
 



 

 



 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

“I went to the woods because I wished to live deliberately, 

to front only the essential facts of life,  

and see if I could not learn what it had to teach, and not, 

when I came to die, discover that I had not lived. 

I did not wish to live what was not life, living is so dear; 

nor did I wish to practice resignation,  

unless it was quite necessary. 

I wanted to live deep and suck out all the marrow of life, 

to live so sturdily and Spartanlike as to put to rout all that was not life, 

to cut a broad swath and shave close, 

to drive life into a corner, 

and reduce it to its lowest terms, 

and, 

if it proved to be mean, 

why then to get the whole and genuine meanness of it, 

and publish its meanness to the world; 

or if it were sublime, 

to know it by experience, 

and be able to give a true account of it in my next excursion.” 

 

Walden or Life in the Woods, 

H. D. Thoreau (1817-1862) 
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Resumo 

 

Kielmeyera Mart. & Zucc. (Clusiaceae) inclui 47 espécies e sua revisão mais 

recente foi baseada em caracteres morfológicos. A série Coriaceae (Wawra) Saddi 

distingue-se das demais principalmente pelas folhas coriáceas e pelo hábito 

arbóreo/arbustivo. Em sua nova circunscrição, a série apresenta apenas duas espécies, K. 

coriacea, com duas subespécies e sete variedades, e K. grandiflora, que antes estava 

incluída na primeira espécie como variedade. Apesar da recente revisão, a circunscrição 

taxonômica das espécies ainda é muito problemática. Kielmeyera coriacea é amplamente 

conhecida como um dos principais componentes do Cerrado, enquanto K. grandiflora é 

pouquíssimo conhecida. Dessa forma, os dois táxons específicos envolvidos na série 

Coriaceae (Wawra) Saddi foram investigados para esclarecer o relacionamento dentro do 

grupo e para propor, se fosse o caso, uma classificação mais clara. Para tanto foram 

procedidos estudos morfológicos, anatômicos, fenológicos e moleculares. A morfologia e a 

anatomia foliar não foram satisfatoriamente informativas, e apenas revelaram caracteres 

sem consistência taxonômica. Apenas o padrão de nervação secundária, a tonalidade das 

folhas e a quantidade e distribuição dos compostos fenólicos se mostraram disgnósticos 

para as duas espécies. Adicionalmente, análises da superfície foliar em Microscopia 

Eletrônica de Varredura mostraram um padrão de estruturas epicuticulares distinto nas duas 

espécies. Para o estudo da biologia molecular das espécies, foram utilizados marcadores 

microssatélites, capazes de detectar polimorfismo ao nível específico. Foram desenvolvidos 

22 pares de primers a partir de uma biblioteca enriquecida para K. coriacea. Onze pares de 

primers amplificaram locos polimórficos e com bom padrão de amplificação para leitura. 

Nesta espécie, o padrão de bandas apresentou de 12 a 32 bandas por loco, e de duas a oito 

bandas por indivíduo. Kielmeyera grandiflora apresentou padrão de bandas semelhante. 

Foram amostradas duas populações de cada espécie (uma alopátrica e uma simpátrica, 

todas do estado de São Paulo). Trinta plantas de cada população foram genotipadas com 

oito pares de primers e 213 alelos foram encontrados ao total, quase metade deles sendo 

compartilhado pelas duas espécies. Diversas abordagens utilizando softwares de genética 

de populações indicaram dois grupos distintos dentro das populações amostradas, 

suportando a manutenção das duas espécies propostas por Saddi. A presença de vários 

alelos específicos de K. grandiflora em plantas de K. coriacea na área onde as espécies são 

simpátricas sugerem a ocorrência de hibridação introgressiva. Com os resultados obtidos 

neste trabalho, a proposta de Saddi de separação de K. grandiflora de K. coriacea foi 

corroborada, e o esclarecimento das relações entre os táxons infraespecíficos de K. coriacea 

tornou-se iminente à luz das novas ferramentas desenvolvidas. 
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Abstract 
 

Kielmeyera Mart. & Zucc. (Clusiaceae) has 47 species and its more recent revision 

was based on morphological characters. The Coriaceae (Wawra) Saddi series is 

distinguished from the other series mainly by its coriaceous leaves and shrub/tree habit. In 

its latest circumscription, the series has two species, K. coriacea, with two subspecies and 

seven varieties, and K. grandiflora, which in the past was considered a variety of the later. 

However, the circumscription of the two species is problematic and they form the “K. 

coriacea complex”. Kielmeyera coriacea is considered one of the main components of the 

Cerrado, while K. grandiflora is poorly known. Therefore, both specific taxa of the 

Coriaceae were investigated to clarify their relationship and to set out a more accurate 

classification, if necessary. Thus, we carried out morphological, anatomical, phenological, 

and molecular studies with the two species of the complex. Morphological and leaf 

anatomy studies were not satisfactory informative and revealed inconsistent differences 

between the species. Only the secondary veins pattern, the leaf shade and quantity and 

distribution of phenolic compounds in leaves tissues could be considered diagnostic 

characters. In addition, the analysis of the leaf surface in Scanning Electron Microscope 

showed a distinct pattern of epicuticular structure in both species. Microsatellite markers 

were used in the molecular studies, due to their capacity to detect polymorphism at specific 

level. Twenty-two primers pairs were developed from an enriched library of K. coriacea 

and eleven of them amplified polymorphic and readable loci. In this species, the band 

pattern presented 12 to 32 bands per locus and two to eight bands per individual. 

Kielmeyera grandiflora showed a similar band pattern. For each species we sampled two 

populations (one allopatric and one sympatric, all from São Paulo state). Thirty plants of 

each population were genotyped with eight microsatellites and 213 alleles were found; 

almost half of that were shared by the two species. Different approaches using population 

genetics softwares indicated two distinct groups inside the four populations, supporting the 

maintenance of the two species proposed by Saddi. The presence of many alleles specific to 

K. grandiflora in K. coriacea plants of the sympatric area suggests an introgressive 

hybridization. Our results corroborated Saddis’s proposal of recognize both K. grandiflora 

and K. coriacea, and the clarification of the infraspecific taxa of K. coriacea becomes 

imminent in the light of these new developed tools. 
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Introdução Geral 

Tradicionalmente conhecida por Guttiferae Jussieu, a família Clusiaceae Lindley é 

composta por plantas lenhosas, perenifólias e laticíferas, distribuídas amplamente nas 

regiões tropicais úmidas e de baixas altitudes (Stevens 2007). Apresenta 27 gêneros e 

aproximadamente 1090 espécies (Bittrich 2003; Judd et al. 1999; Stevens 2007). Dentro de 

Malpighiales, a família está intimamente relacionada a Bonnetiaceae, Hypericaceae e 

Podostemaceae, no entanto, as relações dentro desse grande grupo não estão 

completamente elucidadas (APG 2003; Gustaffson et al 2002; Stevens 2007). Duas 

subfamílias monofiléticas são reconhecidas em Clusiaceae (Stevens 2007): 

Kielmeyeroideae, abrigando as tribos Calophylleae e Endodesmieae, com um total de 14 

gêneros; e Clusioideae, contendo as tribos Clusieae, Garcinieae e Symphonieae, totalizando 

13 gêneros. Clusioideae é composta por plantas normalmente dióicas, com canais 

secretores, folhas glabras com nervação não transcurrente e filetes espessos, enquanto que 

em Kielmeyeroideae as plantas geralmente apresentam folhas com cavidades secretoras e 

nervuras transcurrentes, flores hermafroditas e com filetes delgados (Stevens 2007). As 

relações entre essas duas subfamílias ainda não estão completamente esclarecidas, e 

evidências sugerem que Kielmeyeroideae é mais relacionada a Hypericaceae e 

Podostemaceae do que a Clusioideae, enquanto que esta subfamília parece ter maior 

afinidade com Bonnetiaceae do que com Kielmeyeroideae, o que tornaria a família 

Clusiaceae polifilética (Davis et al. 2007). 
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Histórico taxonômico 

Kielmeyera Mart. & Zucc. pertence à tribo Calophylleae-Kielmeyeroideae e 

compreende 47 espécies distribuídas principalmente no Brasil, em regiões de baixa altitude 

(Stevens 2007). O gênero distingue-se dentro da família principalmente pelas folhas 

alternas e pelos frutos capsulares lenhosos, 3-valvares, com numerosas sementes aladas 

(Bittrich 2003; Stevens 2007), e está intimamente relacionado a Caraipa e Haploclathra 

(Notis 2004), gêneros amazônicos e das Guianas. Kielmeyera foi descrito por Martius & 

Zuccarini (1825), que propuseram sua inserção na família “Bonnetiae”. Nesta obra, foram 

brevemente descritas cinco espécies, entre elas K. coriacea. No ano seguinte à publicação 

do gênero, Martius (1826) publica a descrição detalhada dessas plantas e ilustrações 

coloridas. Pouco depois, mais sete espécies foram descritas (Cambessèdes 1828), entre elas 

K. tomentosa, K. humifusa e K. falcata. Na seqüência, Pohl (1830) descreveu outras quatro 

espécies, entre elas K. oblonga e K. microphylla. 

 Na primeira revisão do gênero, preparada para a Flora brasiliensis (Wawra 1886), 

Kielmeyera foi incluído em Ternstroemiaceae, mas logo em seguida Engler (1888), no 

tratamento das Guttiferae, já sugere a inserção do gênero nesta família. Wawra divide o 

gênero em quatro seções, com Coriaceae incluindo K. falcata Cambess., K. humifusa 

Cambess., K. coriacea Mart. & Zucc., K. microphylla Pohl e K. tomentosa Cambess. 

Dentro de K. coriacea, foram reconhecidas três variedades: var. typica (= var. coriacea), 

var. α. oblonga, baseada em K. oblonga Pohl, uma espécie com flores róseas; e var. β. 

grandiflora, proposta sobre o nome K. grandiflora, supostamente sugerido por Saint-

Hilaire a uma coleta de Pohl (Pohl 110, in schaed: W); assim, esses antigos nomes 
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específicos foram reduzidos à categoria de variedade. No entanto, os nomes das variedades 

nunca foram amplamente utilizados. 

A revisão mais recente do gênero foi realizada por Saddi (1982), baseada 

principalmente em caracteres morfológicos. A partir de seus estudos, Saddi descreve 

diversas novas espécies e propõe novas classificações infraespecíficas (1984a; 1984b; 

1984c; 1984d; 1984e; 1984f; 1986; 1987a; 1987b). Fundamentado no trabalho de Wawra 

(1886), Saddi (1982) divide a seção Coriaceae em três séries, das quais a série Coriaceae 

distingue-se das demais pelas folhas coriáceas com a base da nervura central expandida, 

pelo hábito arbóreo/arbustivo, caule suberoso e sem xilopódio e pelas anteras delicadas. 

Apenas duas espécies compõem esta série: K. coriacea Mart. & Zucc., que inclui K. 

microphylla, K. tomentosa, K. falcata e K. oblonga como sinônimos; e K. grandiflora 

(Wawra) Saddi, novo status para K. coriacea var. grandiflora Wawra. Kielmeyera 

tomentosa e K. microphylla também recebem status novos, como subespécie e variedade de 

K. coriacea, respectivamente, pois Saddi (1982) considera suas características insuficientes 

para serem reconhecidas como espécies distintas. Por outro lado, K. oblonga e K. falcata 

foram apenas sinonimizadas sob a variedade típica, pois o autor considerou os caracteres 

supostamente distintivos para as espécies como simples variações fenotípicas. Saddi inclui 

ainda em K. coriacea o sinônimo Martinieria arborea de Vellozo (sua data efetiva de 

publicação é 1829), cujo tipo é representado apenas por uma ilustração da Florae 

fluminensis (Vellozo 1825). No entanto, nem a prancha nem a breve descrição da espécie 

deixam claro se a planta se trataria de K. coriacea ou K. grandiflora. Portanto, esse nome 

precisa ser epitipificado, e nesta ocasião, caso a espécie ilustrada por Vellozo venha a ser 

considerada a mesma de K. grandiflora, o nome desta espécie tornar-se K. arborea, já que 
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o epíteto “grandiflora” surgiu apenas em 1886, na ocasião da publicação da variedade na 

Flora brasiliensis (Wawra 1886). Por sua vez, Kielmeyera humifusa, que também 

compunha a seção Coriaceae de Wawra, é incluída na série Corymbosae (Wawra) Saddi, 

inserida também na seção Coriaceae, de acordo com Saddi.   

Kielmeyera coriacea e K. grandiflora ocorrem simpatricamente e apresentam a 

distribuição geográfica e os padrões ecológicos mais amplos dentro do gênero, além de 

estarem entre as espécies mais notáveis e os constituintes mais importantes da flora lenhosa 

da vegetação de Cerrado s.s. do Brasil Central (Saddi 1984a), sendo também muito comuns 

em cerrados alterados pelo homem. Segundo o autor, as flores das duas espécies são quase 

indistinguíveis e os táxons só podem ser distintos pela venação das folhas: reticulada, com 

as nervuras secundárias distantes entre si e não formando arcos conspícuos em K. coriacea, 

e uniformemente paralelas, com as nervuras secundárias compactas e formando arcos 

distintos em K. grandiflora (Saddi 1982; 1984a, mas ver Bittrich 2003). Para Durigan et al. 

(2004), no estado de São Paulo as duas espécies podem, ainda, ser separadas pelo tamanho 

e tonalidade das folhas (maiores e glaucas em K. grandiflora), pela coloração das flores 

(róseas em K. grandiflora e brancas em K. coriacea) e pelo tamanho dos frutos (maiores 

em K. grandiflora). 

Saddi (1982) também reconhece táxons infraespecíficos para K. coriacea: duas 

subespécies e sete variedades. Assim como quaisquer outros níveis hierárquicos, não 

existem conceitos formais e absolutos relacionados às categorias infraespecíficas. Ao 

contrário do conceito de espécie, amplamente discutido no meio científico, pouca discussão 

existe sobre essas categorias inferiores (Hamilton & Reichard 1992). Normalmente no meio 

científico, as categorias de subespécie e variedade são reconhecidas como grupos naturais, 
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enquanto a categoria de forma representa um grupo de indivíduos não relacionados que 

compartilham uma característica peculiar, formando um grupo artificial (Hamilton 1995). O 

reconhecimento de duas categorias infraespecíficas dentro de uma única espécie é um 

fenômeno raro em taxonomia, e para a maioria dos taxonomistas, subespécies e variedades 

têm idêntica correspondência na prática (Raven 1974), e formas são irrelevantes do ponto 

de vista taxonômico (Hamilton 1995). No entanto, Saddi (1986) justifica que, em seu 

tratamento taxonômico, subespécies são distintas entre si por um considerável conjunto de 

caracteres morfológicos e pela distribuição geográfica em áreas distintas ou apenas 

parcialmente sobrepostas, enquanto variedades apresentam pequenas divergências 

morfológicas, mas constantes e facilmente perceptíveis, com as respectivas populações 

sendo geralmente simpátricas. Kielmeyera coriacea subsp. coriacea é caracterizada pelas 

folhas glabras e pelas nervuras secundárias sutis, e é constituída por quatro variedades, 

distintas entre si pelo tamanho e forma das folhas e das inflorescências, e pela presença ou 

ausência de indumento no pedicelo das flores. São elas: K. coriacea var. coriacea; K. 

coriacea var. microphylla (Pohl) Saddi; K. coriacea var. guiaensis Saddi; e K. coriacea 

var. glabripes Saddi. Kielmeyera coriacea subsp. tomentosa (Cambess.) Saddi é 

caracterizada pelas folhas com indumento e com nervuras secundárias proeminentes. Esta 

subespécie inclui três variedades: K. coriacea var. tomentosa (Cambess.) Saddi; K. 

coriacea var. intermedia Saddi; e K. coriacea var. pseudotomentosa Saddi, distintas pelo 

tamanho do pecíolo, pelo grau de proeminência das nervuras e pela densidade de tricomas 

nas folhas. Saddi (1986) admite, no entanto, que algumas de suas variedades poderiam vir a 

assumir o status de espécie por meio de estudos mais aprofundados.  
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Apesar da ampla distribuição de K. grandiflora, esse nome é pouquíssimo utilizado 

em comparação ao nome K. coriacea. Mesmo em sua revisão, Saddi (1982) lista muito 

mais material examinado de K. coriacea do que de K. grandiflora. Numerosos são os 

exemplos de flórulas que citam apenas o nome K. coriacea, quando na realidade a área 

estudada possui representantes das duas espécies (e.g. Mantovani & Martins 1993), ou 

mesmo possui apenas K. grandiflora (Santin 1999), ou ainda de trabalhos que 

aparentemente não utilizam a proposta de Saddi (Libano et al. 2006; Reis et al. 2007a; 

2007b; Rocha et al. 2006; Sujii et al. 2006; 2007a; 2007b). Por serem plantas muito 

comuns nos cerrados, K. coriacea é ainda alvo dos mais variados estudos, como de floração 

(e.g. Oliveira & Sazima 1990), ecofisiologia (e.g. Arasaki 1993; Nardoto et al. 1998) 

morfologia (Dionelo-Basta & Basta 1984), estudos de propriedades medicinais e de 

interesse farmacológico (Lopes et al. 1977; Obici et al. 2008; Zagoto et al. 2006), incluindo 

a patente de extratos da planta (Cortez & Audi 2002). Dessa forma, uma reavaliação 

taxonômica do complexo K. coriacea é imprescindível para esclarecer mais 

apropriadamente a identidade dos organismos envolvidos. 

Coleções de herbário vistas por Saddi e observações de especialistas (Bittrich 2003; 

Oliveira & Sazima 1990) têm indicado problemas na classificação proposta para o 

complexo K. coriacea, incluindo identificações duvidosas do próprio Saddi, além de 

observações de plantas na natureza sugerirem a possibilidade de hibridação entre as duas 

espécies propostas (obs. pess.), o que levaria, segundo Rieseberg (1997), ao aumento de 

diversidade genética intraespecífica, que poderia ser a causa, ao menos em parte, da 

multiplicidade de fenótipos encontrada em K. coriacea e dos problemas encontrados na 

atual classificação. Dessa forma, uma reavaliação taxonômica do complexo K. coriacea  
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Ferramentas 

Essencialmente, taxonomia é uma ciência que utiliza os resultados de investigações 

de diversas áreas das ciências naturais para arquitetar os seus próprios, sendo 

imprescindível a utilização das mais diversas evidências possíveis para isso (Judd et al. 

1999). No entanto, normalmente os dados disponíveis para a construção de informações 

taxonômicas são escassos e, quando existem, são insuficientes ou inutilizáveis. Dessa 

maneira, grande parte do trabalho em taxonomia é direcionada a atividades de coleta de 

dados e, portanto, os caracteres escolhidos para estudo devem ser cuidadosamente 

selecionados, levando-se em consideração a facilidade de obtenção e a informatividade 

(Stace 1989).  

Morfologia 

Os dados mais utilizados em taxonomia vegetal, tanto historicamente quanto 

modernamente, são os provindos da morfologia, já que são os mais facilmente observáveis 

e comparáveis, e são os que fornecem a estrutura e a fundamentação da maior parte das 

atuais classificações (Stuessy 1990). Pensando a taxonomia de maneira menos 

individualista e lembrando que ela própria é uma ferramenta para todas as ciências da vida, 

deve-se ter em mente que os trabalhos de taxonomia, na medida do possível, devem resultar 

em entidades claramente reconhecíveis pela morfologia, proporcionando uma ferramenta 

efetiva aos diversos ramos da biologia. Considerando que a morfologia do grupo estudado 

já foi amplamente detalhada por Saddi (1982; 1988; 1989; 1990), o presente trabalho 

objetiva apenas rever alguns aspectos morfológicos sob um olhar mais focado nos limites 

entre as espécies estudadas. 
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Anatomia 

O estudo da anatomia dos órgãos e tecidos vegetais é também uma das ferramentas 

mais tradicionalmente utilizadas para o levantamento de caracteres passíveis de utilização 

sistemática. Algumas obras clássicas, como as publicadas por Solereder (1908), Metcalfe 

(1960) e Metcalfe & Chalk (1950; 1957; 1979) tratam a anatomia dos grupos vegetais com 

o objetivo especifico de auxiliar na identificação das plantas e de fornecer subsídios ao 

entendimento das relações de parentesco entre elas. Assim, a taxonomia de muitos grupos 

botânicos tem sido elucidada a partir de estudos de anatomia foliar, como em Celastraceae 

(Gomes et al. 2005), Cyperaceae (Alves et al. 2002), Erythroxylaceae (Bieras & Sajo 2004) 

e Poaceae (Ma et al. 2005). 

Marcadores moleculares microssatélites 

Como a biologia de maneira geral, a taxonomia vegetal vem passando por 

momentos fascinantes de “renascimento”, reflexo da introdução das novas técnicas 

moleculares (Matioli 2001; Soltis & Soltis 2000). Utilizando-se de marcadores genéticos 

moleculares, a Sistemática Molecular gera um enorme banco de dados, passíveis de 

comparação entre organismos, permitindo-a fazer inferências de processos populacionais 

até filogenias (Hillis et al. 1996). Entre algumas das vantagens dos dados moleculares 

perante os tradicionalmente utilizados estão a quantidade muito maior de dados disponíveis 

para comparação e a facilidade de interpretação evolutiva dos caracteres examinados (Judd 

et al. 1999). No entanto, Crawford (1990) alerta que este tipo de dado deve ser, na medida 

do possível, comparado e contrastado com outras evidências, como dados morfológicos, 

cariológicos e ecológicos. Não existem dados moleculares publicados para o gênero 
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Kielmeyera. Há, entretanto, evidências que sugerem que K. coriacea seja poliplóide (com 

116 a 153 cromossomos), no entanto, não há comprovações da correta contagem dos 

cromossomos nem da correta identificação da planta, já que não há material testemunho 

dessas contagens. 

Marcadores microssatélites (ou SSR - simple sequence repeats, Tautz 1989; Weber 

& May, 1989) são pequenas seqüências de DNA compostas por repetições em tandem de 

unidades formadas por um até seis nucleotídeos, encontradas em virtualmente todos os 

organismos, principalmente no DNA não-codificante. Ao contrário do seqüenciamento de 

regiões específicas do DNA, o polimorfismo de microssatélites deriva principalmente da 

variação no número de cópias das unidades repetitivas, ou seja, no tamanho das seqüências 

(Ellegren 2004). A maioria das mutações pode ser explicada por um de dois mecanismos 

principais. As mutações podem ser originadas durante a replicação do DNA, devido a uma 

pequena dissociação das fitas seguida de uma re-associação errônea (replication slippage, 

Schlotterer & Tautz 1992). Assim, ao longo das gerações, as mutações acrescentam ou 

diminuem unidades da repetição, de maneira que alelos de diferentes tamanhos são 

formados em uma população, conforme o modelo tradicionalmente mais aceito (modelo 

stepwise, Ohta & Kimura 1973; Slatkin 1987; Valdes et al. 1993). Alternativamente, as 

mutações em locos microssatélites podem também estar relacionadas a processos de 

recombinação desigual entre as fitas de DNA durante a mitose (Li et al. 2002). A 

estabilidade dos microssatélites pode ainda ser afetada por uma interação intrincada dos 

dois modelos, constituindo os modelos mistos de mutação (Li et al. 2002). Os diferentes 

alelos então criados são controlados pelos mecanismos evolutivos de mutação, seleção, 

deriva e migração (Chambers & MacAvoy 2000). A porção de DNA ao redor do 
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microssatélite é chamada “região flanqueadora”, uma região mais conservada que a região 

repetitiva (Selkoe & Toonen 2006). A partir do seqüenciamento dessa região flanqueadora 

podem ser criados oligonucleotídios (primers) espécie-específicos, capazes de anelar-se ao 

DNA genômico e desencadear, assim, a amplificação da região que contém o DNA 

repetitivo (Figura 1). 

 

 

 

 

Figura 1. Exemplo de microssatélite dinucleotídeo hipotético (motivo de repetição = CA) e quatro alelos. A, 

T, C e G = bases nitrogenadas (Adenina, Timina, Citosina e Guanina, respectivamente); r = número de 

repetições; pb = pares de base. 

Dentre as vantagens dos microssatélites para estudos biológicos podem-se citar sua 

natureza multi-alélica e co-dominante, fácil amplificação por PCR e detecção, abundância e 

ampla ocorrência no genoma, além de requerer pouca quantidade de DNA (Powell et al. 

1996). São considerados a classe mais polimórfica de marcadores moleculares disponíveis 

atualmente (Ferreira & Grattapaglia 1996) e possuem grande abrangência de aplicação, 

sendo utilizados, por exemplo, em estudos de melhoramento genético, mapeamento 

genético, avaliação de germoplasma/estoque, estudos populacionais e de conservação de 

espécies (e.g. Clark et al. 2008; Liu et al. 2007; Kawamoto et al 2007; Oyant et al. 2008; 
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Neeraja et al. 2007; Romo et al. 2006; Sarno et al. 2004). Devido à alta taxa de mutação, 

microssatélites normalmente não são informativos para construções de filogenias. No 

entanto, pelo mesmo motivo têm o potencial de esclarecer relacionamentos intra-

específicos e entre espécies próximas, sendo utilizados em estudos de complexos de 

espécies, padrões filogeográficos, detectando processos como hibridação e até mesmo 

complementando filogenias (e.g. Craft et al. 2002; Jorgensen et al. 2008; Marthinsen et al. 

2007; Yao et al. 2008). 

 

Neste contexto, este trabalho teve por objetivo investigar os táxons específicos da 

série Coriacea proposta por Saddi (1982), estudando o relacionamento entre as entidades 

que a compõem e, assim, esclarecendo as questões relativas a nível hierárquico e possíveis 

subordinações, para propor, se fosse o caso, uma classificação mais natural para o grupo. 

Para tanto, foram realizados estudos de morfologia, anatomia, biologia reprodutiva e 

molecular de populações alopátricas (isoladas, consideradas populações “puras”) e 

populações simpátricas (misturadas espacialmente) de Kielmeyera coriacea var. coriacea 

(sensu Saddi 1982) e K. grandiflora. 
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Estudos morfo-anatômicos no complexo 

Kielmeyera coriacea Mart. & Zucc. (Clusiaceae) 

Mayara K. Caddah; Juliana L. S. Mayer; Maria do Carmo E. do Amaral; Volker Bittrich 

 

Kielmeyera coriacea Mart. & Zucc. é um dos principais componentes do Cerrado. No 

entanto, a circunscrição taxonômica da espécie é problemática. A última revisão do gênero 

desmembrou a espécie em duas, K. coriacea e K. grandiflora (Wawra) Saddi, mas a 

proposta é pouco adotada no meio científico. Neste estudo, procurou-se investigar as duas 

espécies dos pontos de vista morfológico e anatômico, com os objetivos de contribuir ao 

entendimento das relações entre as duas entidades e de detectar possíveis caracteres 

diagnósticos para a taxonomia do grupo. 

 

Introdução 

Kielmeyera coriacea Mart. & Zucc. é um dos principais componentes da flora 

lenhosa do Cerrado (Ratter et al. 2003) e, dessa forma, é objeto de estudo das mais variadas 

investigações biológicas. Na revisão taxonômica do gênero, Saddi (1982) desmembra a 

espécie em duas, elevando uma antiga variedade à categoria de espécie, K. grandiflora 

(Wawra) Saddi. A principal diferença entre as duas espécies é o padrão de organização das 

nervuras secundárias. Todo o polimorfismo restante apresentado por K. coriacea é 

apresentado na forma de duas subespécies e sete variedades (Saddi 1982). No entanto, a 

circunscrição taxonômica da espécie e dos táxons relacionados é confusa e pouco adotada, 
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e a identificação dos espécimes é problemática, gerando suspeitas envolvendo muitas 

publicações científicas que utilizam o nome K. coriacea. Assim, o objetivo deste trabalho 

foi investigar morfológico e anatomicamente plantas pertencentes às duas espécies 

propostas por Saddi (1982), a fim de delinear mais claramente a classificação dentro 

complexo, contribuir à compreensão da história do grupo e fornecer caracteres úteis para a 

sua taxonomia.  

 

Material e métodos 

O estudo da morfologia das espécies foi baseado em observações de campo e na 

análise de exsicatas (herbários C, SP, UEC e NY). Apenas os aspectos relevantes para a 

diferenciação das espécies foram reavaliados (para descrições morfológicas mais 

completas, ver Saddi 1982). Material testemunho dos estudos micromorfológicos e 

anatômicos foi depositado no herbário da Universidade Estadual de Campinas (UEC), de 

acordo com a Tabela 1. Todos os indivíduos de K. coriacea estudados foram classificados 

como K. coriacea var. coriacea segundo a classificação proposta por Saddi (1982). 

Observações de estruturas epicuticulares foram efetuadas sob Microscopia 

Eletrônica de Varredura. Foram estudadas ambas as faces de duas amostras herborizadas e 

uma fresca (seca em sílica gel) de cada espécie (incluindo espécimes supostamente 

híbridos) e também do material tipo de K. coriacea (depositado no herbário de Munique). 

Porções da lâmina foliar de cada amostra foram recortadas e coladas em stubbs, cobertas 

com ouro (Balzers SCD 050) por 180 segundos e observadas em Microscópio Eletrônico de 

Varredura JEOL JSM 5800LV (15-20kV), no Instituto de Biologia/Unicamp. 
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As descrições anatômicas foram baseadas em dois indivíduos de cada espécie, um 

proveniente de população isolada (sem a presença da outra espécie, populações 

consideradas “puras”; ambas localizadas no município de Campinas/SP) e outro 

proveniente de suposta zona híbrida (Alumínio/SP). Amostras da região mediana do limbo 

e do pecíolo de folhas maduras foram fixadas em FNT (formalina neutra tamponada; Lillie 

1948 in Clark 1973) e FAA (formalina, ácido acético e álcoo etílico; Johansen 1940) para 

estudo estrutural e em SFF (sulfato ferroso em formalina; Johansen 1940) para 

evidenciação de compostos fenólicos, estocadas em etanol 70%, desidratadas em série 

butílica, incluídas em parafina e seccionadas em séries transversais e longitudinais com 10-

12 µm de espessura em micrótomo de rotação Microm HM340E rotativo. Os cortes 

provenientes do material fixado em FAA e FNT foram corados com safranina e azul de 

astra. Os materiais foram montados em resina sintética e observados em microscópio óptico 

Olympus BX51.  

 

 

Tabela 1. Material testemunho dos estudos micromorfológicos e anatômicos, classificados conforme a 

proposta de Saddi (1982). 

 

Espécie Estudo Voucher (UEC) 

124.190 
Anatomia 

148.202 

148.202 
K. coriacea 

MEV 
147.862 

148.198 
Anatomia 

148.203 

148.203 
K. grandiflora 

MEV 
25.883 
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Resultados 

Morfologia 

Essencialmente, o que foi observado nas espécies estudadas é um acentuado 

polimorfismo morfológico. Algumas características apresentaram-se mais constantes e, 

dessa forma, mais consistentes para uma delimitação taxonômica. A Tabela 2 apresenta os 

caracteres morfológicos mais apropriados para a diferenciação das duas espécies e seus 

estados de caráter típicos são ilustrados na Figura 1. 

 

Tabela 2. Caracteres morfológicos mais consistentes para a distinção das espécies do complexo Kielmeyera 

coriacea e seus respectivos estados. 

 

Caracteres morfológicos K. coriacea K. grandiflora 

Espessura dos ramos 
largura do ápice (mm) 

delgados 
2,6 – 4,9 (21,2) 

espessos 
(4,0) 6,2 – 30,8 (34,50) 

Pecíolo e nervura central arredondados achatados 

Tonalidade das folhas verde-escuras glaucas 

Nervuras intersecundárias sutis proeminentes 

Tamanho das flores 
comprimento das pétalas (mm) 

menores 
(13,4) 14,8 - 19,6 (26,3) 

maiores 
18,9 – 25,4 (34,3) 

Cor das pétalas brancas róseas 

 

Comumente, K. grandiflora apresenta os ramos, dos quais partem as folhas, mais 

espessos que os ramos de K. coriacea (ver Tabela 2), característica responsável pelo único 

nome popular encontrado por Saddi (1982) para aquela espécie: “gordinha” (Figura 1 A-B). 

Apesar de ser típico para a espécie, no entanto, os ramos espessados não foram detectados 

em todas as plantas, assim como já foi observado em K. coriacea. O pecíolo das folhas e, 
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da mesma forma, a nervura central das folhas, apresentou-se tipicamente arredondado na 

face abaxial em K. coriacea e achatado em K. grandiflora (ver Figura 3 A-B e 5 A-B), 

assim como as folhas são geralmente obovadas nesta espécie e elípticas naquela (Figura 1 

C-E). No entanto, devido ao grande polimorfismo apresentado pelas folhas em relação às 

formas, este caráter não pode ser utilizado com segurança para a delimitação das espécies. 

A tonalidade das folhas (ver discussão abaixo sobre micromorfologia) e o padrão 

das nervuras secundárias mostraram ser os caracteres mais consistentes para a distinção das 

espécies. Kielmeyera grandiflora apresenta uma camada mais espessa de cutícula (ver 

discussão sobre micromorfologia), evidenciada pela tonalidade glaucescente das folhas, 

distintas das folhas verde-escuras de K. coriacea (Figura 1 C-G). Cambessèdes (1828), 

Martius (1826) e Pohl (1830), no entanto, descrevem K. coriacea como também possuindo 

folhas glaucescentes.  

Em relação às nervuras secundárias, K. grandiflora apresenta um padrão de 

nervação mais compacto, com as nervuras intersecundárias bem evidentes (quase 

indistinguíveis das secundárias a olho nu), quando comparadas às de K. coriacea (Figura 1 

E-I). Este caráter já foi observado por Saddi (1990) em um estudo sobre os padrões de 

nervação em Kielmeyera. Neste trabalho, menciona essa diferença como de valor 

taxonômico para a distinção de K. coriacea de K. grandiflora, embora na revisão do gênero 

(Saddi 1982) ter identificado a distância entre as nervuras secundárias principais como o 

caráter diagnóstico para essas espécies, estabelecendo o padrão de K. grandiflora como 

nervuras secundárias subjacentes com menos de três mm de distância entre si, enquanto K. 

coriacea apresentaria distâncias maiores. No entanto, a distância de três mm entre as 

nervuras secundárias (principais) em K. grandiflora não condiz com o observado neste 
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estudo ( 1,7 - 4,6 mm) e apenas poderia ser aceita se considerada a distância entre quaisquer 

nervuras secundárias (distância entre uma nervura secundária principal e uma nervura 

intersecundária). Ainda assim, este caráter não é constante, ocorrendo sobreposição dos 

valores de distância entre nervuras secundárias nas duas espécies [K. coriacea: (2,2) 3,0 – 

6,5 (9,4)]. O padrão de nervação secundária mostrou-se diagnóstico no complexo estudado 

apenas no que diz respeito à similaridade ou não das nervuras secundárias principais das 

intersecundárias (nervuras secundárias principais tão evidentes quanto as intersecundárias 

em K. grandiflora). No entanto, em plantas herborizadas a detecção desta característica não 

é satisfatoriamente clara.  

O nome “grandiflora” (flores grandes, em latim) foi adotado por Wawra (1886), na 

revisão do gênero para a Flora brasiliensis, onde aponta que a variedade assim nominada 

possui pétalas maiores que a variedade típica. Observamos que K. grandiflora usualmente 

apresenta pétalas e sépalas maiores que K. coriacea (ver Tabela 2). No entanto, também 

este caráter apresenta exceções e constante sobreposição dos limites dos estados 

apresentados pelas duas espécies e, portanto, deve ser utilizado com cautela. Ao contrário 

do tamanho das flores (um caráter quantitativo e, portanto, mais passível de sobreposição), 

a cor das flores (um caráter qualitativo) apresenta maior consistência para a diferenciação 

das espécies. Ambas as espécies possuem corola alva, no entanto, K. grandiflora possui 

pétalas rosadas (ao menos nas populações observadas) (Figura 1 J-K), evidentes no botão 

floral, enquanto que K. coriacea apresenta flores totalmente brancas. No entanto, este 

caráter apresenta força apenas quando observado in vivo, já que informações de coloração 

são apenas guardadas na forma de transcrições em etiquetas de exsicatas que, na quase 
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totalidade dos casos, fazem referência apenas à coloração branca das pétalas (cor 

predominante nas duas espécies). 

Micromorfologia 

 Observações em Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) mostraram distintos 

padrões de estruturas epicuticulares entre as espécies (Figura 2 A-H). Em ambas as faces, 

as folhas de K. coriacea apresentam um padrão essencialmente bidimensional, na forma de 

placas horizontais, irregulares, de margem indefinida que podem se sobrepor, formando 

finas camadas sobre a epiderme (Figura 2 A,C,E), caracterizando o modelo de “camadas 

fissuradas” de deposição de cera de Barthlott et al. (1998). O padrão das estruturas 

epicuticulares em K. grandiflora também se mostrou constante nas duas faces das folhas. 

No entanto, nesta espécie o padrão apresentou-se em complexos arranjos tridimensionais, 

na forma de densos aglomerados rosetados (Figura 2 D), compostos de placas irregulares, 

sem margem definida, em orientações diversas (Figura 2 F), semelhante ao modelo de 

“plaquetas irregulares” de Barthlott et al. (1998), de “colunas poligonais” (Barthlott et al. 

1998) (Figura 2 G) ou na forma de filamentos moniliformes (Figura 2 H), estas duas 

últimas podendo ocorrer lado-a-lado, na mesma folha. Em ambas as espécies, essas 

estruturas epicuticulares estendem-se sobre as células-guarda dos estômatos, que estão 

localizados em pequenas depressões da superfície foliar (Figura 2 C-D). Os espécimes 

supostamente provenientes da zona híbrida apresentaram o mesmo padrão das respectivas 

populações puras. O material tipo de K. coriacea apresentou elevada contaminação por 

hifas fúngicas e, mesmo em porções onde se podia observar a superfície da folha, não foi 

encontrado qualquer tipo de estrutura epicuticular, talvez devido a algum processo de 

fixação do material botânico para herborização. 
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Anatomia 

O pecíolo das plantas de ambas as espécies apresenta, em secção transversal, 

formato arredondado com duas projeções de pequeno porte na face adaxial, sendo o pecíolo 

de K. grandiflora mais achatado e o de K. coriacea mais arredondado ventralmente (Figura 

3 A-B). A epiderme é uniestratificada e glabra. Subjacente à epiderme, ocorrem de três a 

muitas camadas de colênquima em toda a extensão do pecíolo, inclusive nas projeções. A 

região mais interna do córtex do pecíolo é formada por parênquima fundamental, composto 

por células com parede delgada, espaços intercelulares, canais secretores e idioblastos com 

drusas dispersos (Figura 3 C-D). O feixe vascular é único e colateral, com formato de arco 

tênue aberto. Em K. coriacea, o arco apresenta-se com as extremidades planas, enquanto 

em K. grandiflora o arco apresenta as extremidades curvas (Figura 3 A-D). No floema 

ocorrem células com conteúdo denso entre os elementos de transporte e células 

companheiras. O xilema é constituído por elementos de protoxilema e metaxilema 

dispostos em séries radiais separadas por células parenquimáticas. Em algumas amostras, as 

extremidades do arco formado pelo feixe formam uma dobra sobre si mesmas. Na região 

central, a medula apresenta, além de células parenquimáticas, canais secretores (de um a 

três) e drusas (Figura 3 C-D). 

Nas duas espécies, os estômatos podem ser encontrados tanto na face abaxial quanto 

na adaxial das folhas (Figuras 3 E-F e 6 C-D). De maneira geral, podem ser classificados 

como paracíticos, como já destacado por Paula (1974), apesar de, eventualmente, algumas 

células subsidiárias poderem estar divididas no sentido transversal. 
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Em vista paradérmica, pode-se observar que os feixes vasculares apresentam-se 

envolvidos por uma bainha de células parenquimáticas com conteúdo denso (Figura 4 A-

B), inclusive na região da nervura central (Figura 4 C). Idioblastos com drusas estão 

presentes nas células parenquimáticas próximas aos canais e aos feixes vasculares (Figura 4 

D). Canais secretores estão amplamente distribuídos pela lâmina foliar das duas espécies, 

correndo paralelamente aos feixes vasculares (Figura 4 D-F). 

Da mesma forma que o pecíolo, a nervura central apresenta-se mais arredondada na 

face abaxial em K. coriacea e mais achatada em K. grandiflora, e a epiderme é 

uniestratificada e glabra em ambas as faces (Figura 5 A-B). Na região cortical próxima ao 

feixe vascular ocorrem células de parênquima fundamental com canais secretores dispersos 

(Figura 5 A-B). Sob luz polarizada, ficam evidentes as paredes espessadas das células do 

colênquima (na região cortical) e do feixe vascular (nas células que envolvem o feixe e nos 

elementos de vaso), além das drusas nos idioblastos (Figura 5 C-D). Em vista transversal, é 

possível observar que o sistema vascular apresenta um feixe vascular central de maior 

calibre com formato de anel, além de dois feixes menores localizados lateralmente, 

próximos à face adaxial, todos envoltos por células parenquimáticas de parede espessa. 

(Figura 5 A-F e 6 A-B). Diferentemente, Schofield (1968) encontrou o feixe central da 

nervura central formando um arco aberto (como no pecíolo) em espécimes de K. coriacea, 

e aponta também a absoluta ausência de idioblastos nas folhas desta espécie e de outras do 

gênero. No interior do feixe central ocorre uma medula composta por células 

parenquimáticas, um canal secretor central (podendo estar ausente em K. coriacea) e drusas 

dispersas (Figura 5 E-F). 
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Em vista transversal, o limbo das duas espécies compartilha muitos aspectos com 

outras espécies características de cerrado (Morretes & Ferri 1959). Pode-se verificar que o 

limbo possui epiderme uniestratificada e mesofilo dorsiventral, composto por duas ou três 

camadas de parênquima paliçádico clorofilado, eventualmente com algumas células 

dividindo-se e dispondo-se em número diverso de camadas, e por parênquima lacunoso, 

também clorofilado, mas com menor freqüência de cloroplastos (Figura 6 C-D). Em ambas 

as espécies, tanto o parênquima paliçádico como o lacunoso é composto por células 

alongadas, mas este apresenta organização mais compacta em K. coriacea. Os feixes 

vasculares menores estão distribuídos ao longo do limbo, envolvidos por células com 

conteúdo denso e por uma bainha com expansões de células parenquimáticas aclorofiladas 

tanto em direção à epiderme adaxial quanto à abaxial (Figura 6 E-F), como observado 

também por Morretes & Ferri (1959) em outras plantas de cerrado. As células da bainha do 

feixe podem ou não apresentar paredes espessadas. 

Os materiais fixados em SFF revelaram a presença de compostos fenólicos no 

pecíolo e no limbo das duas espécies (Figura 7 A-F e 8 A-F). Em K. coriacea foram 

observados compostos fenólicos nas células epiteliais dos canais e nas células corticais, 

ausentes em K. grandiflora (Figura 7 A-B e 8 C-D). Em secção paradérmica e transversal 

do limbo, podem-se observar idioblastos com compostos fenólicos próximos aos feixes 

vasculares de maior e menor calibre nas duas espécies e também no mesofilo de K. 

coriacea (Figura 7 C-F e 8 A-F). A secreção (látex) presente nos canais não reage com SFF 

(Figura 8 B). Nas duas espécies foram encontrados idioblastos contendo compostos 

fenólicos, no entanto, com maior freqüência e intensidade em K. coriacea. 
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Discussão 

As duas espécies propostas por Saddi (1982) compartilham a maior parte dos 

caracteres morfológicos, apresentando uma variação gradual entre os extremos típicos. Os 

caracteres usuais em taxonomia, aqueles presentes nos órgãos reprodutivos, apresentaram 

limitada utilidade no complexo K. coriacea. Na revisão do gênero, Saddi (1982) aponta que 

as flores das duas espécies são extremamente parecidas. Como ressaltado neste estudo, 

devido à sobreposição (não infreqüente) do tamanho da corola e do cálice, as flores são, na 

prática, indistinguíveis na ausência da informação de coloração da corola. No entanto, 

apesar da boa consistência deste caráter para a delimitação das espécies nas populações 

estudadas, a coloração branca das pétalas de K. coriacea (como observado neste trabalho) 

vai de encontro com a informação transcrita e ilustrada em Nova genera et species 

plantarum (Martius 1826) para a espécie, “petala (...) rosea”, e também com as descrições 

de Cambessèdes (1828) e do próprio Saddi (1982) que descreve flores brancas para K. 

grandiflora e pétalas brancas ou rosas em K. coriacea. Kielmeyera coriacea var. oblonga 

(Pohl) Wawra, considerada por Saddi um sinônimo de K. coriacea var. coriacea (a 

variedade estudada neste trabalho), apresenta pétalas róseas (Pohl 1830). Tais discrepâncias 

entre as observações de campo procedidas neste estudo e as descrições morfológicas da 

literatura podem ser decorrentes de uma variação não detectada neste trabalho, 

identificações incorretas de Saddi ou ainda de processos de hibridação. Importante lembrar 

ainda que neste trabalho apenas a variedade típica de K. coriacea (a única presente no 

estado de São Paulo) foi o foco de estudo metódico, e a possibilidade de ocorrência de 

flores róseas em outras variedades não é descartável. Dessa forma, são os caracteres 

vegetativos, então, que permitiriam uma mais segura distinção entre as espécies. A 
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espessura dos ramos e a forma do pecíolo e da nervura central, na realidade, representam 

apenas uma tendência, e devem ser usados apenas a título de confirmação. A tonalidade das 

folhas e as características da sua nervação secundária são os caracteres morfológicos com 

maior poder taxonômico no caso do complexo K. coriacea. Infelizmente, estes caracteres 

nem sempre são preservados satisfatoriamente no material herborizado. 

 A presença de uma camada mais espessa de estruturas epicuticulares nas folhas de 

K. grandiflora, como sugerido pelas observações macroscópicas, foi confirmada pelas 

observações sob MEV. Estudos mais acurados precisam ser procedidos para confirmação 

da natureza desta camada epicuticular. Redução da perda de água por transpiração e de 

nutrientes por lixiviação e proteção contra patógenos são propriedades normalmente 

atribuídas às camadas de cera ocorrentes sobre as folhas (Baker 1982) e que podemos 

entender como possíveis fatores que poderiam atuar como pressões de seleção no ambiente 

do cerrado. Ainda, folhas glaucescentes devido à presença maciça de cera epicuticular 

apresentam significativa vantagem em ambientes com alta incidência de radiação solar 

(Cameron 1970), como é o caso no Cerrado s.s. A morfologia da camada de cera tem sido 

utilizada com sucesso como caráter taxonômico (e.g. Heinrichs et al. 2000; Tomaszewski 

2004; Wissemann 2000). No caso do complexo K. coriacea, foi verificado certo grau de 

polimorfismo morfológico na camada epicuticular em K. grandiflora, mas que difere 

consistentemente do padrão de K. coriacea. Estudando o padrão de deposição de cera das 

espécies de Kielmeyera, Saddi (1988) aponta uma crosta amorfa de cera cobrindo a 

superfície abaxial das folhas de K. coriacea var. coriacea. Segundo a descrição e as fotos 

apresentadas pelo autor, este padrão não apresenta qualquer ornamentação, nem mesmo as 

finas camadas observadas no presente trabalho. Em K. grandiflora, Saddi (1988) indica a 
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ocorrência de deposição do tipo verrucada ou pruinoso-escamada. O padrão descrito e 

ilustrado como verrucado não corresponde ao observado neste estudo, no entanto, a 

ilustração para o padrão “pruinoso-escamado” lembra o padrão rosetado observado em 

menores aumentos nas amostras de K. grandiflora. A tonalidade das folhas observadas 

neste estudo, assim como a coloração das flores, mostrou-se também contraditória com as 

informações da literatura do grupo (Cambessèdes 1828; Pohl 1830; Martius 1826) o que 

deixa dúvidas acerca da congruência dos trabalhos de Saddi com os trabalhos anteriores. 

Assim como os caracteres morfológicos, o estudo da anatomia do complexo K. 

coriacea também revelou poucas informações úteis para delimitação taxonômica, mas neste 

caso devido a uma grande similaridade estrutural entre as espécies. No presente estudo, a 

única diferença estrutural observada nas duas espécies é a forma do feixe central na altura 

do pecíolo. D’Arcy & Keating (1979), revisando Calophyllum (Clusiaceae) para o Panamá 

e, da mesma maneira, encontrando dificuldade na identificação de espécimes herborizados, 

estudam a anatomia do gênero em uma tentativa de elucidação dos problemas. Detectam 

também a forma do feixe vascular central em vista transversal no limbo foliar como um 

caráter de utilidade taxonômica para o grupo estudado. Também Gomes et al. (2005) 

diagnosticaram o formato do feixe vascular do pecíolo como o melhor atributo para a 

distinção de duas espécies de Hippocrateoideae-Celastraceae investigadas, apontando ainda 

que este caráter pode ser visualizado mesmo macroscopicamente, em campo. No entanto, 

esse caráter pode ainda se mostrar de difícil utilização devido a sutileza da diferença entre 

as formas dos feixes, principalmente considerando que poucos indivíduos foram 

amostrados em relação ao polimorfismo apresentado pelas espécies. Os feixes vasculares 
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dos indivíduos provenientes da zona híbrida mostraram-se compatíveis aos encontrados nas 

respectivas populações puras.  

As reações ao sulfato ferroso presente no fixador SFF apresentaram padrão 

específico, indicando maior quantidade e distribuição de compostos fenólicos em K. 

coriacea em comparação à K. grandiflora. Compostos fenólicos compõem um grupo 

heterogêneo de substâncias químicas, compreendendo os metabólitos secundários mais 

importantes do ponto de vista taxonômico, tanto em níveis hierárquicos superiores como 

em infragenéricos e infraespecíficos (Stace 1989). Diversos experimentos atestam a 

propriedade de resistência à radiação ultravioleta, danosa às estruturas biológicas, atribuída 

às folhas pela produção de compostos fenólicos nas células (Arezki et al. 2001, Bachereau 

et al. 1998, Boeger & Poulson 2006, Day et al. 1992). A maior ocorrência dessa classe de 

metabólitos secundários em K. coriacea pode representar a contra-partida da espécie à cera 

epicuticular de K. grandiflora no que diz respeito à “resposta fisiológica” à acentuada 

intensidade luminosa do ambiente. No entanto, os resultados obtidos nesse trabalho não 

permitem adicional conjectura, e estudos com focos mais específicos no tema deveriam ser 

procedidos para elucidar a questão. No que concerne ao foco deste estudo, podemos apenas 

supor que a quimiotaxonomia possa representar uma ferramenta mais informativa na 

taxonomia do grupo. 

 

Conclusões 

O compartilhamento do polimorfismo morfológico, caracterizado por um 

gradualismo de estados de caráter, pelas duas espécies e a constância anatômica podem 
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justificar a manutenção de apenas um táxon específico. As características com potencial 

diagnóstico para o complexo representam muito mais extremos de um contínuo do que 

características discretas, à exceção da micromorfologia da camada epicuticular das folhas. 

A sobreposição constante dos limites dos estados de caráter morfológicos entre os dois 

táxons propostos por Saddi (1982), da mesma forma que a uniformidade dos caracteres 

anatômicos, poderia ainda ser entendida como o compartilhamento de características do 

ancestral comum entre as espécies, que teriam especiado recentemente ou, ainda, estariam 

apenas num estágio final de especiação (Wu 2001). A re-avaliação da morfologia do grupo 

pôde ainda detectar uma certa incongruência entre os trabalhos clássicos e os trabalhos 

recentes de revisão de Saddi, questão que apenas poderá ser sanada com estudos 

minuciosos dos tipos nomenclaturais. Investigações utilizando ferramentas mais 

minuciosas, como marcadores moleculares adequados, podem esclarecer o relacionamento 

interno do complexo Kielmeyera coriacea e fornecer uma melhor resolução da sua 

taxonomia do que as ferramentas tradicionais utilizadas neste estudo.  
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FIGURA 1. Folhas e flores de Kielmeyera coriacea Mart. & Zucc. e K. grandiflora (Wawra) Saddi. A-B: 
Ramos jovens. C-D: Folhas e flores. E-G: Folhas frescas, evidenciando tonalidade das superfícies foliares. H-
I: Folhas estocadas em álcool 70% sobre fonte de luz, evidenciando organização das nervuras secundárias. J-
K: Flores. A,C,H,J: Kielmeyera coriacea; B,D,I,K: K. grandiflora. E-G: folhas à esquerda: K. coriacea; 
folhas à direita: K. grandiflora. E-F: face adaxial. G: face abaxial. Barra = 5 cm (E). 
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FIGURA 2. Superfície foliar de Kielmeyera coriacea Mart. & Zucc. e K. grandiflora (Wawra) Saddi. em 
Microscopia Eletrônica de Varredura. A,C,E: K. coriacea; B,D,F-H: K. grandiflora. A,B,C,D,F,H: face 
abaxial; E,G: face adaxial. Barra = 10 µm (C-H); Barra = 100 µm (A-B). 
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FIGURA 3. Pecíolo e superfície foliar de Kielmeyera coriacea Mart. & Zucc. e K. grandiflora (Wawra) 
Saddi. A-B: Secção transversal do pecíolo. C-D: Secção transversal do pecíolo, evidenciando feixe 
vascular central. E-F: Secção paradérmica do limbo, evidenciando estômatos. A,C,E: Kielmeyera  

coriacea; B,D,F: K. grandiflora. Fv = Feixe vascular central; * = célula subsidiária dividida no sentido 
transversal. Barra = 50 µm (E-F); Barra = 500 µm (C-D); Barra = 2000 µm (A-B).  
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FIGURA 4. Limbo de folhas de Kielmeyera coriacea Mart. & Zucc. e K. grandiflora (Wawra) Saddi. A-B: 
Secção paradérmica da folha. C: Secção paradérmica da folha na região da nervura central. D-F: Secção 
paradérmica da folha, evidenciando canais secretores. A,E: Kielmeyera coriacea; B-D,F: K. grandiflora. Bd = 
Célula da bainha do feixe; Ca = Canal secretor; Dr = Drusa. Barra = 50 µm (A-C); Barra = 200 µm (D-F). 
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FIGURA 5. Nervura central de folhas de Kielmeyera coriacea Mart. & Zucc. e K. grandiflora (Wawra) 
Saddi. A-B: Secção transversal da nervura central. C-D: Secção transversal da nervura central sob luz 
polarizada, evidenciando células de parede espessada e idioblastos. E-F: Secção transversal da nervura 
central, evidenciando medula e feixes vasculares. A,C,E: Kielmeyera coriacea; B,D,F: K. grandiflora. Fv 
= Feixes vasculares; Ca = Canal secretor; F = Floema; X = Xilema. Barra = 200 µm (E-F); Barra = 500 
µm (A-D). 



 45 

FIGURA 6. Nervura central e limbo de folhas de Kielmeyera coriacea Mart. & Zucc. e K. grandiflora 

(Wawra) Saddi. A: Secção transversal da nervura central, evidenciando feixe vascular central. B: Secção 
transversal da nervura central, evidenciando feixe vascular central, sob luz polarizada. C-F: Secção 
transversal do limbo. A-C,E-F: Kielmeyera coriacea; D: K. grandiflora. Cp = Célula de parede espessada; 
Dr = Drusa; Eb = Extensão de bainha; Et – Estômato; F = Floema; Fv = Feixe vascular; Pl = Parênquima 
lacunoso; PP = Parênquima paliçádico; X = Xilema. Barra = 20 µm (E-F); Barra = 50 µm (A-B); Barra = 
200 µm (C-D). 
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FIGURA 7. Pecíolo e limbo de folhas de Kielmeyera coriacea Mart. & Zucc e K. grandiflora (Wawra) 
Saddi fixados em SFF (Sulfato Ferroso em Formalina - evidenciação de compostos fenólicos). A-B: 
Secção transversal do pecíolo, evidenciando parte do feixe vascular central. C-F: Secção paradérmica do 
limbo foliar. A,C,E: Kielmeyera coriacea; B,D,F: K. grandiflora. Ca = Canal secretor; F = Floema; Fv = 
Feixe vascular; X = Xilema. Barra = 25 µm (E-F); Barra = 200 µm (A-B); Barra = 250 µm (C-D). 
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FIGURA 8. Pecíolo e limbo de folhas de Kielmeyera coriacea Mart. & Zucc e K. grandiflora (Wawra) Saddi 
fixados em SFF (Sulfato Ferroso em Formalina - evidenciação de compostos fenólicos). A: Secção 
paradérmica da nervura central, evidenciando células contendo compostos fenólicos. B Secção paradérmica 
do limbo, evidenciando canal secretor com conteúdo. C-D: Secção transversal do pecíolo, evidenciando 
canais secretores. E-F: Secção transversal do limbo. A,B,C,E: Kielmeyera coriacea; D,F: K. grandiflora. Ca = 
Canal secretor; Et = Estômato; Fv = Feixe vascular; PL = Parênquima lacunoso; PP= Parênquima paliçádico. 
Barra = 50 µm (A,C-D); Barra = 100 µm (C); Barra = 200 µm (E-F). 
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available at Conserv Genet 
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Kielmeyera coriacea is a morphologically highly variable polyploid species, characteristic 

of the Cerrado, the savanna-like vegetation of the Central-Brazil. It was subject of various 

biological studies and, like others cerrado plants, this species suffers strong anthropogenic 

pressure. To access the genetic diversity of populations of this species, its taxonomic 

circumscriptions and to study supposed hybridization events, we have developed 11 

polymorphic microsatellite loci from a CT/GT-enriched genomic library. The band pattern 

showed 12–32 bands per locus, and 2–8 bands per locus per individual. All microsatellites 

successfully amplified PCR products in K. grandiflora, the putative sister species, and all 

revealed similar multibanded pattern.  

 

The Cerrado, a savanna-like vegetation typical of Central-Brazil, is one of the most 

species rich/threatened biomes of the world and, therefore was classified as a Biodiversity 

Hotspot (Myers et al. 2000). It is suffering strong anthropogenic pressures of different 

sources, and quite a number of species is seriously threatened. Kielmeyera coriacea is one 

of the main components of the woody flora of the Cerrado. It shows the widest ecological 
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amplitude within the genus (47 spp.) and its geographical distribution largely coincides 

with the biome itself. The species was subject of many biological studies under different 

aspects, including chemical, pharmaceutical and ecological investigations. The bark is used 

as a source of cork, the leaves as a source of a dye and in folk medicine bark and leaves are 

used for the preparation of an analgesic. However, the taxonomic circumscription and 

correct identification of the species is problematic. Together with related taxa it is 

sometimes treated just as the ‘‘K. coriacea complex’’. This casts doubt on several scientific 

publications using the name K. coriacea. Furthermore, the morphological and phenological 

patterns shown by the plants suggest interesting evolution processes, like hybridization. 

Here, we report the development of 11 microsatellite loci in K. coriacea, which can be used 

for population and taxonomic studies of the complex and represent the first report on rapid 

molecular markers in the genus.  

The genomic DNA was extracted from lyophilized leaf tissue using a CTAB 

method, based on Doyle and Doyle (1987), and then digested with RsaI restriction enzyme. 

Microsatellite DNA loci were isolated of one individual (UEC 124.190) as described in 

Billote et al. (1999). The library was enriched for dinucleotide sequences using (CT)8 and 

(GT)8 biotinylated microsatellite probes. The selected fragments were amplified by PCR 

using primer sequences complementary to the adapters and then cloned into the pGEM-T 

vector (Promega). Plasmids were introduced into XL-1 blue cells and transformed cells 

were cultivated on agar plates containing 100 lg/ml of X-galactosidase. Forty-eight clones 

contained inserts (white colonies) were sequenced using the Big Dye Terminator v3.1 

Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems) and automated ABI 377 sequencer (Applied 



 54 

Biosystems). About 33 sequenced clones presented microsatellite motifs, from which 22 

primer pairs were designed, using PrimerSelect (DNASTAR). 

The polymorphism was tested with total DNA of 60 individuals from 2 populations. 

The microsatellite fragments were amplified by PCR containing: 20 ng of template DNA, 

0,8 µM of forward and reverse primer, 150 µM of each dNTP, 1,5 mM MgCl2, 20 mM 

Tris–HCl, 50 mM KCl, and 0.5 U Taq DNA Polymerase. Reactions were performed using 

the following conditions: 1 min at 94ºC, followed by 30 cycles of 94ºC for 1 min, specific 

annealing temperature for 1 min and 72ºC for 1 min, finishing by 72ºC for 5 min. PCR 

products were separated by electrophoresis in denaturing acrylamide gels and silver stained 

(Creste et al. 2001). Molecular size of the fragments was estimated using a 10-bp ladder 

(Invitrogen).  

From the 22 primers pairs developed, 6 did not successfully amplify in PCR, 4 did 

not show clear bands and 1 resulted in monomorphic PCR products. Eleven primers pairs 

amplified readable and polymorphic PCR products. The characteristics of the primers pairs 

and the optimal annealing temperature are given in Table 1. These revealed a multibanded 

pattern which is typical of polyploidy organisms. This result is in accordance with 

preliminary cytogenetic studies reporting a number of around 120 chromosomes (Silva and 

Davide 1996). The total number of bands per locus ranged from 12 to 32 and the number of 

bands per locus per individual ranged from 2 to 8. The number of allelic copies per 

individual cannot be accessed because of the unknown allele dosage of partial 

heterozygotes. The ploidy level cannot be confirmed, which must be investigated by others 

methods, such as flow cytometry. Therefore, traditional measures of genetic variability 



 55 

could not be determined. However, these highly polymorphic markers may be used like 

dominant markers to testing ecological and evolutionary hypotheses (Byrne et al. 2008). 

Table 1 Characterization of 11 microsatellites in Kielmeyera coriacea. 

Locus 
Primer 

sequences (5-3) 
Repeat 
motif 

Size 
(bp) 

Ta 

(ºC) 
 

Nb 

 

Ni 

GenBank 
accession n. 

KC 01 F: TTAGCTCAAAGAAGAAGGATG (TC)27 144-268 49,6 32 2-7 FJ360885 
 R: TGAAAAACAAAGCCACAGA       

KC 02 F: AATCTAGAGCTTATTACTTTG (AG)25 234-272 48,1 17 4-8 FJ360886 
 R: TGTTCCTCATTTTATCTGT       

KC 03 F: CACTTTGGCTGCTAACCTC (TC)10 128-149 51,6 15 3-7 FJ360887 
 R: TTCCAAACAACTGCGAGAG       

KC 04 F: AAGGCAGCGAGCGACAAAAGA (TC)16 156-192 55,5 16 4-8 FJ360888 
 R: TGAGAGCAAAGGAGGAGGAGATGA       

KC 05 F: GTGGCTGGTGGAAGGTC (GA)9 186-226 53,3 29 4-8 FJ360889 
 R: CCAAAAAGTCTAGGACAAAGTT       

KC 06 F: GAAGACCCTAGGAGTGAAG (GA)18 195-237 48,1 32 3-8 FJ360890 
 R: AAACAGGGTTTATTTGATTA       

KC 07 F: ATTTCCAGTTGCCTTCCT (GT)8 283-305 50,7 12 5-7 FJ360891 
 R: GTGTATCAACAAACAGTAATCCT       

KC 08 F: AGTGAGAGCGGTGAGGTTG (GT)7 197-213 53,1 12 3-7 FJ360892 
 R: TCCAGGGTAAGAGATTGTTTTG       

KC 09 F: ACACTAACTTATTCATCTCTAT (AG)6(TG)7 157-184 45,7 14 2-6 FJ360893 
 R: AATCCCCTTTCTTCTAC       

KC 10 F: CAGAGGGACGATGACAAC (CT)11(CA)8 182-230 50,8 23 4-7 FJ360894 
 R: ATCCACTAATTCCACTTTCTACT       

KC 11 F: CTTCCCTCGTACTCTTCC (ATCTA)6 194-218 49,9 12 2-7 FJ360895 
 R: TCTCTGTTTCTTTCTGTATCAA       

 Ta is specific annealing temperature; Nb is total number of alleles; Ni, is number of alleles 
per individual. 

 

In addition, the eleven microsatellites were tested in individuals from two 

populations of K. grandiflora (Wawra) Saddi, the putative sister species of K. coriacea 

(sometimes treated as a subspecies of K. coriacea). All microsatellites successfully 

amplified PCR products, and all revealed a similar multibanded pattern. 

These microsatellites will be an important tool to study conservation genetics, the 

genetic structure, gene flow and the taxonomic status of divergent populations of the K. 

coriacea complex.  
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Species boundaries inferred from microsatellite markers in the 

Kielmeyera coriacea complex (Clusiaceae) 

Mayara K. Caddah; Tatiana Campos; Maria do Carmo E. do Amaral;  

Volker Bittrich; Maria I. Zucchi; Anete P. de Souza 

 

Kielmeyera coriacea is one of the most important components of the Cerrado, a savanna-

like vegetation of Central-Brazil. In its current circumscription, the complex is formed by 

two species, K. coriacea (with two subspecies and seven varieties) and K. grandiflora. The 

species are morphologically and anatomically similar, and their delimitation is very 

problematic. Microsatellite markers were used in attempt to understand the relationships 

within the complex and to investigate the consistency of the present circumscription of 

these taxa. Sixty plants of each species were genotyped with eigth microsatellites, and 213 

alleles were found. Different approaches of analyses clearly showed the distinction of the 

two species, and indicate introgressive hybridization. Kielmeyera coriacea in a hybrid zone 

of a Cerrado vegetation strong altered by human impact is represented by a wholly hybrid 

population. The taxonomically difficulties within the K. coriacea complex may be due to a 

shading of the boundaries due recent speciation and/or introgression. 

 

Introduction 

Biosystematics is a branch of taxonomy which studies the diversity of life at the 

population level. It is often concerned with genetical, cytological and/or ecological studies 

to understand the evolutionary history of species and infraspecific groups (Stace 1989). In 
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this context, many studies have been carried out with the intention of delimiting species 

boundaries in morphologically similar populations (e.g. Chiari et al. 2006; Craft et al. 

2002; Jorgensen et al. 2008; Martínez-Ortega et al. 2004; Minder et al. 2007; Minder & 

Widmer 2008; Passalacqua et al. 2008; Sarno et al. 2004). The phenomenon of 

taxonomically difficult groups (or species complex) may be originated from recent 

speciation events in which consistent morphological traits or other diagnosable features 

have not yet evolved or fixed (Bickford 2006; Stebbins 1950), or even by a shading of the 

boundaries due natural introgression (Briggs & Walters 1997; Rieseberg & Wendel 1993). 

Frequently, studies of natural hybridization overlap with debates concerning the nature of 

species, covering both semantic and philosophical questions (Arnold 1997). If in the past, 

taxonomists had no access to clearing evidences of these blurrings, now we are provided 

with a large number of neutral and independent molecular markers helping to understand 

the microevolutionary processes and to choose the best infraspecific classification.  

 Microsatellites (SSRs - simple sequence repeats) are sequences repeated in tandem 

present in virtually all organisms (Li et al. 2002). Since their mutational rates are 

considered very high in comparisons with other molecular markers, they comprise a 

powerful tool to studies at population levels and, therefore, biosystematic studies (Jarne & 

Lagoda 1996). The polymorphisms of microsatellites derive mainly from variability in 

length rather than in the primary sequence of a fragment (Ellegren 2004). 

The Cerrado, a savanna-like vegetation typical of Central-Brazil, is one of the most 

species rich/threatened biomes of the world and, therefore, is classified as a Biodiversity 

Hotspot (Myers et al. 2000). Kielmeyera coriacea is one of the main components of the 

woody flora of the Cerrado (Ratter et al. 2003). The species has been the subject of many 
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biological studies under different aspects, including chemical, pharmaceutical and 

ecological investigations. However, the taxonomic circumscription and correct 

identification of the species is still problematic. Together with related taxa it is sometimes 

treated just as the “K.  coriacea complex”. In his taxonomic revision of the genus, Saddi 

(1982) recognized two species, Kielmeyera coriacea Mart. & Zucc. (with two subspecies 

and seven varieties) and K. grandiflora (Wawra) Saddi, a variety elevated to species level, 

but poorly known. According to Saddi (1982), both species differ basically only in the 

arrangements of the secondary veins, and field and laboratorial observations revealed a 

very similar group, with morphological and anatomical species boundaries widely 

overlapping, becoming these traditional tools unable to the secure delimitation of these 

species (Caddah et al. 2009a), casting doubts on several scientific publications using the 

name K. coriacea. Therefore, the goal of our study is to investigate species delimitation 

proposed by Saddi (1982) and look for possible explanations for the morphological 

complexities previously seen in K. coriacea complex. For this aim, we evaluated an 

alternative approach for the question, using microsatellites markers and phenological 

observations. 

 

Materials and methods 

The two species studied (sensu Saddi 1982) are widely sympatric. We studied one 

isolated population of each species, called here allopatric populations, both situated in 

Campinas, São Paulo state. Additionally, we studied two populations, one of each species, 

which occur mixed in the same area in Alumínio, São Paulo state (ca. 63 miles of 
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Campinas), called here sympatric populations, which represent the most common 

distributional pattern. All areas are composed of strongly degenerated Cerrado vegetation 

due human impact. Phenological observations throughout 20 months were carried out in the 

studied populations.   

Vouchers are deposited in the herbarium of University of Campinas (UEC), and 

their data are in Table 1. 

 

Table 1. Vouchers of each studied population. CA and GA are sympatric populations of K. coriacea and K. 

grandiflora respectively, both situated in Alumínio/SP; CD and GV are allopatric populations of K. coriacea 

situated at Dom Pedro road (km 145) and of K. grandiflora situated near Viracopos airport, respectively, both 

in Campinas/SP. 

 

Species Population Coordinates Vouchers 

CA 
23º29'05.6" S 
47º17'09.9" W 

UEC 148.202 
K. coriacea 

CD 
22º51'05.8" S 
47º08'14.8" W 

UEC 124.190 

GA 
23º29'06.4" S 
47º17'12.4" W 

UEC 148.203 
K. grandiflora 

GV 
23º01'00.3" S 
47º08'52.3" W 

UEC 148.198 

 

Leaves of 30 individual of each population were collected, lyophilized and stored at 

-20ºC. DNA extractions were performed following Doyle & Doyle (1987) with slightly 

modifications. Eight primers pairs developed from K. coriacea were used and the PCR 

reactions were performed following Caddah et al. (2009b). The PCR products were 

denatured for 5 min at 95 ºC, separated by electrophoresis in denaturing acrylamide gels 

and silver stained (Creste et al. 2001). Molecular size of the fragments was estimated using 

a 10-bp ladder (Invitrogen). 
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 Since the species are polyploid the genotyping was based on the presence/absence 

of bands and each allele was considered a locus in the analyses, like a dominant marker.  

The variation in the dataset was visualized using Principal Coordinate Analyses 

(PCO) in NTSYSpc 2.1 (Rohlf 2000), based on the similarity measure of Jaccard. A 

Bayesian approach using STRUCTURE 2.2 (Pritchard et al. 2000) calculate a logarithmic 

probability for the genotyped dataset be assigned to a given number of clusters. Five 

replicates of each value of clusters (1-10) were run with a burn-in period of 200,000 and 

500,000 iterations. Analysis of Molecular Variance (AMOVA, Excoffier et al 1992; 

Excoffier et al. 2005) supply a measure of dissimilarities, a variation inter-population (φST, 

analogous to genetic distances, FST -Weir & Cockerham 1984). Shannon’s index of gene 

diversity was calculated using POPGENE 1.31 (Yeh & Boyle 1997). 

 

Results 

The phenological observations of the populations showed a similar time period of 

flowering of about three months. However, they showed a desynchronized flowering 

period, K. grandiflora flowering early, with flowers opening in September, and K. coriacea 

delayed, starting flowering in November. In addition, exclusively staminate flowers were 

noticed only in K. coriacea and hermaphrodite flowers with collapsed carpels in K. 

grandiflora.  

All loci showed high polymorphism in both species. The eight microsatellite loci 

provided a matrix of 213 scored variable alleles. The total number of bands per locus 
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ranged from 12 to 32 in K. coriacea and from 11 to 42 in K. grandiflora and the number of 

bands per locus per individual ranged from two to eight in the former and one to eight in 

the last named species (Table 2).  

 

Table 2. Comparative characterization of eight microsatellite loci in Kielmeyera coriacea complex. Nb is total 

number of alleles per locus and Ni, is number of alleles per individual in each locus. 

 

  K. coriacea  K. grandiflora 

Locus  Size (bp) Nb Ni  Size (bp) Nb Ni 

KC 01  144-268 32 2-7  142-268 42 1-5 

KC 02  234-272 17 4-8  234-270 18 4-8 

KC 03  128-149 15 3-7  127-157 18 3-7 

KC 04  156-192 16 4-8  156-192 19 4-8 

KC 05  186-226 29 4-8  192-218 17 2-7 

KC 09  157-184 14 2-6  157-187 21 2-6 

KC 10  182-230 23 4-7  184-238 28 4-8 

KC 11  194-218 12 2-7  194-221 11 1-7 

 

KC 01 (58 alleles) presents a particular band pattern and, therefore, will be treated 

here specially. In this locus, K. grandiflora showed similar band patterns in both 

populations, a bimodal distribution. Alleles varied from 142 to 176 base pairs and from 194 

to 268 base pairs. In contrast, K. coriacea showed a different band pattern in the two 

populations: in the allopatric one, alleles ranged from 156 to 184 base pairs, while the 

sympatric population was the responsible for the wide (and similar to K. grandiflora, see 

Table 2) band pattern of this locus for this species. Ruling out the KC 01 locus and the rare 

alleles (that were present in only one or two individuals of the whole dataset), we calculate 

that 49.3% of the alleles are shared by all populations and a mean of 10.0% are specific to 
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of each species (Table 3). Three alleles (2.2%) present in both K. coriacea populations are 

present in plants of the sympatric K. grandiflora population as well (but are absent in 

allopatric K. grandiflora population), while 16 alleles (11.8%) present in both K. 

grandiflora populations are also present in plants of the sympatric K. coriacea population 

(but not in the allopatric K. coriacea population). 

 

Table 3. Distribution of alleles of seven locus in populations of Kielmeyera coriacea complex. N is total 

number of exclusive alleles per cluster of populations, * is percentage of each N in the total number of alleles 

without the rare alleles (155-19), ** is the percentage of rare alleles in the total number of alleles. CD and GV 

are allopatric populations of K. coriacea and K. grandiflora, respectively; CA and GA are sympatric 

populations of K. coriacea and K. grandiflora, respectively. 

 

population N %* 
CA+CD+GA+GV 67  49.3% 

CA+CD+GV 6  4.4% 
CD+GV 3 2.2% 

CD+GA+GV 2 1.5% 
CA+CD+GA 3  2.2% 
CA+GA+GV 16 11.8% 

CA+GA 3  2.2% 
CD+GA 1 0.7% 

CA ou CD ou GA ou GV 8  5.9% 
(CA+CD) ou (GA+GV) 27  19.9% 

rare alleles 19  12.3%** 
total alleles 155  

 

Principal coordinate analysis allows the separation of the two species (Figure 1). 

The dendrogram also separated the two species, but with bootstrap support only in internal 

nodes (data not shown), like the results in the analysis of Cardamine digitata aggregate 

(Jorgensen et al. 2008).  
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1st coordinate (24,28%) 

Figure 1. PCO analysis of 120 individuals of Kielmeyera coriacea complex based in eight microsatellite loci 

and Jaccard’s similarity. ● is individuals of K. coriacea Mart. & Zucc. and □ is individuals of K. grandiflora 

(Wawra) Saddi. 

AMOVA analyses gives the dissimilarity (analogous to genetic distances in co-

dominant markers) between populations (Table 4). The dissimilarity index in the 

comparison of the two “pure” populations (CD/GV) scored the greatest value, while the 

comparison among the two sympatric populations (CA/GA) scored an intermediate value 

between that distance and the distances among the comparisons of conspecific populations 

(CA/CD and GA/GV), that showed the lower values. 

The genic variation measured by Shannon’s information index revealed a greatest 

diversity in the sympatric K. coriacea population (CA, Table 5). In an interspecific pair 

comparison, the allopatric pair showed lower diversity than sympatric pair (CD+GV < 

CA+GA). 
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Table 4. Dissimilarities (φST-value) scored in different comparisons among populations of Kielmeyera 

coriacea complex. CD and GV are allopatric populations of K. coriacea and K. grandiflora, respectively; CA 

and GA are sympatric populations of K. coriacea and K. grandiflora, respectively; p-value = 0.00000 for all 

φST-values. 

 

Comparisons φφφφ ST-value 

CD/GV   0.28871 

CA/GA 0.20495 

CA/CD 0.18212 

GA/GV 0.10492 

all populations 0.22102 

 

Table 5. Gene diversity of Shannon’s information index (I) of populations and populations pairs of 

Kielmeyera coriacea complex. CD and GV are allopatric populations of K. coriacea and K. grandiflora, 

respectively; CA and GA are sympatric populations of K. coriacea and K. grandiflora, respectively. 

.  

Population/Group I 

CA 0.2460 

CD 0.2162 

GA 0.2348 

GV 0.2383 

CA+CD 0.2528 

GA+GV 0.2512 

CD+GV 0.2644 

CA+GA 0.2684 

 

The software STRUCTURE estimates a membership coefficient for each individual, 

and grouped the plants of similar coefficients in clusters. The analysis indicated that all 

plants can be organized in four principal clusters, one group composed of all K. grandiflora 
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plants and three groups of K. coriacea plants: one formed just by plants of allopatric 

populations, a second just by sympatric plants and a third group of plants from the two 

populations. The cluster of allopatric K. coriacea plants is composed of several repeated 

genotypes (assumed to be clones), that biased the result. Therefore, a new analysis without 

all repeated genotypes of all the populations (a total of 14 plants) was run. In this new 

analysis, a number of four or two groups were indicated like the most probable organization 

(Figure 2). In the former organization, all K. coriacea plants were assembled in a single set, 

while K. grandiflora plants were separated in three more or less heterogeneous clusters. In 

the two clusters organization, all plants were separated exactly in species-specific groups. 

Besides the number of clusters in the dataset, STRUCTURE shows the background of each 

cluster in the composition of individual samples, a coefficient of ancestry. Kielmeyera 

grandiflora has two samples that had more than 0.05 of K. coriacea ancestry (both of 

allopatric K. grandiflora population, with 6,4% and 7.4% of K. coriacea ancestry), while K. 

coriacea has four plants (all of sympatric population) that possesses more than 0.05 of K. 

grandiflora membership coefficient (with 5.6-23.7% of K. grandiflora ancestry). 

 

Discussion 

Although the high similarity observed between the genotype patterns, the analyses 

performed in this study supports the assumption of two distinct entities in Kielmeyera 

coriacea complex, corresponding to the two species accepted by Saddi (1982). 
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A   

B

C

D  

Figure 2. STRUCTURE clusters of 106 individuals of Kielmeyera coriacea complex. The individuals are 

represented by columns and each colour represents one cluster. Different colours in a single column indicate 

the resemblance of the individual to each cluster. A and B are the clusters resulted by K=4 analyses, while C 

and D are the clusters resulted by K=2 analyses. Individuals in A and C are aligned according to their original 

population, while in B and D they are aligned according to their coefficient of ancestry. CD and GV are 

allopatric populations of K. coriacea and K. grandiflora, respectively; CA and GA are sympatric populations 

of K. coriacea and K. grandiflora, respectively. 

CD GA GV 

K. coriacea K. grandiflora 

GA CD GV 

K. coriacea K. grandiflora 

CA 

CA 
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The microsatellites developed from an enriched library of microsatellites for K. 

coriacea (Caddah et al. 2009b) works equally well in the second studied taxon, with high 

levels of shared alleles. In contrast to expectation (e.g. Smulders et al. 1997; Smulders et al. 

2008), the transferability of microsatellites did not imply in a reduction of the 

polymorphism, suggering that these primers must be tested in others species of the genus. 

The locus KC 01 was the most variable in relation to the ranged size and showed a 

peculiar performance in the taxa. A similar bimodal distribution of alleles was founded in 

the two populations of K. grandiflora, with longer and smaller alleles, while allopatric K. 

coriacea population showed intermediate alleles. The sympatric K. coriacea population, in 

contrast, possesses in addition to the alleles of the conspecific allopatric population, several 

alleles shared with the K. grandiflora populations. A succession of insertions through 

duplication of adjacent repeated regions may explain the independent appearance of longer 

alleles in the sympatric K. coriacea population. However, insertions are considered very 

rare in microsatellite mutational mechanisms (Zhu et al. 2000) and a most plausible 

explanation seems the transferability of longer alleles of sympatric K. grandiflora, by 

introgressive hybridization. 

The remaining seven loci showed a high degree of shared alleles. A strategy to 

detect hybrids in sympatric populations was to look for “species-specific alleles” of one 

species in the other species in the hybrid zone (Cruzan & Arnold 1993; Minder et al. 2007). 

Therefore, we looked for alleles present in both populations of one species and also present 

in the sympatric population of the other species. Sixteen alleles found in K grandiflora 

populations are also found in sympatric K. coriacea plants and are absent in allopatric K. 

coriacea population. This is a significant value since the numbers of alleles shared by any 
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other three population combinations were from two to six, these numbers can be reasonable 

explained by independent appearance of simples mutations. Hence, as the KC 01 locus, the 

occurrence of some alleles suggests an introgressive process of K. grandiflora genome into 

the sympatric K. coriacea population. When plotting the putative introgressants alleles 

within the sympatric K coriacea individuals we encountered that 83,3% of sampled plants 

contain at least one of these alleles, and if considering also the putative KC 01 introgressive 

alleles, then, absolutely all sampled plants contain at least one foreign allele, revealing a 

hybrid population. 

The PCO analyses essentially mixed the conspecific populations but separated the 

taxa through both axes. STRUCTURE analysis was influenced by the occurrence of several 

repeated genotypes (clones) in the allopatric K. coriacea population, but their presence did 

not interfered significantly in the results of the other analyses (data not shown). Analysis 

with removal of all the clones showed two possible organizations within the dataset: a 

division into two groups exactly coincident with the specific status of the plants, and a 

division into four groups, derived from splitting K. grandiflora. Analyses of molecular 

variance (AMOVA) showed scored values of φST corroborating the introgressive 

hybridization hypothesis. The dissimilarity among the two species significantly decrease 

from allopatric (pure putative populations) to sympatric (putative hybrid zone) 

comparisons, suggesting a homogenizing of these populations. The earlier hybridizers 

already noted that populations under hybridization effects show an enrichment of variation 

(Anderson 1948), as Shannon’s index of genic variation showed in the sympatric K. 

coriacea population. This improvement of the intraspecific diversity would be due to the 

addition of alien alleles (of K. grandiflora) in almost intact genome of the host (K. 
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coriacea), by hybridization followed by constant backcrosses to this parental species. 

STRUCTURE analysis suggests the occurrence of some hybrids of early generations in 

sympatric K. coriacea population, which may be the bridge from K. grandiflora genome to 

K. coriacea population (Craft et al. 2002). In the same way, this K. coriacea population 

may be, or may have been, a greater level bridge of K. grandiflora genome to K. coriacea 

species. 

The phenological observations showed that the studied species possess a 

desynchronized flowering period, a mechanism that prevents gene flow and that is assumed 

to be a way to promote speciation. The flowering period constitutes one of the best non-

molecular diagnostic characters to differentiate the studied species in the populations 

investigated. However, a small overlap flowering period remains like a weak point in this 

fragile reproductive isolation, allowing to the reestablishment of gene exchange (Avise 

2004). In our study case, the whole (or almost whole) K. coriacea population sympatric 

with K. grandiflora was formed by hybrids of late generations, in accordance with Harrison 

(1993), that point out the common occurrence of stable plant populations of introgressants 

dominating disturbed habitats. However, we do not know how the populations from 

undisturbed areas are structured. Apparently, the phenomenon of introgression is blocked in 

preserved environments of natural reserves. This can not, however, minimize the concern 

about the future of these species, since disturbed areas are now the rule, not the exception, 

in the Brazilian Cerrado. 

A critical event in the origin of species is reproductive isolation, preventing gene 

flow, therefore a recent speciation event rising an incipient pair of species not necessarily 

imply morphological divergence or even any diagnostic trait (Bickford 2006; Stebbins 
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1950), as pointed in morphological and anatomical studies of K. coriacea complex (Caddah 

et al. 2009a). This putative recent divergence, apart from introgressive hybridization, would 

contribute to make this a  taxonomically difficult group. 

 

Conclusion 

 Like morphological and anatomical observations in both allopatric and sympatric 

populations, molecular studies of high polymorphic markers show a great similarity 

between the two species. However, this tool, in contrast to the former ones, can effectively 

screen the boundaries of the species complex and, in addition, can detect microevolutionary 

processes. The two distinct species of Saddi’s proposal (1982) are clearly recognized by 

microsatellites analyses and are detectable by careful phenological observation too. The 

low morphological and anatomical divergence previously seen probably may be due to 

recent speciation and introgressive hybridization. However, to understand the origin and 

history of these species it is necessary investigate what kinds of evolutionary processes can 

be particularly responsible for the origin of isolating mechanisms (Stebbins 1977). 
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Considerações finais 

 A taxonomia vegetal, de maneira ampla, pode ser analisada sob duas diferentes 

visões, complementares: a taxonomia clássica e a biossistemática. Ambas investigam a 

variação ocorrente nas plantas, suas causas e conseqüências. No entanto, diferem em seus 

focos, a biossistemática estando interessada no estudo de populações e de processos 

microevolutivos, enquanto a taxonomia clássica estuda indivíduos representativos ao nível 

de espécie ou superior e grandes processos (Stace 1989). Neste contexto, pode-se perceber 

que algumas ferramentas são mais adequadas do que outras a uma ou outra vertente da 

taxonomia. Morfologia e anatomia são ciências clássicas dentro da biologia vegetal e são as 

ferramentas mais utilizadas em taxonomia clássica, enquanto que a biossistemática 

normalmente utiliza ferramentas alternativas, mais sutis, como a biologia molecular, 

citologia e ecologia para entender a história e os processos que estão ocorrendo em um 

grupo de indivíduos, freqüentemente envolvidos nos infames “complexos de espécies”. 

Dessa forma, pode-se compreender a menor informatividade taxonômica provinda dos 

estudos anatômicos e morfológicos no complexo Kielmeyera coriacea. Nesta situação, a 

anatomia ainda perde relevância frente à morfologia, já que poucos indivíduos podem ser 

analisados por esforço de trabalho e, portanto, provê menos informação. Assim, podemos 

concluir que no complexo K. coriacea indivíduos (representantes) não devem ser utilizados 

como a unidade de estudo taxonômico, mas sim populações. Quando populações tornaram-

se o foco deste estudo, sob os auspícios da genética de populações, então uma resolução 

clara do complexo tornou-se evidente, pelo menos para as populações estudadas. 
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 De certa forma, o presente estudo corrobora a proposta de Saddi (1982) no que diz 

respeito à subdivisão de K. coriacea em uma segunda espécie, K. grandiflora. No entanto, 

muitas perguntas ainda permeiam o complexo K. coriacea, como a classificação 

infraespecífica de K. coriacea, principalmente no que diz respeito ao rebaixamento de K. 

tomentosa Cambess. à categoria de subespécie e à proposta das novas variedades. 

Kielmeyera coriacea var. tomentosa já foi coletada em diversas áreas do Brasil Central e 

seus caracteres diagnósticos, apesar da natureza quantitativa, são consistentes, justificando 

a proposição de um táxon diferenciado para tais plantas. No entanto, segundo o próprio 

Saddi (1986), subespécies possuem uma certa separação espacial, e no caso de K. coriacea, 

as duas subespécies são completamente simpátricas, já que K. coriacea subsp. coriacea 

ocupa toda a área de distribuição da espécie. São necessários estudos biossistemáticos com 

enfoques nas subespécies, para esclarecer qual o melhor posicionamento para esses táxons, 

se a proposta de Saddi (1982) ou se a manutenção de um táxon específico, K. tomentosa, 

como proposto originalmente por Cambèssedes (1828).  Ainda em relação a subespécie 

tomentosa, as variedades precisam ser postas em xeque. A variedade intermedia é descrita 

por Saddi com características intermediárias entre os representantes típicos das duas 

subespécies. Dessa forma, plantas aparentemente típicas da variedade coriacea, mas que 

possuíam algum tricoma, mesmo que poucos no ápice das folhas, foram incluídas nesta 

variedade intermedia por Saddi. Aparentemente, a presença de tricomas nas folhas não 

deve ser demasiadamente valorizada taxonomicamente no caso das espécies estudadas, haja 

visto que até mesmo representantes típicos de K. grandiflora podem apresentar tricomas 

nas folhas. A terceira variedade da subespécie tomentosa, Kielmeyera var. 

pseudotomentosa, é baseada em apenas duas exsicatas (da mesma localidade), de plantas 

essencialmente glabras que se diferenciam pela presença de um pecíolo conspícuo. É 
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necessário verificar se essas características são consistentes em uma ou mais populações 

para poder-se confirmar a coerência da proposta. O mesmo deve ser procedido para as 

variedades da subespécie K. coriacea subsp. coriacea, baseadas em caracteres quantitativos 

e na presença/ausência de tricomas. Kielmeyera var. mycrophylla é descrita por Saddi 

(1982) como uma figura degenerada da variedade típica, com uma estranha distribuição 

disjunta (Paraná e Goiás). Alguns exemplares de K. coriacea das populações estudadas (K. 

coriacea var. coriacea) apresentaram características de K. coriacea var. microphylla 

(folhas pequenas). Aparentemente, este táxon é um bom exemplo do que é chamado de 

“forma” pelos taxonomistas (Hamilton 1995). No entanto, estudos biossistemáticos, como o 

procedido neste estudo, podem ser aplicados neste táxon, assim como também em K. 

coriacea var. glabripes e K. coriacea var. guiaensis, pobremente sustentados. Os 

marcadores desenvolvidos neste trabalho poderão permitir elucidações dessas questões e 

outras. Além da revisão da classificação por meio de estudos fitogeográficos, uma revisão 

nomenclatural, com acesso aos tipos precisa ser procedida, momento no qual a taxonomia 

clássica será indispensável, como por exemplo: K. coriacea var. coriacea descrita na 

revisão de Saddi (1982) precisa ser confrontada com o tipo nomenclatural de Martius, (pois 

tanto a descrição e a ilustração [Martius & Zuccarini 1825; Martius 1826] quanto a foto do 

tipo deixam suspeitas sobre a identidade da variedade tipo assumida por Saddi); e os nomes 

sinonimizados por Saddi (1982) em K. coriacea precisam ser revistos, como Martinieria 

arborea Vell., que precisa ser epitipificada e então sinonimizada a uma das duas espécies 

do complexo, sendo que o nome de Vellozo possui prioridade sobre o de Wawra. 

 Em uma revisão sobre os mecanismos envolvidos nos processos de especiação, Wu 

(2001) aponta que não se pode utilizar o isolamento reprodutivo como um critério para 
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especiação (Mayr 1963), já que tal fenômeno freqüentemente está associado às 

conseqüências do processo de especiação, não podendo, portanto, ser declarado sua causa. 

Dessa maneira, é completamente admissível certo grau de fluxo gênico entre espécies 

distintas (e.g. Arnold 1997; Briggs & Walters 1997; Stace 1989). Segundo o modelo de Wu 

(2001), K. coriacea e K. grandiflora poderiam estar em um estágio final de especiação ou 

esta pode ter ocorrido apenas recentemente, de maneira que podem ser caracterizadas como 

linhagens divergentes evidentes, mas que compartilham grande parte do genoma (e das 

características fenotípicas) devido à ancestralidade e/ou via fluxo gênico, já que os 

marcadores estudados indicam que não estão completamente isoladas reprodutivamente.  

 Extrapolando as evidências de especiação recente no complexo K. coriacea a um 

contexto histórico, podem-se fazer algumas conjecturas acerca da história da vegetação do 

Brasil Central. Considerando que as duas espécies ocorrem simpatricamente em regiões de 

cerrado s.s. ou cerrados bastante degradados, sendo raras em vegetações mais densas (como 

cerradão) e distribuem-se ao longo de toda a área do Cerrado (aproximadamente 2 milhões 

de km2; Oliveira & Marquis 2002), pode-se construir uma relação dialética: ou as espécies 

começaram o processo de especiação antes da expansão da vegetação e foram ocupando o 

hábitat à medida que este foi sendo construindo, mantendo o mesmo estágio de especiação 

ao longo de toda a distribuição e ao longo de todo o tempo decorrido; ou o ancestral 

comum já apresentava a ampla distribuição do complexo com a vegetação já estabelecida, e 

as espécies divergiram mais tarde, da mesma maneira ao longo de toda a área, formando 

espécies polifiléticas A primeira hipótese diz respeito a um processo de divergência não tão 

recente, anterior ao estabelecimento do cerrado, e que estaria estático desde então. A 

segunda hipótese assume que o processo de especiação seria realmente recente, mas 
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implica em um processo de divergência idêntico ao longo de toda a área. De qualquer 

modo, nenhuma das duas hipóteses parece biologicamente razoável. No entanto, 

confrontando estas hipóteses com as teorias sobre a origem do Cerrado s.s., pode-se 

encontrar uma explicação alternativa. Rizzini (1997) faz uma revisão das teorias já 

postuladas sobre a formação das savanas do Brasil. Muitos são os fatores que já foram 

apontados como responsáveis pela fisionomia da vegetação, como clima, solo e radiação 

solar. No entanto, tem sido cada vez mais sustentada a versão de uma origem, ao menos em 

grande parte, antropogênica, com forte influência do fogo sobre a vegetação (Ledru 2002; 

Rizzini 1997). A idéia de uma vegetação florestal (cerradão) ocupando originalmente a 

distribuição do cerrado s.l., sendo apenas recentemente substituída por uma fisionomia 

campestre/arbustiva devido ao intenso manejo do fogo pelo homem, provê uma alternativa 

para o entendimento da história do complexo K. coriacea: há pouco tempo, as duas 

espécies encontravam-se restritas a uma determinada área (onde a vegetação não 

desenvolvia a fisionomia florestal), mas já apresentavam sinais de um processo de 

divergência. Então, com a influência do fogo (intensificada pelo homem), a fisionomia 

savânica foi rapidamente expandindo sua distribuição e, junto com ela, suas espécies 

características, entre elas K. coriacea e K. grandiflora. Assim, os resultados encontrados 

para as espécies do complexo K. coriacea e a hipótese, atualmente amplamente aceita, da 

origem da fisionomia de cerrado s.s. por meio da ação do fogo, aparentemente, 

corroborarem-se mutuamente. No entanto, os objetivos deste trabalho e suas conclusões 

limitam-se à circunscrição taxonômica do complexo K. coriacea, e para ir-se além das 

conjecturas e suposições sobre a história evolutiva do grupo e das vegetações a ele 

relacionadas, muito ainda precisaria ser estudado, como padrões fitogeográficos dentro do 

grupo, aspectos que vão além do escopo deste trabalho.  
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Anexo I. Protocolo utilizado para extração de DNA genômico em Kielmeyera coriacea 

Mart. & Zucc. e K. grandiflora (Wawra) Saddi (baseado em Doyle & Doyle 1987). 

 

Solução CTAB (10 ml): 

H2O Miliq    5,78 ml 

Tris HCl (1M, pH 7,5)   1 ml 

NaCl (5M)    2,7 ml 

EDTA (0,5M, pH 8,0)  400 µl 

PVP 40    0,1 g 

CTAB     0,2 g 

BME ( 14M)    20 µl 

 

obs. para facilitar a dissolução do CTAB e do PVP, aquecer previamente a solução a 65ºC; 

acrescentar BME por último. É recomendável utilizar sempre solução recém preparada. 

Nunca estocar a solução se BME já tiver sido acrescentado. 

 

Etapas para extração: 

1. Colocar 100 mg de folha moída em eppendorf de 2 ml; 

2. Adicionar 800 µl da solução CTAB; 

3. Incubar à 65ºC por 1 hora, agitando a cada 10 minutos; 

4. Deixar à temperatura ambiente por 5 minutos; 

5. Adicionar 800 µl de SEVAG (24 Clorofórmio: 1 Álcool isoamílico), de preferência 

gelado; 

6. Misturar delicadamente por inversão por 1 minuto; 

7. Centrifugar a 10.000 rpm por 10 minutos; 

8. Transferir fase aquosa para eppendorf limpo de 1,5 ml; 

9. Adicionai mais 800 µl de SEVAG (24 Clorofórmio: 1 Álcool isoamílico); 

10. Misturar delicadamente por inversão por 1 minuto; 

11. Centrifugar a 10.000 rpm por 10 minutos; 

12. Transferir fase aquosa para eppendorf limpo de 1,5 ml; 

13. Adicionar 300 µl de Isopropanol; 
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14. Misturar delicadamente por inversão por 1 minuto; 

15. Armazenar a -20ºC por 1-24 horas; 

16. Centrifugar a 10.000 rpm por 10 minutos; 

17. Descartar delicadamente o sobrenadante; 

18. Adicionar 1 ml de etanol 70% gelado; 

19. Centrifugar a 10.000 por 10 minutos; 

20. Descartar o sobrenadante; 

21. Secar internamente o tudo (delicadamente com papel absorvente ou deixando 

descansar a temperatura ambiente ou em câmara de fluxo por algumas horas); 

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

23. Deixar o tubo a temperatura ambiente por 2-24 horas; 

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

próximos dias). 
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Anexo II. Coeficientes de ancestralidade parciais de 106 indivíduos do complexo Kielmeyera 

coriacea obtidos para quatro grupos (K=4) pelo software STRUCTURE. Indivíduos 1-29 são 

originados da população simpátrica de K. coriacea, 30-47 da população alopátrica de K. 

coriacea, 48-77 da população simpátrica de K. grandiflora e 78-106 da população alopátrica 

de K. grandiflora. 

 
  I        1        2        3       4 
  1    0.002 0.006 0.006 0.986  
  2    0.002 0.001 0.005 0.991  
  3    0.004 0.003 0.020 0.973  
  4    0.002 0.001 0.001 0.996  
  5    0.014 0.009 0.008 0.969  
  6    0.003 0.004 0.019 0.973  
  7    0.020 0.011 0.276 0.693  
  8    0.009 0.003 0.060 0.929  
  9    0.001 0.012 0.005 0.983  
 10   0.001 0.002 0.002 0.995  
 11   0.004 0.003 0.005 0.988  
 12   0.007 0.094 0.011 0.888  
 13   0.007 0.005 0.003 0.985  
 14   0.049 0.012 0.010 0.928  
 15   0.001 0.002 0.004 0.993  
 16   0.005 0.003 0.002 0.990  
 17   0.009 0.003 0.102 0.886  
 18   0.015 0.070 0.051 0.864  
 19   0.011 0.072 0.031 0.885  
 20   0.007 0.008 0.002 0.983  
 21   0.004 0.023 0.029 0.944  
 22   0.019 0.011 0.020 0.950  
 23   0.005 0.002 0.308 0.684  
 24   0.001 0.001 0.002 0.996  
 25   0.003 0.004 0.003 0.990  
 26   0.003 0.003 0.001 0.993  
 27   0.002 0.023 0.019 0.956  
 28   0.013 0.008 0.003 0.975  
 29   0.015 0.003 0.017 0.966  
 30   0.002 0.003 0.002 0.993  
 31   0.007 0.003 0.059 0.932  
 32   0.004 0.004 0.001 0.991  
 33   0.003 0.002 0.003 0.993  
 34   0.034 0.008 0.188 0.769  
 35   0.007 0.002 0.004 0.987  
 36   0.007 0.007 0.005 0.981  
 37   0.005 0.004 0.004 0.986  

  I        1        2        3       4 
 38   0.005 0.003 0.002 0.990  
 39   0.031 0.005 0.086 0.878  
 40   0.008 0.011 0.018 0.964  
 41   0.014 0.004 0.004 0.978  
 42   0.004 0.002 0.004 0.989  
 43   0.006 0.016 0.032 0.946  
 44   0.036 0.002 0.039 0.923  
 45   0.013 0.002 0.013 0.972  
 46   0.004 0.002 0.007 0.987  
 47   0.012 0.009 0.002 0.977  
 48   0.006 0.008 0.984 0.002  
 49   0.017 0.007 0.971 0.005  
 50   0.093 0.637 0.257 0.013  
 51   0.053 0.716 0.229 0.003  
 52   0.002 0.039 0.954 0.004  
 53   0.102 0.236 0.639 0.023  
 54   0.028 0.002 0.970 0.001  
 55   0.003 0.993 0.001 0.003  
 56   0.028 0.010 0.960 0.002  
 57   0.015 0.011 0.967 0.008  
 58   0.016 0.010 0.973 0.001  
 59   0.088 0.009 0.901 0.003  
 60   0.011 0.003 0.984 0.003  
 61   0.158 0.012 0.821 0.010  
 62   0.002 0.001 0.992 0.005  
 63   0.004 0.987 0.004 0.005  
 64   0.010 0.975 0.002 0.013  
 65   0.001 0.995 0.003 0.001  
 66   0.001 0.996 0.001 0.001  
 67   0.002 0.990 0.005 0.003  
 68   0.001 0.996 0.001 0.002  
 69   0.441 0.539 0.008 0.012  
 70   0.342 0.641 0.002 0.015  
 71   0.013 0.826 0.155 0.007  
 72   0.002 0.990 0.004 0.004  
 73   0.044 0.609 0.339 0.008  
 74   0.004 0.006 0.978 0.012  

  I        1        2        3       4 
 75   0.010 0.031 0.944 0.016  
 76   0.220 0.064 0.669 0.047  
 77   0.521 0.019 0.334 0.127  
 78   0.636 0.014 0.292 0.057  
 79   0.907 0.036 0.055 0.002  
 80   0.884 0.076 0.034 0.005  
 81   0.297 0.054 0.625 0.024  
 82   0.666 0.306 0.004 0.024  
 83   0.107 0.004 0.885 0.004  
 84   0.945 0.007 0.047 0.002  
 85   0.029 0.011 0.958 0.002  
 86   0.603 0.010 0.383 0.004  
 87   0.642 0.094 0.262 0.002  
 88   0.007 0.003 0.983 0.006  
 89   0.981 0.008 0.005 0.006  
 90   0.988 0.003 0.003 0.006  
 91   0.973 0.001 0.022 0.004  
 92   0.979 0.010 0.008 0.003  
 93   0.985 0.008 0.002 0.005  
 94   0.971 0.004 0.022 0.003  
 95   0.952 0.016 0.007 0.024  
 96   0.938 0.012 0.042 0.008  
 97   0.748 0.006 0.244 0.002  
 98   0.866 0.010 0.118 0.007  
 99   0.629 0.356 0.009 0.006  
100  0.957 0.022 0.011 0.010  
101  0.993 0.003 0.003 0.001  
102  0.965 0.005 0.023 0.007  
103  0.971 0.006 0.021 0.002  
104  0.994 0.003 0.002 0.002  
105  0.988 0.008 0.003 0.001  
106  0.986 0.005 0.005 0.004 
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Anexo III. Coeficientes de ancestralidade parciais de 106 indivíduos do complexo Kielmeyera 

coriacea obtidos para dois grupos (K=2) pelo software STRUCTURE. Indivíduos (I) 1-29 são 

originados da população simpátrica de K. coriacea, 30-47 da população alopátrica de K. 

coriacea, 48-77 da população simpátrica de K. grandiflora e 78-106 da população alopátrica 

de K. grandiflora. 

   

   I       1        2 
  1    0.002 0.998  
  2    0.001 0.999  
  3    0.006 0.994  
  4    0.001 0.999  
  5    0.004 0.996  
  6    0.007 0.993  
  7    0.237 0.763  
  8    0.008 0.992  
  9    0.002 0.998  
 10   0.001 0.999  
 11   0.001 0.999  
 12   0.056 0.944  
 13   0.007 0.993  
 14   0.060 0.940  
 15   0.008 0.992  
 16   0.013 0.987  
 17   0.008 0.992  
 18   0.039 0.961  
 19   0.022 0.978  
 20   0.002 0.998  
 21   0.001 0.999  
 22   0.015 0.985  
 23   0.110 0.890  
 24   0.004 0.996  
 25   0.001 0.999  
 26   0.002 0.998  
 27   0.014 0.986  
 28   0.003 0.997  
 29   0.009 0.991  
 30   0.003 0.997  
 31   0.011 0.989  
 32   0.005 0.995  
 33   0.004 0.996  
 34   0.041 0.959  
 35   0.001 0.999  
 36   0.004 0.996  
 37   0.005 0.995  

   I       1        2 
 38   0.001 0.999  
 39   0.038 0.962  
 40   0.010 0.990  
 41   0.002 0.998  
 42   0.001 0.999  
 43   0.021 0.979  
 44   0.022 0.978  
 45   0.005 0.995  
 46   0.006 0.994  
 47   0.009 0.991  
 48   0.998 0.002  
 49   0.997 0.003  
 50   0.997 0.003  
 51   0.981 0.019  
 52   0.997 0.003  
 53   0.993 0.007  
 54   0.999 0.001  
 55   0.996 0.004  
 56   0.999 0.001  
 57   0.958 0.042  
 58   0.997 0.003  
 59:  0.993 0.007  
 60:  0.998 0.002  
 61   0.994 0.006  
 62   0.993 0.007  
 63   0.996 0.004  
 64   0.967 0.033  
 65   0.999 0.001  
 66   0.998 0.002  
 67   0.997 0.003  
 68   0.997 0.003  
 69   0.992 0.008  
 70   0.997 0.003  
 71   0.995 0.005  
 72   0.997 0.003  
 73   0.998 0.002  
 74   0.994 0.006  

   I       1        2 
 75   0.974 0.026  
 76   0.993 0.007  
 77   0.987 0.013  
 78   0.936 0.064  
 79   0.997 0.003  
 80   0.999 0.001  
 81   0.993 0.007  
 82   0.986 0.014  
 83   0.926 0.074  
 84   0.999 0.001  
 85   0.989 0.011  
 86   0.997 0.003  
 87   0.999 0.001  
 88   0.966 0.034  
 89   0.999 0.001  
 90   0.999 0.001  
 91   0.990 0.010  
 92   0.998 0.002  
 93   0.994 0.006  
 94   1.000 0.000  
 95   0.993 0.007  
 96   0.991 0.009  
 97   0.999 0.001  
 98   0.996 0.004  
 99   0.994 0.006  
100  0.996 0.004  
101  0.998 0.002  
102  0.979 0.021  
103  0.997 0.003  
104  0.999 0.001  
105  0.999 0.001  
106  0.999 0.001  
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Anexo IV. Foto de parte de um gel de acrilamida de genotipagem (microssatélite KC 02) de 

indivíduos de Kielmeyera coriacea mostrando exemplo de indivíduo com oito bandas (seta 

vermelha), sugerindo que a espécie é, no mínimo, octaplóide. 

 

 


