilidade genética em plantas
do que a amplitude de distribuicdo geografica. Assim, possiveis causas e/ou conseqiiéncias
de uma distribuicdo restrita ndo podem ser definidas através de uma base tedrica apoiada
em padrdes cldssicos”, a menos que as espécies apresentem um conjunto de caracteristicas
e evidéncias que permitam e corroborem essas conclusdes.

As quatro espécies do complexo analisado sdo perenes, com individuos vivendo por
dezenas e possivelmente centenas de anos. Assim, um mesmo genétipo é mantido na
populacdo durante muitos eventos reprodutivos, amenizando os efeitos da deriva genética e,
portanto, mantendo altos niveis de variabilidade genética (Hamrick, 1979; Loveless e
Hamrick, 1984; Azevedo et al., 2001; Borba et al., 2001). Além disso, a observacdo no
campo de individuos jovens em muitas populacdes, sendo uma delas constituida
inteiramente por plantulas, pode indicar a capacidade dessas espécies em formarem bancos
de sementes, o que também amenizaria os efeitos da deriva genética, devido, novamente ao
acimulo de geracdes, mantendo a variabilidade genética intrapopulacional (Levin, 1990;
Edwards e Sharitz, 2000).

Além disso, trés outras hipdteses podem ser levantadas quanto a alta variabilidade

genética das espécies geograficamente mais restritas (Lychnophora rupestris, L. nanuzae e
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L. ramosissima): a fragmentacdo relativamente recente (Karron, 1991); a origem recente
das espécies a partir de um ancestral com altos niveis de variabilidade genética (Gottlieb et.
al., 1985); e a sua origem hibrida (Smith e Pham, 1996). Com relacio a hipétese de
fragmentacdo recente, algumas especulacdes podem ser feitas. O relevo acidentado da
cadeia do Espinhaco reflete a acdo de um longo processo erosivo e da tectonica mais
recente do Tercidrio (Giulietti, 1987; Giulietti e Pirani, 1988; Harley, 1995). Considerando
uma origem recente dessas espécies, € possivel que elas tenham se diferenciado em
ambientes ja fragmentados, o que naturalmente limitaria a sua extensdo geogréfica, sendo
pouco provavel que a restricdo geografica de Lychnophora nanuzae, L. ramosissima e L.
rupestris seja posterior ao processo de especiacdo. A hipdtese de um ancestral comum
altamente varidvel serd discutida adiante. Sobre a terceira hipétese, ndo foram encontradas
evidéncias que corroborem a origem hibrida dessas espécies.

A menor variabilidade genética média encontrada em Lychnophora granmogolense,
provavelmente também ndo estd relacionada apenas a acdo da deriva genética, ja que esta
possui tamanhos populacionais semelhantes aos das outras espécies, é perene e apresenta
indicios de formacdo de bancos de sementes. No entanto, se considerarmos a a¢do da deriva
genética ao longo de um gargalo populacional, € possivel que esta forca seja a responsavel
pelos padrdes evidenciados. Enquanto todos os componentes da diversidade genética sao
afetados pelo pequeno tamanho populacional, um gargalo genético possui um efeito
imediato sobre a diversidade alélica (A), maior do que sobre a porcentagem de locos
polimérficos (P) e a heterozigosidade esperada (H,, Nei, 1975; Leberg, 1992; Merild, 1996).

A maioria das diferencas entre as amostras de Lychnophora granmgolense e as das
outras espécies € encontrada com relacdo ao nimero médio de alelos por loco, sendo as

estimativas para L. granmogolense sempre menores. Essas diferencas ocorrem
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principalmente entre pares de amostras que incluem amostras de L. granmogolense da
Bahia, sugerindo nelas a ocorréncia de gargalo(s) genético(s). Além disso, quando a anédlise
¢ feita entre regides (Bahia e Minas Gerais), as amostras de Lychnophora granmogolense
da Bahia apresentam menor nimero médio de alelos por loco.

Esses resultados estdo de acordo com a hipétese de Semir (1991) de que as espécies
de Lychnophora do estado da Bahia teriam se originado a partir de populacdes de Minas
Gerais. Essa hipotese estd baseada em diferencas na quantidade de espécies e no nivel de
endemismo entre esses dois estados (76,5 % das 68 espécies do género e 50% das espécies
endémicas encontram-se em Minas Gerais).

No entanto, no presente estudo ndo podemos descartar a acido da selecdo natural sobre
as populagdes das espécies analisadas, que pode estar relacionada com a menor
variabilidade genética encontrada em algumas amostras de Lychnophora granmogolense.

O endocruzamento também pode ser importante na definicdo da quantidade de
variabilidade genética de uma espécie. Apesar de ndo ser responsdvel por mudancgas nas
freqliéncias alélicas, ele pode intensificar a acdo de outras forcas evolutivas, desta forma
contribuindo indiretamente para a evolu¢do das populacdes. No entanto, desvios
significativos ao esperado pelo equilibrio de Hardy-Weinberg e altos valores de Fis médios
foram encontrados em todas as amostras analisadas, ndo havendo indicios de que o
endocruzamento seja um fator importante na definicio das diferencas no nivel de
variabilidade genética observadas nas espécies do complexo analisado.

De maneira geral, em espécies de plantas, ¢ comum a ocorréncia de altos valores de
Fis, que sdo explicados, principalmente, pela autofecundacdio ou fecundacdo entre
individuos aparentados.

Nao h4 estudos sobre a biologia reprodutiva e o sistema de cruzamento das espécies
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de Lychnophora deste trabalho. No entanto, ha alguns estudos sobre aspectos reprodutivos
de espécies de Asteraceae de campos rupestres, que possibilitam algumas especulacdes
sobre o padrao encontrado.

Faria (1994) e Barbosa (1997) estudando a biologia de comunidades de plantas de
campos rupestres em Uberlandia (MG) e na Serra do Cipé (MG) observaram que a grande
maioria das espécies de Asteraceae € polinizada por abelhas. De acordo com Barbosa
(1997), esses polinizadores sdo geralmente abelhas pequenas ou médias, que tendem a
explorar a maior parte do recurso disponivel em uma inflorescéncia antes de se mover para
a proxima. Espera-se que esse comportamento cause desvios ao equilibrio de Hardy-
Weinberg por aumentar as chances de auto-polinizacdo ou polinizagdo entre organismos
proximos e possivelmente aparentados, desde que haja algum grau de auto-compatibilidade
(que ocorre na maioria das espécies de Asteraceae analisadas por esta autora). Se as
caracteristicas reprodutivas das espécies de Lychnophora estudadas forem semelhantes,
poderiam explicar os valores de Fisencontrados.

No entanto, como o endocruzamento afeta todos os locos igualmente, € pouco
provavel que ele seja o unico responsdvel pelo padrio de estruturacdo genética
intrapopulacional dessas espécies, ji4 que os valores de Fjs entre os locos sdo heterogéneos
para a maioria das amostras de Lychnophora estudadas. O efeito Wahlund (Wahlund,
1928), poderia também ser responsdvel, ao menos em parte, pelos altos valores de Fis
encontrados, embora também ndo explique a heterogeneidade encontrada entre os locos. A
selecdo contra heterozigotos agindo em apenas alguns locos, assim como a presenca de
alelos nulos, sdo hipéteses plausiveis a heterogeneidade dos valores para esse parametro
(Gaftney et al, 1990).

Além disso, a heterogeneidade entre as amostras dos valores de Fjs por loco
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provavelmente estd relacionada a acdo de forcas evolutivas locais, enfatizando a sua

importancia na evolucdo das espécies nesse ambiente.

Diferenciacdo populacional.

Enquanto a reducao na diversidade genética € freqliente em espécies geograficamente
restritas quando comparadas com as estimativas para espécies com distribuicdo mais ampla,
a tendéncia de uma menor estruturacdo genética nao € geralmente observada (Hamrick e
Godt, 1989, 1996; Young e Brown, 1996; Gitzendanner e Soltis, 2000). De modo
semelhante, ndo foi detectado nenhuma relacdo entre os valores de Fsr e a amplitude de
distribuicdo geogréfica das espécies de Lychnophora analisadas.

Uma influéncia maior do sistema de cruzamento e do modo de dispersdo dos furtos e
sementes das espécies de plantas sobre os niveis de estruturagdo populacional foi sugerida
por alguns autores (Hamrick e Godt, 1989; Edwards e Wyatt, 1994; Purdy et al., 1994),
sendo, portanto, o fluxo génico considerado a principal for¢a evolutiva relacionada a esse
parametro.

Em plantas, o fluxo génico pode ocorrer através do pdlen, das sementes e das
plantulas. Nao ha informacdo sobre as plantulas das espécies aqui analisadas, no entanto,
através das descricoes morfoldgicas das suas flores, frutos e sementes, e da biologia
reprodutiva de outras espécies de Asteraceae (Faria, 1994; Barbosa, 1997), é possivel
considerar algumas hipéteses.

O fluxo génico, através do podlen, nessas espécies, provavelmente € localizado,
concentrando-se dentro das populac¢des, como discutido anteriormente. Da mesma forma, a
dispersdo dos frutos, provavelmente, predominantemente barocdrica (Semir, comunicacao

pessoal), também € localizada.
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O fluxo génico localizado aumenta a possibilidade de uma diferenciacdo populacional
maior. Dada a alta semelhanca morfolégica das estruturas reprodutivas entre as espécies de
Lychnophora estudadas, esperava-se que essas apresentassem padrdes de diferenciagao
populacional semelhantes. No entanto, a diferenciacio populacional foi baixa em
Lychnophora nanuzae, e de moderada a alta nas outras trés espécies do complexo.

Em Lychnophora rupestris e L. ramosissima, as populacdes, apesar de espacialmente
separadas, sdo muito préximas geograficamente, nao sendo esperado valores tao altos de
Fsr, como os verificados, Freqiiéncias génicas muito diferentes e até mesmo invertidas
entre amostras muito proximas de ambas as espécies (Figura 5) podem ser explicadas
apenas pela limitacdo ou quase auséncia de fluxo génico entre elas (Jesus, 2001). No
entanto, apesar de todas as andlises realizadas aqui considerarem a neutralidade dos locos
estudados, ndo se pode descartar totalmente a influéncia da selecdo natural. Segundo Nevo
(1988) e Linhart e Grant (1996) existem evidéncias de que a selecdao natural seja uma forca
genética importante na diferenciacio de locos isozimicos entre populacdes e espécies.

Outra hipétese para a alta diferenciagdo encontrada entre amostras muito proximas de
Lychnophora ramosissima e L. rupestris € a ocorréncia de eventos de colonizacio
independentes em uma mesma localidade. Populacdes espacialmente préximas umas das
outras e com maior diferenciacdo genética do que populacdes mais distantes podem sugerir
que estas tenham sido fundadas por individuos vindos de populacdes diferentes (Costich e
Meagher, 1992). Um estudo filogeografico dessas espécies seria um complemento
interessante para verificar a probabilidade de ocorréncia dessa hipétese (Thompson, 1999).

Os valores de Fsr par a par encontrados entre as amostras de Lychnophora rupestris e
L. granmogolense estdo correlacionados significativamente com a distancia geogréfica,

indicando a ocorréncia de isolamento por distancia.
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As populagcdes de Lychnophora granmogolense encontram-se mais distanciadas umas
das outras do que as das outras espécies, podendo dificultar o fluxo gé€nico e promover um
aumento da diferenciacdo populacional. Isso seria suficiente para a compreensdao da alta
estruturacdo genética encontrada nessa espécie, embora nio possamos descartar a acio de
forcas seletivas.

Um padrido interessante dos valores de Fsr entre as amostras de Lychnophora
granmogolense € encontrado quando analisamos esse parametro, par a par, entre as
amostras da Bahia e entre as populacdes de Minas Gerais. Em geral, valores mais altos do
Fsr sdo encontrados entre as amostras da Bahia e entre estas e as amostras de Minas Gerais.
Alguns autores afirmam que populacdes colonizadas mais recentemente apresentam menor
variabilidade genética e maiores valores de Fsr (Glover e Barrett, 1987; McCauley et al.,
1995; Ledig, 2000), como € observado em amostras de L. granmogolense da Bahia. Esses
resultados corroboram a hipétese proposta por Semir (1991) sobre a origem das populagdes
e espécies de Lychnophora do estado da Bahia através da dispersdo de individuos vindos de
populacdes de Minas Gerais.

Em Lychnophora nanuzae, a menor estruturacdo populacional encontrada, pode ser
resultado de caracteristicas dessa espécie que aumentem o fluxo génico entre as suas

populacdes ou da acdo, menos evidente ou até mesmo ausente, de forcas evolutivas locais.
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Relagoes interespecificas

De modo geral, os coeficientes de distancia genética interpopulacionais e
interespecificos das espécies estudadas sdao muito baixos, semelhantes aos encontrados
entre populagdes coespecificas de plantas (van der Bank, 2001), corroborando a hipdtese de
que elas seriam muito préximas, podendo ser caracterizadas como constituintes de um
complexo.

Na maioria dos casos, os agrupamentos na andlise de UPGMA nao correspondem a
designacdo taxondmica e nem a localidade geografica das populacdes, além de ndo possuir
consisténcia estatistica. Isso se deve a alta similaridade genética entre essas espécies, que
pode ser devida a uma origem recente desses taxa.

Origem recente € a principal hipdtese utilizada para explicar as altas identidades
genéticas verificadas entre espécies de plantas continentais (Gottlieb, 1973, 1974; Soltis,
1982, 1985; Crawford et al., 1983; Crawford et al. 1985; Gottlieb et al., 1985; Ranker e
Schnabel, 1986; Loveless e Hamrick, 1988; Pleasants e Wendel, 1989; Sherman-Broyles et
al., 1992; Baskauf et al., 1994; Edwards e Wyatt, 1994; McClintock e Waterway, 1994;
Purdy et al., 1994; Kadereit et al., 1995; Edwards e Sharitz, 2000).

Nesses estudos tem sido estabelecida a possibilidade de verificacdo de uma relagdo de
ancestralidade direta entre duas ou mais espécies, identificando as espécies ancestrais e
derivadas através dos parametros genéticos estimados pela andlise de locos isozimicos. Em
geral, a menor variabilidade apresentada pelas espécies derivadas € atribuida a passagem de
suas populacdes por gargalos genéticos durante o processo de especiacdo. Desta forma, elas
teriam sempre uma alta identidade genética, sendo as espécies derivadas constituidas por
uma pequena amostra da diversidade genética presente na espécie ancestral, com nenhum

ou poucos alelos novos (Lowrey e Crawford, 1985; Francisco—Ortega et al., 1996; Garnatje
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et al., 1998).

A menor variabilidade genética encontrada em Lychnophora granmgolense, sendo a
sua composi¢do genética, de maneira geral, um subconjunto da apresentada pelas outras
espécies analisadas, com a presenca de raros alelos exclusivos, podem levar a sugestdo da
origem de L. granmogolense a partir de alguma das outras espécies do complexo, o que
contraria a hipétese de Semir (1991), que a caracteriza como espécie ancestral do complexo
devido ao seu alto polimorfismo morfolégico e a sua distribuicdo geografica mais ampla.

A andlise de PCA evidencia uma diferenciacdo maior das amostras de Lychnophora
ramosissima, a espécie que possui as maiores diferencas morfoldgicas em relacdo as
demais (Figura 7). Esse resultado sugere a existéncia de dois grupos genéticos no
complexo, sendo um deles L. ramosissima e o outro formado por L. granmogolense, L.

nanuzae € L. rupestris. O nivel taxondmico desses grupos merece maiores investigacoes.

Conclusao

A andlise de um complexo de espécies, além de possibilitar a realizacdo de estudos
comparativos da relacdo entre variabilidade genética e amplitude de distribuicao
geogréfica, permitiu a formulacdo de algumas hipdteses sobre a origem dessas espécies. O
estudo desses complexos promove oportunidades raras para a compreensao dos processos
microevolutivos.

Os resultados aqui apresentados corroboram a hipétese proposta por Semir (1991), de
que a origem do género seria em Minas Gerais e que as localidades da Bahia,
provavelmente foram ocupadas em eventos de dispersdo. Por outro lado, a origem ancestral
de Lychnophora granmogolense ndo pode ser apoiada com os resultados obtidos assim

como a suposicdo de que a quantidade de variabilidade genética em uma espécie estd
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diretamente relacionada a sua distribuicdo geografica. A partir dos resultados da andlise de
ordenacdo € possivel sugerir a existéncia de dois grupos genéticos no complexo, sendo um
deles L. ramosissima e o outro formado por L. granmogolense, L. nanuzae e L. rupestris. O

nivel taxondmico desses grupos merece maiores investigagcoes.
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Resumo

Lychnophora rupestris, L. nanuzae, L. ramosissima e L. granmogolense (Asteraceae),
apresentam caracteristicas morfolégicas muito semelhantes e pertencem ao mesmo
complexo de espécies. Apesar de terem sido encontradas diferencas no nivel de
variabilidade genética entre as espécies, a baixa distancia genética ndo permite uma
distingdo desses taxa. Tem sido demonstrado que compostos do metabolismo secundério
das plantas, em especial os terpenos, sdao uteis como marcadores taxondmicos e para a
inferéncia de processos evolutivos em diversos niveis hierdarquicos. A andlise da
composicdo de terpenos dessas quatro espécies evidenciou uma grande diversidade de
compostos, principalmente em Lychnophora ramosissima (72), cuja distribui¢ao € restrita a
poucas localidades do estado de Minas Gerais. Essa espécie apresentou 32 compostos
exclusivos, o que permitiu diferencid-la das demais. Lychnophora rupestris, L.
granmogolense e L. nanuzae, apresentam uma maior similaridade quimica, concordando
com a andlise morfologica. Algumas hip6teses sobre a evolucdo desse complexo sdo
discutidas.

Palavras chaves: campos rupestres, Lychnophora, terpenos, complexo de espécies,

evolugdo.

75

CAP. II: METABOLITOS SECUNDARIOS COMO MARCADORES TAXONOMICOS E EVOLUTIVOS EM LYCHNOPHORA



Introducao

O género Lychnophora Mart. (Asteraceae, Vernonieae, Lychnophorinae) foi
estabelecido por Martius (1822), revisto e ampliado por vdrios autores. Em uma revisao
recente (Semir, 1991) considerou a existéncia de 68 espécies distribuidas em 6 secgdes:
Lychnophora, Lychnophoriopsis, Lychnophorioides, Lychnocephaliopsis, Sphaeranthus e
Chronopappus.

As se¢des Lychnophora e Lychnophorioides sdo as maiores do género, ambas sendo
compostas por 25 espécies. A se¢do Lychnophora apresenta um grupo de cinco espécies
(Lychnophora  granmogolense,  Lychnophora  rupestris, —Lychnophora nanuzae,
Lychnophora ramosissima e Lychnophora goiana) de dificil separacdo devido a alta
similaridade morfolégica, sendo considerado um complexo de espécies (Prof. Dr. Jodo
Semir, comunicacdo pessoal).

Lychnophora granmogolense (Duarte) Semir in Hind é amplamente distribuida,
ocorrendo em vdrias localidades dos estados da Bahia (Chapada Diamantina) e Minas
Gerais (regido norte do estado). Lychnophora rupestris Semir & Leitdo-Filho inédito,
possui uma distribuic@o restrita a Serra do Cipd, regido central do estado de Minas Gerais,
onde € encontrada em um grande nimero de populacdes. Lychnophora nanuzae Semir &
Leitdo-Filho inédito, ocorre em algumas poucas localidades préximas da cidade de
Diamantina, no Planalto de Diamantina, norte do estado de Minas Gerais. Lychnophora
ramosissima (Gardner) € encontrada em apenas duas localidades préximas da cidade de
Diamantina, no Planalto de Diamantina, norte do estado de Minas Gerais, sendo a que mais
se diferencia das outras espécies do complexo. Lychnophora goiana Semir & Leitao-Filho
inédito apresenta também distribuicdo muito restrita, sendo encontrada em apenas uma

populacgdo localizada préxima do municipio de Posse, no estado de Goids (Semir, 1991).
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Com excecdao de Lychnophora goiana, todas as outras espécies ocorrem nos
complexos vegetacionais rupestres de Minas Gerais e Bahia.

Os complexos vegetacionais rupestres, mais conhecidos como campos rupestres, sao
caracterizados por uma vegetacdo de altitude (900 a 1800 metros acima do nivel do mar),
com predominio de arbustos e subarbustos, crescendo em solos rasos e arenosos. E uma
vegetacdo tipica da Cadeia do Espinhaco, que se estende de Minas Gerais até a Bahia
(Giulietti et al., 1987; Harley, 1995; Giulietti et al., 1997).

Os padrdes genéticos encontrados para as quatro espécies desse complexo que
ocorrem nos estados de Minas Gerais e Bahia, indicam: i) alta variabilidade genética
intrapopulacional, os menores valores sendo encontrados em Lychnophora granmogolense;
ii) estruturacdo genética de moderada a alta (com excecdo de L. nanuzae), inclusive entre
populagdes muito proximas geograficamente; e iii) baixos coeficientes de distancia genética
entre as espécies e populagdes (ver Capitulo I).

Substancias do metabolismo secunddrio das plantas mostram-se uteis como
marcadores taxonomicos nos diferentes niveis da hierarquia, inclusive, na investigacido de
problemas taxondmicos e evolutivos infraespecificos (Mabry, 1970; Turner, 1970;
Crawford, 1978; Gottlieb e Kubitzki, 1984; Rudloff e Lapp, 1992; Adams et al., 1993;
Grayer et al., 1999; Harborne, 2000; Trigo et al. 2003).

Dentre os metabdlitos secunddrios, os terpendides sao considerados o grupo mais
diverso, sendo encontrados em todas as familias de plantas (Buckingham, 1998; Theis e
Lerdau, 2003). Essa classe de compostos tem sido utilizada com sucesso em estudos que
investigam as relagdes taxonOmicas e evolutivas nos mais diversos niveis hierdrquicos,
inclusive questdes sobre a origem hibrida de alguns taxa (Harbone e Turner, 1984; Skoula

et al., 1999).
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Os terpendides (mono-, sesqui-, di- e triterpendides) sdo particularmente abundantes
em algumas familias de dicotiledoneas, sendo bem representados em Asteraceae
(Charlwood e Banthorpe, 1991), onde se destacam juntamente com poliacetilenos,
flavonéides, cumarinas, benzofuranos e benzopiramos (Seaman et al., 1990; Hertz, 1996;
Emerenciano et al, 1998).

Em Lychnophora, muitas espécies ja foram submetidas a estudos quimicos, sendo
identificados para o género, até o momento, sesqui-, di- e triterpenos, lactonas
sesquiterpénicas, flavondides, esterdides e poliacetilenos (Bhardwaj et al., 1978; Bohlmann
et al., 1980; Bohlmann et al., 1982; King, 1986; Costa et al., 1993; Cunha et al., 1995; De
Oliveira et al., 1996; Miguel et al., 1996; Borella et al., 1998; Grael et al., 2000; Sartori et
al., 2002; Takeara et al., 2003; Sakamoto et al., 2003; Kaneshiro et al., 2004). Um dos
grandes interesses na caracterizacdo quimica das espécies desse género estd na descoberta
de principios ativos de uso medicinal, j4 que algumas espécies de Lychnophora sio muito
utilizadas na medicina popular como agentes antiinflamatérios, analgésicos e
antimicrobianos (De Oliveira et al., 1996; Miguel et al., 1996; Grael et al., 2000; Takeara et
al., 2003; Kaneshiro et al., 2004). Desta forma, apesar dos muitos estudos quimicos ja
realizados, a andlise desses compostos como ferramentas para a compreensdo das relacdes
interespecificas no género foi pouco explorada.

O presente estudo pretende utilizar a composi¢do quimica dos extratos
diclorometanicos de Lychnophora granmogolense, L. nanuzae, L. ramosissima e L.
rupestris (0s quais apresentam majoritariamente triterpendides) como ferramenta para

elucidar as relagdes taxondmicas e evolutivas entre essas espécies.
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Material e Métodos

Folhas jovens ndo danificadas de diferentes populagdes de Lychnohpora
ramosissima, L. granmogolense, L.rupestris e L. nanuzae, foram coletadas nos estados de
Minas Gerais e Bahia (Tabela 1, Figura 1). Foram amostrados no minimo cinco individuos
por populacdo, considerando uma distancia de pelo menos 3 metros entre eles. A
identificacdo do material foi realizada pelo Prof. Dr Jodo Semir (Departamento de
Botanica, IB, UNICAMP). Os materiais testemunhos de todas as coletas serao depositados
no Herbario da UEC (Departamento de Botanica, IB, Universidade Estadual de Campinas).

As folhas foram colocadas em frascos com 30 ml de CH,Cl,, os quais foram
mantidos em gelo durante a coleta e a —15°C em um congelador até o momento da extra¢do
dos compostos. Para a extracdo dos compostos, o solvente foi filtrado e quando necessario,
teve seu volume reduzido para aproximadamente 1,0 ml em fluxo de Nj.

O extrato de diclorometano foi analisado por Cromatografia Gasosa — Espectrometria
de Massas (CG-EM) em um sistema Hewlett Packard-6890 GC com uma coluna de silica
capilar fundida (30m x 0,25mm x 0,25um, HP-5MS, Crossbond 5%-phenyl-95%-
dimethylpolysiloxane) acoplada diretamente a um detector de massas seletivo Hewlett
Packard 5973. As condicdes de injecdo, adaptadas de Adams (1995), foram: temperatura de
injecdo, 240°C; temperaturas da coluna, 60°C-300°C, 3°C/min, 300°C; injecdo sem divisdo
(splitless) durante 1,50 minutos; gds de arraste He 1mL/min, fluxo constante; volume injetado
de cada amostra, 0,2 ou IuL. Os indices de retencdo (IRs) foram calculados de acordo com
van den Dool e Kratz (1963) para a regido de eluicdo com gradiente de temperatura e Heath e
Dueben (1998) para a regido isotérmica. Os compostos foram caracterizados através da
comparacdo do seu padrdo de fragmentacdo de massas com aqueles presentes na biblioteca de

espectros de massa (HP Mass Spectral Libraries NIST 1998).
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As relacdes interespecificas foram determinadas através do método de agrupamento
de UPGMA, utilizando como coeficiente de distancia a diferenca total dos caracteres
calculada a partir de uma matriz de presenca e auséncia dos compostos detectados. Essas
andlises foram realizadas através do programa PAUP* 4.0b10 (Swofford, 2002).

Indices de Diversidade de Shannon foram calculados para os compostos presentes
em cada uma das espécies analisadas, sendo estes comparados através do teste t de Shannon
(Legendre e Legendre 1998). A correcdo seqiiencial de Bonferroni foi aplicada para corrigir
erros tipo I introduzidos na andlise pela utilizacdo de testes miltiplos (Rice, 1989). Essas
andlises, com exce¢do da correcdo seqiiencial de Bonferroni, foram realizadas através do
programa PAST, versdo 0.94 (Hammer e Harper, 2002).

Andlises estatisticas das diferengas na composicdo quimica entre as populagdes de

uma mesma espécie nao foram realizadas devido ao baixo nimero de individuos coletados.
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Figura 1. Localizacdo das populacdes das espécies de Lychnophora amostradas.
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Tabela 1. Localizagdo das populacdes das espécies de Lychnophora

amostradas.

Latitude  Longitude

Espécie Localidade Amostra

) (W)

L. granmogolense BarradaEstiva/BA LGl  13°42'600" 41°18'200"
Barrada Estiva/BA  LG2  13°37240" 41°20'130"
Mucugé/BA LG3  12°59'230" 41°20'940"
Palmeiras/BA LG4  12°33'170" 41°30'870"
Rio de Contas/BA LG5  13°34'800" 41°48'670"
Rio de Contas/BA  LG6  13°31'190" 41°56'040"
L. rupestris Serra do Cipo/MG LRl  19°18'730" 43°37'510"
LR2  19°17'705" 43°36'060"
LR3  19°17'661" 43°35'851"
LR4  19°15'844" 43°35'398"
LRS 19°18'73"  43°37'51"
L. nanuzae Diamantina/MG LN1  18°12'019" 43°42'329"
LN2  18°13'020" 43°35'560"
L ramosissima Diamantina/MG  LRA1 18°07'856" 43°43'743"
LRA2 18°07'857" 43°43'799"
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Resultados

Nas espécies analisadas, setenta e dois compostos foram detectados na regido de
eluicio cromatografica caracteristica de triterpenos (Patitucci et al.,, 1995). Desses 72
compostos, 60 estiveram presentes em Lychnophora ramosissima, 29 em L.
granmogolense, 30 em L. rupestris e 22 em L. nanuzae (Tabela 2 e 3).

Lychnophora ramosissima possui 31 compostos exclusivos (Tabela 2). L.
granmogolense e L. rupestris possuem, respectivamente, quatro e trés compostos
exclusivos (Tabela 2 e 3). Catorze compostos sdo comuns a todas as espécies (Tabela 2 e
3). Em L. nanuzae, o composto com indice de retengdo 2662 estd presente apenas em uma
das populagdes coletadas.

Diferencas significativas foram encontradas entre o indice de diversidade de
Shannon calculado para Lychnophora ramosissima e aqueles obtidos para as outras
espécies do complexo (L. ramosissima e L.granmogolense, t = -10,043, p<0,0001; L.
ramosissima e L. rupestris, t = -11,167, p < 0,0001; L. ramosissima e L.nanuzae, t = -
11,073, p <0,0001) (Tabela 4).

A andlise de agrupamento diferencia dois principais grupos de espécies: no
primeiro, estdo agrupados todos os individuos de Lychnophora ramosissima; e no segundo,
encontram-se agrupados os individuos de L. rupestris, L. nanuzae e L. granmogolense.

Apenas os individuos da amostra 1 de L. nanuzae encontram-se agrupados (Figura 2).
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Tabela 2. Presenca dos compostos caracterizados para as espécies de Lychnophora ramosissima e L. granmogolense (IR — indice de retencdo)..

Lychnophora ramosissima Lychnophora granmogolense
IRs Amostra 1 Amostra 2 Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 Amostra 4 Amostra 5 Amostra 6
2397 X X
2429 X
2430
2436
2440 X
2460 X X
2468 X
2472 X X
2484 X
2492 X X
2504 X
2518 X X
2520 X X
2528 X X X
2533 X
2537
2541 X
2548 X X
2557 X X
2570 X X
2582 X X X
2599 X
2603 X X X X
2607 X X
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Tabela 2 (continuacio).

Lychnophora ramosissima Lychnophora granmogolense

IR Popl Pop2 Popl Pop2 Pop 3 Pop 4 Pop 5 Pop 6

2616 X X

2633 X
2654
2662
2667 X

2675 X
2680
2710
2727
2745
2767
2776
2790
2803
2812
2815 X X X
2831 X

2858
28717
2961
2976
3005 X
3049
3073

X

> MK X K X
KK XXX

XXX
<X

>
>
>
>
>
>
>
>
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Tabela 2 (continuacio).

Lychnophora ramosissima Lychnophora granmogolense
IR Popl Pop2 Popl Pop2 Pop 3 Pop 4 Pop 5 Pop 6
3093 X
3103 X X X X X X
3113 X X X X X X X
3138 X X
3169 X X X X X X
3184 X X
3215 X X X X X X
3257 X X
3262 X X X X X X
3278 X X
3283 X X X X X X X X
3310 X X X
3326 X X
3353 X X X X X X X X
3391 X X
3407 X X X X X X X X
3435 X X X X X X X X
3503 X X X X X X X X
3541 X X
3558 X X X X X X X
3574 X
3590 X X
3611 X X X
3643 X
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Tabela 3. Presenca dos compostos caracterizados para as espécies de Lychnophora rupestris e L. nanuzae (IR — indice de reten¢@o)..

Lychnophora rupestris Lychnophora nanuzae

IR Pop 1 Pop 2 Pop3 Pop 4 Pop 5 Pop 1 Pop 2

2397

2429

2430 X

2436 X X

2440

2460 X

2468

2472

2484

2492 X X X X
2504

2518

2520

2528 X X X X
2533

2537 X X
2541

2548

2557

2570

2582 X X X X X
2599

2603 X X X
2607
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Tabela 3 (continuacio).

Lychnophora rupestris Lychnophora nanuzae

IR Pop 1 Pop 2 Pop3 Pop 4 Pop 5 Pop 1 Pop 2

2616 X

2633

2654

2662 X X

2667

2675 X

2680

2710

2727

2745 X

2767

2776

2790

2803 X X X X X
2812 X

2815

2831

2858

28717 X X X X X X X
2961 X
2976 X X X X X

3005

3049 X

3073 X X X X X X X

CAP. II: METABOLITOS SECUNDARIOS COMO MARCADORES TAXONOMICOS E EVOLUTIVOS EM LYCHNOPHORA

88



Tabela 3 (continuacio).

Lychnophora rupestris Lychnophora nanuzae
IR Pop 1 Pop 2 Pop3 Pop 4 Pop 5 Pop 1 Pop 2
3093
3103 X X X X X X X
3113 X
3138
3169 X X
3184
3215 X X X X X
3257
3262 X X X X X X X
3278 X X
3283 X X X X X X X
3310 X
3326
3353 X X X X X X X
3391
3407 X X X X X X
3435 X X X X X X X
3503 X X X X X X X
3541
3558 X X X X X X X
3574
3590
3611 X X X X
3643 X
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Tabela 4. Indice de diversidade de Shannon das espécies analisadas do

género Lychnophora.

Diversidade ) Intervalo de
Indice de Shanon
Espécies confianga*
L. rupestris 2,964 3,257/3,499
L. granmogolense 2,928 3,303/3,515
L. nanuzae 2,862 3,142/3,463
L. ramosissima 3,663 3,36/3,54

*bootstrapping 95%
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Figura 2. Dendrograma definido pelo método de UPGMA, utilizando a diferenca total dos compostos

caracterizados para quatro espécies de Lychnophora.
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Discussao

Lychnophora rupestris, L. granmogolense e L. nanuzae, distantes geograficamente,
sdao mais semelhantes quimicamente entre si do que L. ramosissima e L. nanuzae, espécies
que ocorrem na mesma regido, em localidades muito préximas (Figura 1). Esse padrdo de
distribuicdo e diversidade dos terpenos sugere que este seja determinado geneticamente,
ndo sendo apenas respostas fenotipicas a fatores ambientais locais (plasticidade fenotipica).

Mabry (1970) encontrou um padrdo semelhante durante o seu estudo sobre a
composicao de terpenos em espécies de Ambrosia (Asteraceae), propondo a existéncia de
um controle genético direto sobre a variacdo intraespecifica. Os resultados apresentados por
Vourc’h et al. (2002), que estudaram a influéncia da herbivoria sobre a producdo de
terpenos em espécies de Cupressaceae, também indicam uma grande influéncia genética
sobre a producao desses compostos.

Em geral, as enzimas (sintases) envolvidas na producdo dos terpendides do
metabolismo secunddrio sdo muito varidveis (Lichtenthaler et al., 1997; Buckingham, 1998;
Theis e Lerdau, 2003). Mesmo quando os genes dessas enzimas apresentam similaridades
muito altas (70 a 80%), eles sdo capazes de codificar enzimas funcionalmente diferentes,
que produzem diferentes compostos terpénicos (Bohlmann et al, 1997; Bohlmann et al.,
1998). Desta forma, sugere-se que a diversidade de terpenos encontrada em uma espécie
esteja diretamente relacionada a sua diversidade de sintases que, por sua vez, estd
relacionada a sua diversidade genética.

Todas essas consideracdes a respeito da influéncia da variagdo genética sobre a
diversidade dos compostos terpénicos possibilitam a andlise dos resultados aqui

apresentados considerando a base tedrica da genética de populacdes. Isso permitird uma
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comparacdo dos padrdes quimicos com os padrdes encontrados através da andlise da
variacdo alélica de locos isoenzimaticos dessas mesmas espécies (Capitulo I).

De maneira geral, espécies com uma ampla distribuicdo geografica possuem niveis
de variabilidade genética maiores do que espécies com uma distribuicio mais restrita,
inclusive quando apenas comparacdes congéneres sdo consideradas (Karron, 1987;
Hamrick e Godt, 1996; Gitzendanner e Soltis, 2000). Como a diversidade de terpenos esta
diretamente relacionada a diversidade genética, espera-se uma maior diversidade de
compostos terpénicos em espécies com uma distribuicdo geogrifica mais ampla. No
entanto, Lychnophora granmogolense, apesar de possuir a maior distribuicdo geogréfica
das espécies analisadas, ndo apresentou a maior diversidade de compostos. Esse resultado €
semelhante ao apresentado pela andlise dos locos isozimicos, através da qual as menores
estimativas de variabilidade foram encontradas nessa espécie (Capitulo 1).

No entanto, para as isozimas, uma relacdo entre a distribuicdo geogrifica e a
variabilidade genética foi encontrada: as espécies com distribuicdes geogrificas mais
restritas (Lychnophora rupestris, L. nanuzae e L. ramosissima) apresentaram variabilidade
genética maior do que a da espécie de distribuicdo mais ampla (L. granmogolense). Na
andlise quimica, ndo foi possivel estabelecer uma relagao entre a diversidade de compostos
e a amplitude de distribuicdo geogrifica, j4 que espécies com amplitudes de distribuicdo
diferentes (L. granmogolense, L. rupestris e L. nanuzae) apresentaram niveis de diversidade
semelhantes e inferiores ao observado em L. ramosissima.

E possivel que as populagdes de Lychnophora granmogolense, L. rupestris e L.
nanuzae tenham passado por um ou mais eventos de gargalo populacional, o que explicaria
a menor diversidade quimica encontrada (Ellstrand e Elam, 1993). No entanto, com

gargalos populacionais, seria esperado maiores diferencas na composi¢cdo quimica entre
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essas espécies do que as verificadas (Figura 2). Assim, € improvavel que a deriva genética,
devido a ocorréncia de flutuacdes demograficas populacionais no passado, seja a tUnica
forca evolutiva envolvida na determinacdo da diversidade de terpenos de Lychnophora
granmogolense, L. rupestris e L. nanuzae.

As diferencas na composicdo de terpenos entre as espécies de Lychnophora
analisadas definem dois principais grupos: o primeiro € representado pelos individuos de L.
ramosissima, € o segundo pelos individuos de L. rupestris, L. granmogolense e L. nanuzae
(Figura 2). Esses dois grupos estdo de acordo com as diferencas no nivel de diversidade
quimica encontradas, através da qual também podem ser definidos dois grupos: o primeiro,
com maior diversidade, formado por L. ramosissima, e o segundo, com menor diversidade,
formado pelas outras trés espécies. Além disso, esses dois principais grupos corroboram os
resultados das andlises morfolégicas realizadas por Semir (1991), que destaca
caracteristicas mais diferenciadas para Lychnophora ramosissima em relacdo as outras
espécies do complexo.

Essa sobreposicao de padrdes sugere como hipétese plausivel para compreender a
distribuicdo dos terpenos entre essas espécies a ocorréncia de um ancestral comum mais
recente entre L. granmogolense, L. rupestris e L. nanuzae, com uma diversidade de
compostos terpénicos menor do que a observada em L. ramosissima.

Mabry et al. (1975), analisando a composicio de flavondides em espécies de
Vernonia, sugeriu que ao longo da evolugdo, haveria uma tendéncia a simplificacdo dos
caminhos biosintéticos, acarretando menor diversidade desses compostos em taxa mais
derivados. Considerando que os flavondides sdo, da mesma forma que os terpenos,

compostos do metabolismo secundario das plantas, os resultados aqui apresentados podem
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ser interpretados de acordo com essa proposta. Assim, L. rupestris, L. gramogolense e L.
nanuzae poderiam ser identificadas como mais derivadas do que L. ramosissima.

No entanto, King (1986) considera essa interpretacdo inapropriada para espécies do
género Lychnophora. Segundo esse autor, a evolucdo em Lychnophora é melhor
representada por um padrdo de radiacdo adaptativa ao invés de uma filogenia dicotdomica.
Uma andlise filogenética das espécies de Lychnophora aqui estudadas, seguida pelo
mapeamento dos terpenos ja caracterizados em cada ramo, considerando as suas possiveis
rotas biosintéticas, € necessdria para que a hipétese acima sobre a evoluciao desse complexo
seja testada.

Nos campos rupestres, uma grande diversidade de condi¢cdes ambientais (tipos de
solo, clima e composi¢do vegetacional), cujas variacdes sdo observadas a pequenas
distancias, promovem um cendrio propicio para a a¢ao da selecdo natural. Assim, devemos
considerar também a possibilidade de influéncia dessa forca evolutiva tanto nos niveis de
diversidade quimica encontrados, quanto nas semelhangas entre a composicao quimica de
Lychnophora rupestris, L. granmogolense e L. nanuzae, apesar da distancia geografica
entre elas.

A maior diversidade quimica encontrada em Lychnophora ramosissima apdia
parcialmente a hipétese de Semir (1991) de que o Planalto de Diamantina (regidao onde
Lychnophora ramosissima e L. nanuzae ocorrem) seria o centro de origem mais provavel
do género Lychnophora. A Serra do Cip6 (local de ocorréncia de L. rupestris) e os campos
rupestres baianos (L. granmogolense) seriam locais de dispersdo e possivel diferenciagao
das espécies.

De maneira geral, da mesma forma que na andlise morfolégica, as diferencas

quimicas sdo muito pequenas e indicam maior similaridade entre Lychnophora rupestris, L.
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nanuzae, € L. granmogolense. O agrupamento dessas espécies no dendrograma sugere a
existéncia de dois grupos quimicos no complexo, sendo um deles L. ramosissima e o outro
formado por L. granmogolense, L. nanuzae e L. rupestris. O nivel taxondmico desses
grupos merece maiores investigacoes.

Segundo Semir (1991) existem outras espécies no género morfologicamente
semelhantes as espécies analisadas. E possivel que a andlise dessas outras espécies e de L.
goiana (integrante do complexo) seja necessdria para uma melhor compreensdo das

relacdes taxondmicas e evolutivas nesse complexo.
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CONSIDERACOES GERAIS

e Lychnophora granmogolense, a espécie com distribuicdo geogrifica mais ampla,
ndo apresentou os maiores niveis de diversidade genética e quimica, contrariando a
suposicdo de que a quantidade de variabilidade genética em uma espécie estd
diretamente relacionada a sua distribuicdo geografica.

® Lychnopora ramosissima, uma das espécies analisadas com distribuicao geogréfica
restrita, apresentou a maior diversidade de compostos quimicos.

e Na andlise quimica, ndo foi possivel estabelecer uma relagao entre a diversidade de
compostos e a amplitude de distribuicdo geogréfica, ja que espécies com amplitudes
de distribuicdo diferentes (L. granmogolense, L. rupestris e L. nanuzae)
apresentaram niveis de diversidade semelhantes e inferiores ao observado em L.
ramosissima.

® QOs padrdes de variabilidade genética sio melhor compreendidos se caracteristicas
ecoldgicas e da histdria evolutiva das espécies sdo analisadas como possiveis fatores
relacionados a esses padroes. Entre essas caracteristicas podemos citar: a duraciao do
ciclo de vida das plantas; a possivel forma¢ao de bancos de sementes; a ocorréncia
de gargalos genéticos em algumas populacdes e a acdo da sele¢do natural.

* A menor diversidade de terpenos em Lychnophora granmogolense, L. rupestris e L.
nanuzae, ndo pode ser explicada apenas pela ocorréncia de gargalos populacionais.
A ocorréncia de um ancestral comum mais recente entre elas, com uma diversidade
de compostos terpénicos menor do que a observada em L. ramosissima é a hipdtese
plausivel para a compreensao desses resultados.

¢ Além do fluxo génico, a acdo de forgas seletivas locais pode ser levantada como

plausivel para a compreensdo da alta diferenciacdo genética encontrada entre
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populagdes muito proximas geograficamente de L. rupestris e L. ramosissima. A
origem dessas populagdes através de diferentes eventos de colonizagdo € uma
explicacdo alternativa para o padrao encontrado.

e Os coeficientes de distancia genética sdo muito pequenos, concordando com a
caracterizacao das espécies como um complexo.

e A composi¢cdo quimica e isozimica de Lychnophora ramosissima confirma a sua
maior diferenciacdo em relagdo as outras espécies do complexo, ja evidenciada por
Semir (1991) através de andlises morfoldgicas.

e Alguns dos resultados aqui apresentados, tanto pela andlise dos locos isozimicos
quanto pela andlise dos compostos terpénicos, corroboram a hip6tese de Semir
(1991) de que a origem do género estd em Minas Gerais e que as localidades da
Bahia, provavelmente foram ocupadas apds eventos de dispersdo. No entanto, a
origem ancestral de Lychnophora granmogolense, também proposta por esse autor,

ndo pode ser apoiada pelos resultados obtidos.
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