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RESUMO

SAMPAIO, F. Hipoteses Filogenéticas de Espécies Sul Americanas do Género
Lippia spp. (Verbenaceae) com Base em Sequéncias Nucleotidicas. Dissertagao
(Mestrado em Ciéncias Biologicas) — Instituto de Ciéncias Bioldgicas, Universidade
Federal de Juiz de Fora, Juiz de Fora — MG, 2009.

O género Lippia € um dos principais da familia Verbenaceae e em sua maior
parte esta concentrado no Brasil, México, Paraguai e Argentina com poucas
espécies endémicas na Africa. O objetivo deste trabalho foi a construcéo de
uma hipotese filogenética para 39 espécies do género Lippia ocorrentes no
Brasil, Argentina, Bolivia, Paraguai e Uruguai com base em dados moleculares
das regides ITS, Waxy, TrnL-F e trnQ-rps16. As sequéncias foram amplificadas
e purificadas para posterior sequenciamento. As analises foram feitas
utilizando-se Maxima Verossimilhanca e Inferéncia Bayesiana. O presente
trabalho revelou, pela primeira vez, aspectos filogenéticos de espécies do
género Lippia com base em caracteres moleculares. De modo geral, as arvores
filogenéticas baseadas nas diferentes regides génicas estudadas revelaram
guestbes importantes como € o0 caso do monofiletismo da secdo
Goniostachyum. Outro ponto importante envolve a falta de resolucdo das
secbes Dipterocalix, Rhodolippia e Zapania. Dentre elas destaca-se a secéo
Zapania que constitui em varios aspectos estudados, a secdo mais diversa.
Embora o presente trabalho tenha mostrado aspectos inéditos com relacédo a
organizacao filogenética de espécies e secdes do género Lippia, a questdo da
especiacdo no género permanece em aberto. E possivel que para resolver este
problema sejam necessarios estudos populacionais e filogeogréficos,
embasados por uma andlise filogenética com maior nimero de genes e

principalmente, envolvendo um maior nimero de espécies.

Palavras-chave: Verbenaceae, Lippia, filogenia molecular, ITS, Waxy, trnL-F,
trnQ-rps16.



ABSTRACT

SAMPAIO, F. Phylogenetic hypothesis of South American species of the genus
Lippia spp. (Verbenaceae) based on nucleotide sequences. Dissertacdo (Mestrado
em Ciéncias Bioldgicas) — Instituto de Ciéncias Biologicas, Universidade Federal de
Juiz de Fora, Juiz de Fora — MG, 2009.

Lippia is one of the most important genus of the Verbenaceae family. It is
mainly concentrated in Brazil, Mexico, Paraguay and Argentina with few
endemic species in Africa. The present study was done in order to construct a
phylogenetic hypothesis for 39 species of the genus Lippia from Brazil,
Argentina, Bolivia, Paraguay and Uruguay based on molecular data of regions
ITS, Waxy, TrnL-F and rps16-trnQ. The sequences were amplified and purified
for subsequent sequencing. The phylogenetic analyses were done using the
Maximum Likelihood and Bayesian Inference. It was possible to show for the
first time, phylogenetic aspects of the genus Lippia based on molecular data. In
general, the phylogenetic trees based on different gene regions revealed
important points such as the monophyly of Goniostachyum section. Another
important point involves the lack of resolution of the sections Dipterocalix,
Rhodolippia and mainly Zapania which is the most diverse among them.
Although this work has shown new aspects about the phylogenetic organization
of sections and species of the genus Lippia, the speciation process of the genus
remains an open question. To resolve this problem, additional studies using
phylogeographic and population genetics approaches, based on a phylogenetic
analysis with greater numbers of genes and mainly involving a great number of

species should be necessary.

Keywords: Verbenaceae, Lippia, molecular phylogeny, ITS, Waxy, trnL-F, trnQ-

rpsle.
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1 - Introducéo

1.1 - A sisteméatica molecular em plantas

A sistematica molecular tem revolucionado os estudos filogenéticos em
plantas através da incorporacdo de técnicas de biologia molecular, especialmente os
dados de sequéncias de DNA nas reconstrucdes filogenéticas (DALY et al. 2001,
JUDD et al. 2002). Os estudiosos da filogenia consideram as arvores filogenéticas
como reconstrucdes das relacdes genealdgicas e propdem que as classificacbes
taxondbmicas devam ser baseadas nestas arvores. A classificacdo taxonémica
contendo apenas grupos monofiléticos e/ou espécies é um sistema natural, pois uma
vez que delimita-se grupos baseados em ancestrais comuns pode-se desenvolver
uma hierarquia que reflete as relacbes entre os individuos. Em 1998, um grupo
formado por sistematas, autodenominado de “The Angiosperm Phylogeny Group”
apresentou uma nova proposta de sistema de classificacdo das familias de plantas
com flores (APG 1998). Essa proposta de sistema de classificacdo foi baseada na
analise cladistica de um grande numero de seqiiéncias de DNA com suporte tedrico
e metodolégico da analise filogenética, e vem sendo revista incorporando-se
diversos trabalhos de outros grupos (QIU et al. 1999, SAVOLAINEN et al. 2000,
SOLTIS et al. 2000), com atualizacado mais recente conhecida como APG Il (2003).

Nas analises filogenéticas através das sequiéncias de DNA séo utilizadas trés
diferentes fontes potenciais de caracteres: os genomas de cloroplasto, mitocondrial
e nuclear (KARP et al.1996). A combinacdo de diferentes genomas € uma das
melhores ferramentas para ser usada em reconstrugdes filogenéticas (QIU et al.
1999). Sequéncias provenientes do genoma do cloroplasto (cpDNA) sdo as mais
usadas para inferir relagbes filogenéticas em plantas (SHAW et al., 2005). A
sequéncia do DNA do cloroplasto é altamente conservada em termos de tamanho,
estrutura, contetdo e ordem dos genes (JUDD et al. 2002). Com tais caracteristicas,
0 uso de sequéncias de cpDNA apresenta vantagens em relacdo aos outros tipos de
sequéncia. Por ser estavel, pode ser usado para inferir filogenias, o que néo ocorre
no DNA mitocondrial (mtDNA) onde os rearranjos sao tao freqientes que um mesmo

individuo pode ter diferentes copias (SOLTIS et al., 1991). O reduzido tamanho do



cpDNA, frente a outros genomas presentes nas ceélulas vegetais, permitiu que, em
muitas espécies, a sequéncia completa deste genoma fosse conhecida. Isto levou
ao reconhecimento de regides que evoluem em diferentes taxas, que podem ser
usadas para propositos diversos em inferéncias filogenéticas.

Genes como o rbcL, que codifica a subunidade maior da ribulose-1,5-
bisfosfato carboxilase/oxigenase (RuBisCO) e que possui uma taxa de evolucéo
lenta, apresentam boa resolucédo ao nivel de familia, para angiospermas (SOLTIS et
al., 1991). Para niveis taxonbmicos mais baixos, em geral, géneros e espécies, onde
a divergéncia é mais recente, sdo usados introns e espacadores de genes nucleares
gue sao regides que tendem a acumular mutagbes mais rapidamente (DOYLE &
LUCKOW, 2003).

Entre eles estdo os espacadores intergénicos (ITS) localizados entre os
genes nucleares de rDNA, os espacadores cloroplastidiais trnL-trnF, psbA-trnH e
trnQ-rps16 e o intron cloroplastidial do gene TrnL. Essas regides provaram ser de
grande utilidade para estudos filogenéticos em niveis infragenéricos devido as suas
rapidas taxas de evolu¢do de sequéncias e sitios de flanqueamento dos primers
bem conservados (SHAW et al., 2005).

A regido ITS tem sido amplamente utilizada em estudos filogenéticos de
plantas devido a presenca da alta taxa de substituicdo de nucleotideos nessa regido
(BALDWIN,1992; BALDWIN et al., 1995; BAYLY & LADIGES, 2007) e a seu poder
de elucidar as relacbes em niveis infragenéricos em plantas de varias familias,
incluindo Poaceae (CATALA'N & OLMSTEAD, 2000; GUO et al., 2002; BAUMEL et
al., 2002), Solanaceae (LEVIN et al., 2005, 2006), Malvaceae (TATE & SIMPSON,
2003) e Zingiberaceae (KRESS et al., 2005a).

Os outros fragmentos foram apontados como sendo filogeneticamente
informativos, sendo que para o género Paspalum o comprimento da regido psbA-
trnH foi aproximadamente de 600 pares de base adequado para sequenciamento
direto (SANG et al.,1997 ; ESSI & SOUZA-CHIES, 2007). Ja para as espécies do
género Paris o tamanho variou entre 1078 e 1103 pb e entre 645 e 1120 pb nas
espécies de Trillium (YUNHENG et al., 2006) sugerindo que o comprimento desta
regido é variavel entre diferentes espécies. Kress et al. (2005b) em seu estudo
obtiveram grande sucesso na amplificacdo dessa regido e sugere que esta seja

utilizada como “barcode” para identificagdo de espécies vegetais.



A regido trnQ-rpsl6 apresentou, segundo Calvifio et al. (2007), mais
caracteres informativos para parciménia, ou seja, substituicbes e delecbes. Analises
de Maxima Parciménia (MP) revelaram que a mesma regido produz teorias melhor
resolvidas e com ramos bem suportados do que outras regides para espécies do
género Eryngium (CALVINO et al., 2008).

Dentre as regides cloroplastidias a mais utilizada para estudos como o aqui
proposto é a regido trnL-trnF. Esse locus tem sido capaz de detectar variacao inter e
intraespecifica em diversas espécies vegetais (TSAI et al., 2006). Em orquideas do
género Bulbophyllum, dados moleculares dessa regido corroboram dados
morfologicos que comprovam o monofiletismo de cinco das 18 sec¢des encontradas
nesse taxon (FISCHER et al., 2007).

O gene nuclear Waxy (GBSSI), responséavel pela sintese de granulos de
amido em plantas, é outra regido que vem sendo muito utilizada para estudos
filogenéticos infragenéricos. Evans et al. (2000) utilizaram a porcdo 5° deste gene
para inferir a filogenia de alguns géneros da familia Rosaceae. Yuan & Olmstead
(2008a) em seu estudo sugeriram o monofiletismo de dois géneros da familia
Verbenaceae baseadas em andlises de sequéncias deste mesmo gene. Neste
mesmo trabalho, os autores mostraram que as sequéncias de aproximadamente
3.0Kb do gene Waxy possuem cinco vezes mais caracteres filogeneticamente
informativos do que uma regido ndo codificadora do DNA cloroplastidial. Isso sugere
que para se resolver problemas filogenéticos a niveis hierarquicos baixos,
especialmente em grupos recentes, o0 DNA nuclear é também indispensavel como
fonte de variagao.

A regido Waxy também foi usada para investigar a poliploidizacdo do género
Spartina (FORTUNE et al., 2007), do género Bromus (FORTUNE et al., 2008) e do
género Santalum (HARBAUGH et al., 2008) ja que por ser nuclear se multiplica
conforme o genoma vai se duplicando.

Com o desenvolvimento atual das tecnologias de sequenciamento de DNA e
computagdo, a Sistematica Molecular vem passando por algumas mudancas. Os
sequenciamentos baseados na técnica tradicional de Sanger (SANGER &
COULSON, 1975), antes muito demorados e caros, passaram por um processo de
automatizacdo e estdo cada vez mais rapidos e baratos, o que faz com que cada
vez mais sequéncias sejam depositadas nos bancos de dados publicos. A técnica de

pirosequenciamento, que € capaz de seqUenciar um genoma inteiro de um



procarioto (ou organelas) em poucas horas (cerca de 100 milhdes de nucleotideos
em 7 horas) jA vem também sendo empregada (RONAGHI et al. 1998; RONAGHI et
al. 1996, ROESCH et al., 2007; SAEED, 2009). Estas facilidades jA& comecaram a
ser usadas (MOORE et al. 2006) e, & medida que mais sequéncias completas de
genomas tornarem-se disponiveis, é possivel fazer estudos mais acurados de
evolucdo de genes e genomas, buscar melhores marcadores para reconstrucdes
filogenéticas ou, até mesmo, utilizar genomas inteiros nesta tarefa. Portanto, o
potencial da Sistematica Molecular para compreensédo da evolucdo em diferentes

niveis taxondmicos é imensuravel.

1.2 - A Familia Verbenaceae

A familia Verbenaceae reune cerca de 36 géneros e 1000 espécies (SOUZA
& LORENZI, 2005) e € constituida por subarbustos e ervas anuais a perenes
(SALIMENA, 2000). De acordo com Sanders (2001) a familia ocorre em regifes
tropicais, subtropicais e temperadas da América, Africa e india, sendo um dos
centros de mais alta diversidade as regifes subtropicais da América do Sul.

A familia pertence a ordem Lamiales cuja relacdo entre familias permanece
mal resolvida (SOLTIS et al., 2005) e se encontra no clado das Asterides, subclado
Asterides |, um grupo de plantas considerado monofilético formado por 10 ordens
(BREMER et al., 2003).

Nos tratamentos mais classicos (CRONQUIST, 1981 e 1988) a familia
Verbenaceae foi dividida em duas subfamilias, Verbenoideae e Viticoideae, numa
delimitacdo claramente polifilética. Suas relacbes de parentesco com a familia
Lamiaceae foram destacadas atraves das andlises cladisticas e a partir da
transferéncia de todos os taxons incluidos na subfamilia Viticoideae para a familia
Lamiaceae. Ambas foram circunscritas como grupos monofiléticos, passando a
familia Verbenaceae a ser representada exclusivamente pelos taxons incluidos na
subfamilia Verbenoideae (CANTINO et al.,1992; OLMSTEAD et al. 1992).

Trés tribos foram propostas por Schauer (1847) para a familia Verbenaceae,

baseadas na morfologia das inflorescéncias e caracteristicas dos o6vulos -



Verbeneae, Viteae e Avicennieae. O género Lippia L. foi incluido na tribo Verbenae,
que abrange géneros com inflorescéncias indeterminadas e évulos anatropos, sendo
esta tribo posteriormente dividida em sete subtribos com base no nimero de 6vulos,
morfologia das inflorescéncias e das flores - Spielmannieae, Monochileae,
Casselieae, Duranteae, Petraeae, Verbeneae e Lantaneae (SALIMENA, 2000).
Estudos filogenéticos feitos com espécies da familia Verbenacaea sé&o
escassos, podendo-se citar os feitos por Yuan & Olmestead (2008a e b) que
inferiram o monofiletismo dos géneros Verbena e Glandularia pertencentes ao

complexo Verbena atravées do uso de sequéncias nucleares e cloroplastidiais.

1.3 - Caracterizacdo do género Lippia

O género Lippia, foi descrito por Linnaeus em 1753. Schauer (1851) prop6s a
primeira subdivisdo no género, reconhecendo padrdes diferentes na arquitetura das
inflorescéncias, estabelecendo cinco sec¢des: Lippia, Dipterocalyx, Goniostachyum,
Zapania e Rhodolippia.

Posteriormente, Briquet (1895) subdividiu o género em dois subgéneros:
Zapania e Aloysia, reconhecendo as secdes propostas por Schauer. Esta nova
delimitacdo foi seguida por Moldenke (1964) em estudo monografico sobre o género
Lippia.

Troncoso (1974) apresentou um amplo estudo sobre a taxonomia de Lippia,
no qual foram revistas as delimitacdes dos taxons infragenéricos resultando em uma
proposta que tem sido seguida pelos especialistas na familia. O género foi entdo
subdividido em sete secOes: Lippia, Dipterocalyx, Goniostachyum, Zapania,
Rhodolippia, Pseudoaloysia e Dioicolippia. Posteriormente, a Unica espécie contida
na secdo Pseudoaloysia foi sinonimizada por Troncoso e Salimena-Pires (1997),
diminuindo entdo o nimero de sec¢des para seis.

As espécies estudadas aqui pertencem a quatro das sete secdes propostas
por Troncoso (1974). As caracteristicas e espécies pertencentes a cada sec¢éo estéo

na Tabela 1.



1.4 - O género Lippia: distribuicdo geografica e sua importancia

Os principais centros de diversidade especifica do género Lippia estdo
localizados no Brasil e no México (SALIMENA-PIRES, 1998).

No Brasil, o maior nUmero de espécies se encontra na Cadeia do Espinhaco,
gue esta localizada nos estados de Minas Gerais, Bahia e Goias. Pode-se citar
dentre as espécies de Lippia presentes na Cadeia do Espinhaco: L. lupulina Cham.,
L. salviifolia Cham., L. hermannioides Cham., L. sidoides Cham., L. florida Cham, L.
rubella, L. rosella Mold., L. diamantinensis Glaz., L. rotundifolia Cham., L. pseudo-
thea (St. Hil.) Schau, L. martiana Cham., L. corymbosa Cham. e L. filifolia Cham.
entre outras. Com excecdo das quatro primeiras, que tém distribuicdo mais ampla,
as demais sao todas endémicas da Cadeia do Espinhago.

Embora o Brasil possua um grande nimero de espécies, algumas delas estdo
ameacadas de extincdo como L. elliptica Schau., que foi recoletada apenas uma
Unica vez apos a coleta do material tipo, na regido de Alegres, Goias, e L. lindmanii
Brig., provavelmente extinta e s6 conhecida pela colecéo-tipo, procedente de Morro
Vermelho em Mato Grosso do Sul, uma regido totalmente descaracterizada
floristicamente pela exploracéo agricola (SALIMENA-PIRES, 1998).

Uma interessante caracteristica do género € que diversas espécies
apresentam propriedades medicinais comprovadas. Pessoa et al. (2005), detectaram
acao anti- bacteriana do extrato aquoso de folhas frescas de Lippia aff. gracilis. Com
relacdo aos constituintes dos 6leos essenciais da espécie sul-africana L. javanica,
Viljoen et al. (2005) tém observado uma forte acdo antimicrobiana e, além disso,
efeitos contra problemas respiratérios. O 6leo essencial de L. chevalieri apresentou
atividade antibacteriana e antifingica contra seis microorganismos testados (MEVY
et al., 2007). Similarmente, o Oleo extraido de folhas da espécie L. origanoides
também demonstrou atividade antibacteriana (OLIVEIRA et al., 2007). Os
constituintes quimicos de Lippia alba (MILL.) N.E. BR., por exemplo, tem agdo como
sedativo, antiespasmaddico e estomaquico (GOMES et al., 1993). L. alba é também
utilizada para o tratamento de gripe, bronquite, problemas no figado, infeccdes

cutaneas, diarréia, disenteria e desordens menstruais, além de agir como



antipirético, antiinflamatoério e estomaquica (MORTON, 1981; OLIVEIRA et al., 2006).
O extrato aquoso de Lippia sidoides Cham. é dotado de acentuado efeito
antisséptico, antiinflamatério e cicatrizante (COSTA et al.,, 1998) além disso, seu
Oleo essencial mostrou atividade contra a larva do mosquito Aedes Aegypti
(CARVALHO et al., 2003) e Culex quinquefasciatus (COSTA et al., 2005). Esta
espécie mostrou também propriedade gastroprotetora, antioxidante, antinociceptiva
(MARCAL, 2006) e antiinflamatéria tépica (MONTEIRO et al., 2007). Lippia multiflora
tem acdo eficaz contra malaria (VALENTIN et al., 1995), no tratamento da
hipertensdo (NOAMESI, 1977) e também é eficaz no combate a sarna (OLADIMEJI
et al., 2000).

Leitdo et al. (2008) ao estudarem duas espécies de Lippia nativas do Brasil (L.
lacunosa e L. rotundifolia) detectaram que ambas possuiram efeito acentuado contra
Mycobacterium tuberculosis.

Algumas espécies de Lippia tém sido utilizadas também no reflorestamento
de éareas que foram devastadas pela atividade mineradora. Na Venezuela, por
exemplo, Lippia oreganoides tem sido usada como espécie pioneira em regides de
minério de ferro que foram desativadas ou abandonadas. Essa espécie apresenta-se
extremamente adaptada a estas regibes de minério com seus solos acidos e
pedregosos (GUEVARA et al., 2005).

Apesar de muitas espécies apresentarem tais utilidades, varias outras ainda
nao foram estudadas e de acordo com alguns autores (ABADE et al., 1995;
PASCUAL et al., 2001) sdo materiais promissores para o isolamento de novas

substancias quimicas com diferentes potenciais, principalmente farmacolégicos.

1.5 - Reconstrucgéo da Filogenia:

Existem duas vertentes na reconstrucdo de filogenias: a Fenética e a
Cladistica. A primeira utiliza taxonomia numérica para fazer inferéncias evolutivas,
sendo que deve-se presumir que 0s caracteres analisados evoluem
independentemente para validacéo das correlagcdes entre taxa, enquanto a segunda,

cujo o precursor foi Hennig (1950), parte do pressuposto que todo passo evolutivo



marca uma dicotomia de ramos que produz dois grupos geneticamente separados
(grupos irmaos) (STRICKBERGER, 1995). A cladistica se diferencia pelo fato de
usar apenas caracteres derivados (apomorfias) ou seja, estados ancestrais de
caracteres (plesiomorfias) ndo devem ser utilizados para definir grupos, e caracteres
derivados que ocorrem em um Uunico grupo (autoapomorfias) ndo devem ser
considerados na andlise.

Existem métodos que buscam e constroem arvores que melhor explicam a
historia evolutiva de um determinado taxon. Entre eles pode-se citar o UPGMA
(Unweighted Pair-Group Method with Arithmetic Mean) Evolucdo Minima, Neighbor

Joinning, Maxima Parciménia, Maxima Verossimilhanca e Inferéncia Bayesiana.

UPGMA (Unweighted Pair-Group Method with Arithmetic Mean)

O método UPGMA ¢é o0 mais simples método de construcdo de arvores
filogenéticas. Ele foi desenvolvido para a construcdo de fenogramas que apresentem
as similaridades fenotipicas entre OTUs (Operational Taxonomic Units), mas pode
também ser utilizado para construir arvores filogenéticas se as taxas de evolucao
séo aproximadamente constantes entre diferentes linhagens (relagdo mais ou menos
linear entre a distancia evolutiva e o tempo de divergéncia) (FELSENSTEIN, 2004).
Para uma correlacdo segura, a medida dessa distancia linear deve estar relacionada
ao numero de substituicdes de nucleotideos ou de aminoacidos por intervalo de
tempo. A desvantagem desse método € que quando a taxa de substituicdo de
nucleotideos varia de uma linhagem para outra ele fornece a topologia incorreta
(GRAUR, 1999).

Evoluc&o Minima (Cavalli-Sforza & Edwards - 1967)

Este constrdi a arvore dentre todas as possiveis aguela cuja soma dos

tamanhos dos ramos € a menor (FELSENSTEIN, 2004). Porém, como o numero de



topologias possiveis € muito grande a busca pela melhor &rvore pode-se tornar-se

lenta.

Neighbor Joining — NJ ( Saitou & Nei, 1987))

Este método assim como os anteriores é baseado em distancia, porém, ao
contrario do UPGMA ndo assume que as taxas de evolucdo sdo constantes entre 0s
taxa estudados. E um método baseado na Evolucdo Minima embora ndo examine
todas as topologias possiveis, assim a andlise é mais rdpida e ndo exige
computadores muito robustos. Tem como objetivo construir a &rvore que minimiza o

somatoério dos tamanhos dos ramos.

Maxima Parciménia (Fitch, 1971)

A maxima parcimbnia € um método de busca que presume que a melhor
hipétese filogenética é aquela que envolve o menor nimero de passos evolutivos, ou
seja, de mudancas que expliquem toda a variacdo de uma matriz de dados
(sequiéncias de DNA ou de proteinas alinhadas, dados morfoldgicos, etc). Esta
diretamente ligada ao conceito de ancestralidade, isto é, um estado de carater
compartilhado por dois ou mais tadxons foram potencialmente herdados de um
ancestral comum. Desta forma, todos os sitios informativos para parcimonia devem
ter uma hipétese de ancestralidade comum entre taxons, ou seja, um sitio
informativo por parcimonia é aquele que apresenta variacdo e que os estados de
carater sdo compartilhados por pelo menos dois tdxons. A arvore que requer menos
mudancas para explicar as substituicdes nesses sitios informativos, € considerada a

melhor hipotese filogenética para os dados em questéao.
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Maxima Verossimilhanca (ML — Fisher, 1922)

O método de maxima verossimilhanca € um método probabilistico que define
como Otima a topologia que apresenta a maior probabilidade de ter gerado os dados
observados. Neste método é usado um modelo probabilistico de evolugdo de
caracteres, onde uma série de parametros pode ser levada em consideracao (e.g.,
frequiéncia das bases, taxas de substituicdo nucleotidica). Desta forma, diferente do
gue ocorre na maxima parcimoénia, todos os sitios sdo considerados. A partir desses
sitios e baseados no modelo selecionado, o valor da verossimilhanca de uma
topologia é obtido pelo célculo da probabilidade de ter ocorrido uma combinacéo de
eventos naquela topologia e que resulte na distribuicdo dos dados observados
(MEYER, 1995). A arvore com o maior escore de verossimilhanca (a arvore mais

provavel) é escolhida como a melhor hipétese filogenética.

Infereréncia Bayesiana

A inferéncia bayesiana tem sido descrita por Rannala & Yang (1996), Mau e
colaboradores (MAU, 1996; MAU et al., 1997; MAU et al., 1999) e Li (1996). Ela é
baseada na probabilidade posterior de um parametro (filogenia, tamanho dos ramos,
parametros de substituic&o).

A inferencia bayesiana em filogenia é baseada na probabilidade posterior de uma
arvore filogenética r. A probabilidade posterior da enésima arvore (7i), condicionada
a uma matrix de sequencias de DNA alinhadas (X) é obtida pela formula de Bayes a
sequir:

F(X]m:) f(73)

Flr]X) = —2=
T S F(X ) f(75)

Onde, f(1ijX) & a probabilidade posterior da enésima filogenia e pode ser

interpretada como a probabilidade de que 7i seja a arvore correta gerada a partir das
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sequéncias de DNA dadas. A verossimilhanca da enésima arvore é f(X|r) e a
probabilidade a priori da mesma é f(r/). O somatério no denominador é todas as
arvores possiveis (Bs) para s espécies.

Para calcular a probabilidade posterior € usado um algoritmo conhecido com
Markov Chain Monte Carlo (MCMC), que permite que a probabilidade posterior seja
aproximada, visto que a sua formulagdo envolve o somatoério de todas as arvores,
integracdo de todas as combinacOes possiveis de tamanho de ramo e valores de
parametros de modelos de substituicdo, o que ndo pode ser resolvido analiticamente
(HUELSENBECK et al., 2001).
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2- Objetivo

2.1-Objetivo geral

7z

O objetivo do presente trabalho é a construcdo de hipoteses filogenéticas
para 39 espécies do género Lippia ocorrentes na América Latina com base em
dados moleculares das regides cloroplastidiais TrnL-F, trnQ-rpsl6 e das regides

nucleares ITS e Waxy.

2.2-Objetivos especificos:

Pretende-se contribuir para a elaboracdo de um modelo de evolucdo nos
Campos Rupestres.
Devido a existéncia de véarios problemas taxondmicos, espera-se contribuir também

para a resolucao de alguns deles.
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3 - Material e Métodos

Extracdo do DNA Vegetal

O material vegetal das 27 espécies Brasileiras foi coletado nos Campos
Rupestres da Cadeia do Espinhaco e regido de Cerrado do Estado Minas Gerais -
Brasil. Vouchers foram depositados no Herbario CESJ da Universidade Federal de
Juiz de Fora. As outras 13 espécies foram cedidas pelo Instituto de Botanica
Darwinion (Sl)-Argentina (Tabela 1).

No Lab. de Genética do Dep. de Biologia/ICB, seguiu-se método CTAB
modificado (GRATTAPAGLIA & SEDEROFF, 1994). Folhas jovens de cada espécie
foram maceradas em nitrogénio liquido até a obtencdo de um po, que, entdo, foi
colocado em microtubos de 1,5mL até a marca de 0,5mL (0o que corresponde a
aproximadamente 20mg de material vegetal). Ao microtubo foram adicionados
900pL de tampéo de extragcdo de DNA com RNAse e 16ul de DTT 10%.

As amostras foram incubadas em banho-maria 37°C por duas horas e
homegeneizadas a cada 30 min. Apos este periodo, adicionou-se 20ul de Proteinase
K (10mg/ml) a cada microtubo e as amostras foram incubadas em banho-maria 50°C
overnight. Em seguida, as amostras foram centrifugadas por 5 min a 14000rpm e a
fase aquosa superior foi transferida para um novo microtubo de 1,5ml. Para cada
volume de amostra transferido, adicionou-se ¥z parte de cloroférmio-isoamil (24:1) e
Y% parte de fenol. As amostras foram vortexadas até obterem uma consisténcia
leitosa e novamente centrifugadas a 14000rpm por 5 min. A fase aquosa superior foi
transferida para um novo tubo de 1,5ml adicionando-se o0 mesmo volume da amostra
de cloroférmio-isoamil (24:1). Mais uma vez foi feita a centrifugagcéo a 14000rpm por
5 min e transferindo-se em seguida a fase aquosa superior para um outro tubo de
1,5ml.
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Tabela 1 — Secdes de Lippia , suas caracteristicas, espécies envolvidas no presente trabalho e suas
respectivas localizagfes.

Secao Carateristica Espécie Localizacao
Dipterocalix Arbustos com inflorescéncias L. sclerophylla Briq. Concepcién/Paraguai
(Cham) semiglobosas, brevemente L. trollii Moldenke Jujuy/Argentina
Schauer espiciformes na frutificacéo,

dispostas em paniculas ou
corimbos terminais; bracteas
imbricadas em 6 séries;
célice comprimido
dorsiventralmente, com duas
alas laterais vesiculosas

Goniostachyum

Arbustos com inflorescéncias

. aff gracilis Schau.

Diamantina/Brasil

L
Schauer axilares especiformes, 4-6 L. aff microphylla Cham. Diamantina/Brasil
por axila, pedunculadas, L. glandulosa Schau. Serra do Cipé/Brasil
bracteas concavas ou L. martiana Schau. Serra do Cipé/Brasil
conatas na base, plicado L. origanoides H.B.& K. Diamantina/Brasil
carenadas, imbricadas, L. pohliana Schau. Diamantina/Brasil
dispostas emquatro fileiras L. salviifolia Cham. Serra do Cipé/Brasil
livres ou conatas na base. L. sericea Cham. Parque Est. do
Ibitipocal//Brasil
L. sidoides Cham. Serra do Cip6/Brasil
L.velutina Schau. Diamantina/Brasil
Rhodolippia Inflorescéncias globosas; L. florida Cham. Serra do Cip6/Brasil
Schauer bracteas desenvolvidas, L. felippei Moldenke Prata/Brasil
amplamente ovais ou L. hederaefolia Mart & Schau Diamantina/Brasil
orbicular-cordiformes, L. lupulina Cham. Datas/Brasil
mebranaceas, coloridas, L. pseudo-thea (St.Hil.) Schau Datas/Brasil
venoso-reticuladas que L. rhodocnemis Mart & Schau Serro/Brasil
cobrem as corolas. L. rosella Moldenke Diamantina/Brasil
Zapania Arbustos com inflorescéncias L. alba (Mill.) N.E.Br. Diamantina/Brasil
Schauer axilares, globosas a L. arechavaletae Moldenke Entre Rios/Argentina
subcilindricas apds a antese, L. aristata Schau. Jujuy/Argentina
solitérias, geminadas ou L. bradei Moldenke Gréo Mogol/Brasil
terminais em racemo ou L. brasiliensis T.Silva & Salimena Misiones/Argentina
corimbo; bracteas concavas L. coartacta Tronc. Paysandd/Uruguai
ou planas, plurisseriadas; L. corymbosa Cham. Diamantina/Brasil

calice tubuloso,
membranaceo ou reduzido;
flores monéclinas

L.diamantinensis Glaz.

L. duartei Moldenke

L. filifolia Mart.&Schau. ex Schau
L. grisebachiana Moldenke
L.hermannioides Cham.

L. integrifolia (Griseb.) Moldenke
. lacunosa Mart. & Schau.

. lippoides (Cham.) Rusby.

. rotundifolia Cham.

. rubella Moldenke

. salsa Griseb.

. tegulifera Brig.

. turnerifolia Cham.

rrrrrrr

Diamantina/Brasil

Varzea da Palma/Brasil

Diamantina/Brasil
Salta/Argentina
Serra do Cipé/Brasil
Salta/Argentina
Datas/Brasil
Salta/Argentina
Datas/Brasil
Diamantina/Brasil
Tucuman/Argentina
Misiones/Argentina
Salta/Argentina
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A precipitagdo do DNA dessa fase aquosa foi feita com 10% do volume de
acetato de sb6dio 3M e de 75 a 100% de isopropanol gelado, permanecendo no
freezer a -20°C por no minimo 2 horas. O material foi centrifugado a 14000rpm por
10 min, o sobrenadante descartado e 400ul de etanol gelado foram adicionados.
Realizou-se uma nova centrifugacdo a 14000rpm por 1 min e o sobrenadante foi
descartado cuidadosamente. O pellet foi deixado por aproximadamente 30 min a
temperatura ambiente para secar e, depois, dissolvido em TE (Tris-EDTA) na
geladeira por cerca de 24 horas. ApoOs a dissolucédo, o DNA foi armazenado a -20°C

até o momento do uso.

Quantificacdo do DNA em Espectrofotémetro

A quantificagdo foi processada colocando-se 1puL de cada amostra no
espectrofotometro Nanodrop acoplado a um computador e com auxilio do programa
Nanodrop ND1000, foram realizadas as medicbes nos comprimentos de onda
260nm, 280nm, bem como a relacédo 260/280 e a concentracgdo final de DNA.

Neste caso, foram consideradas adequadas as amostras que apresentaram
uma relagdo 260/280 entre 1,8 e 2,0 e a leitura em 320nm préxima a zero,
comprimento de onda que corresponde as impurezas da amostra. As amostras que
nao obtiveram o padrdo considerado adequado foram novamente precipitadas,

conforme protocolo descrito acima.

Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR)

Para iniciar o preparo da reacédo de PCR, foi realizada a diluicdo das amostras
em TE 0,1 para obter a concentracdo final de 20ng/ul, de acordo com a

concentracéo indicada pela leitura feita no espectrofotémetro.
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Em cada reacio foram colocados 1,5ul de DNA diluido e 18,5ul de MIX PCR
em cada pogo da placa para PCR. O MIX PCR preparado foi preparado de acordo

com a tabela 2.

Tabela 2 - Mix para reacdo de PCR

Reagentes [] no estoque [] no MIX Volume final (pl)
H,O ultrapura - - 11,50
Tampao X Kit 10 1 2,00
MgCl, mM 50 15 0,6
DNTPs mM 10 0,1 0,2
Primer Forward pl 5 0,5 2,0
Primer Reverse ul 5 0,5 2,0

Tag DNA polimerase 5 U/l 1 0,2

Os primers usados para o seqiienciamento estdo na tabela 3.

Tabela 3 — Regifes génicas e primers utilizados

Regido Primer Sequéncia 5' - 3' TA (°C) Referéncia Bibliografica
ITS ITS1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG 52 White et al., 1990

ITS2 GCTGCGTTCTTCATCGATGC 52

Waxy 10F CATGCCATGCGATATGGAAC 54 Yuan & Olmstead, 2008a
11R ACYGTGTCAACAAGACCACC 54

trnL-trnF tab a CATTACAAATGCGATGCTCT 52 Taberlet et al., 1991

tab b TCTACCGATTTCGCCATATC 52
tab c CGAAATCGGTAGACGCTACG 52
tab d GGGGATAGAGGGACTTGAAC 52
tab e GGTTCAAGTCCCTCTATCCC 52
tab f ATTTGAACTGGTGACACGAG 52

trnQ-rps16 trnQ CCCGCTATTCGGAGGTTCGA 52 Calvifio & Downey, 2007
trnQ_R GTCACTGAAATAGAACG 52

Para cada regido de uma determinada amostra foram realizadas duas
repeticbes para o teste de anelamento de primers e oito repeticbes para a
purificacdo desta banda de DNA.

As reacdes foram processadas no termociclador GeneAmp PCR system 9700

(Aplied Biosystem) sob as condi¢fes presentes na tabela 4.
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Tabela 4 - Condicfes da reacdo de PCR

94°C 4

95°C 45”

X+10°C 45” |1°C por ciclo } 10 ciclos
72°C 1’

95°C 45”

X°C 45” } 30 ciclos
72°C 1

72°C 10’

4°C “forever”

X=temperatura de anelamento do primer

Eletroforese em Gel de Agarose

O gel de agarose foi preparado em duas porcentagens, 1% para a purificacao
das bandas de TrnL-F, trnQ-rps1l6 e Waxy e, devido a contaminacédo por fungos,
1,5% para a purificacdo das bandas ITS. Para o teste de primers foi utilizado gel de
agarose a 2%. As amostras foram descongeladas em temperatura ambiente e
centrifugadas a 2000rpm por 1 minuto e entdo preparadas para serem aplicadas no
gel. Para cada 20ul de reacao foram adicionados 3,5ul de Tampao de carregamento
6X (com 0,125% de bromophenol blue e 40% de sacarose).

A corrida foi realizada a 110mA por cerca de 3 horas. Em seguida, o gel foi
corado em solugao de brometo de etidio (3uM/mL) e entdo fotodocumentado sobre

luz UV com auxilio do programa EagleSight Stratagene 3.22.

Purificacdo do DNA a partir do Gel de Agarose

ApoOs a corrida das amostras, o gel foi digitalizado sob luz UV. As bandas de
DNA da mesma regido de uma amostra foram cortadas com auxilio de um estilete, e
colocadas em um microtubo de 2,0ml e posteriormente pesadas.

A purificacdo foi realizada com o auxilio do kit de purificacdo GFX PCR DNA
an Gel Band Purification Kit (Amersham Biosciences) de acordo com expecificagbes

do fabricante. As amostras ja purificadas foram armazenadas a -20°C.
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Reacao de Sequenciamento

Primeiramente, o DNA purificado foi descongelado em banho-maria 50°C.
Para cada reacdo foram utilizados 4pl de MIX presente no kit DYEnamic ETdye
Terminator Kit MegaBACE (GE Healthcare) contendo nucleotideos marcados, 1ul de
primer (somente o “forward” ou somente o “reverse”, para que uma unica fita seja
amplificada), um volume de DNA purificado com no minimo 200ng DNA (até no
maximo 5pl) e, quando necessario, o volume foi completado com agua ultra pura
para se obter 10ul de volume total. Adicionalmente utilizou-se o DNA (M13) presente
no kit de sequenciamento como controle. Neste caso, a reagao contera 1ul DNA,
2,50ul de agua, 2,50l de primer e 4ul de MIX.

As reacbes de sequenciamento foram processadas no termociclador
GeneAmp PCR system 9700 (Aplied Biosystem) sob as condicbes presentes na
tabela 5.

Tabela 5 - Condi¢bes para reagdo de sequenciamento

94°C 4

94°C 20"

X°C 15” } 35 ciclos
60°C 71

4°C “forever”

X=temperatura de anelamento do primer

Apos o término da reacdo foi realizada a precipitacdo do DNA amplificado
com nucleotideos marcados. Para isso, as amostras foram centrifugadas a 2000rpm
por 1 min. Foram adicionados 3ul de acetato de aménia 2,5M e 30ul de etanol 95%
por reacdo. Para homogeneizar, foram feitas inversdes sucessivas da placa de 96
pogas.

Apos tal procedimento as placas foram centrifugadas por 30 minutos a 2800
rpm. Posteriormente, a placa foi centrifugada invertida a 1000rpm por 1min , para
retirar os reagentes e deixar somente o DNA precipitado. Apos esse procedimento
30ul de etanol 70% foi acrescentado por reacdo. Novamente, a placa foi
centrifugada a 700rpm por 10 min e a 1000rpm por 1min com a placa invertida.

Para cada reacdo, foram adicionados 10ul de “Loading solution for

MegaBACE” (presente no kit se sequenciamento); a placa foi agitada em aparelho
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tipo Vortex e deixada na geladeira por no minimo duas horas. Apos esse periodo de
tempo, a placa foi centrifugada a 2000rpm por 30s e armazenada a -20°C até o

momento de injecao.

Injecdo das Amostras para Sequenciamento

As sequéncias de DNA foram obtidas através da injecdo das amostras no

aparelho MegaBACE 1000, com os seguintes parametros de corrida:

Voltagem de injecdo das amostras = 2,5KV
Tempo de injecdo das amostras = 80 s
Voltagem da corrida = 6KV

Tempo de corrida = 160 min.

Anélise das Sequéncias e Construcdo das Arvores Filogenéticas

Apés a obtencao das sequéncias, os cromatogramas foram avaliados com o
auxilio do programa SegmanPro (Lasergene). As sequéncias foram alinhadas e
avaliadas visualmente no programa MEGA4 (TAMURA et al., 2007). Neste mesmo
programa, depois de alinhadas, as sequéncias foram avaliadas quanto a proporcao
de sitios polimorficos, quantidade relativa de transicBes/transversdes, freqiéncias
relativas dos quatro nucleotideos.

A construcdo das arvores filogenéticas foi feita com dois métodos diferentes:
Maxima Verossimilhanga (CAVALLI-SFORZA e EDWARDS, 1967) e Analise
Bayesiana (YANG e RANNALA, 1997).

As arvores baseadas em Méaxima Verossimilhanca (CAVALLI-SFORZA e
EDWARDS, 1967) foram construidas com o programa PAUP4.0 b10 (SWOFFORD,
1993) com 100 repeticbes para o bootstrap e a escolha do modelo de substituicao

de bases foi realizado com o auxilio do programa ModelTest (POSADA e
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KRANDALL, 1998). A Andlise Bayesiana (YANG e RANNALA, 1997) foi realizada
com a ajuda do programa Mr. Bayes (RONQUIST & HUELSENBECK, 2003), que
utiliza meétodos bayesianos baseados na cadeia de Monte Carlo para testar a
probabilidade posterior de topologias dado o modelo de substituicdo previamente
estabelecido com auxilio do programa MrModeltest 2.3 (NYLANDER, 2004). Para a
estimativa desta probabilidade foram efetuadas 5.000.000 de geragoes.

Como grupo externo foi utilizado a espécie Duranta repens que assim como as
espécies do género Lippia pertence a familia Verbenaceae. As sequéncias foram

obtidas juntamente as sequéncias de Lippia utilizando a metodologia supracitada.

Localizacdo das espécies

Para construcdo de um mapa politico e outro de relevo, afim de se obter a
distribuicdo e localizacdo das espécies de Lippia, as coordenadas geogréaficas do
local de coleta de cada uma (dado ndo mostrado) foram inseridas no programa
Arcview 3.2 (ESRI).
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4 —Resultados

Regido ITS

Para a regido ITS foram analisados 294 sitios dos quais 104 sé&o
conservados, 83 sdo autoapomorficos (sitios ndo informativos) e 82 sé&o
sinapomorficos (informativos para parcimonia). A relacdo entre transicdes e
transversdes foi de 1,5 e a média de composicao de bases foi de 16,1% de timina,
31,5% de citosina, 23,2% de adenina e 29,2% de guanina (Tabela 6).

A arvore dessa regido gerada a partir da analise bayesiana (Figura 3)
apresentou uma boa topologia com boa sustentacdo dos ramos.

O primeiro aspecto a ser observado é a delimitacdo das sec¢des Dipterocalix,
Goniostachyum, Rhodolippia e Zapania. Todas as espécies da secdo
Goniostachyum (L. aff gracilis, L. aff martiana, L. sericea, L. origanoides, L.
glandulosa, L, sidoides, L. pohliana, L. martiana, L. salviifolia e L. velutina) formaram
um clado Unico com 83% de probabilidade posterior (PP) enquanto as espécies das
demais sec¢Bes ficaram em clados sobrepostos. As espécies da secdo Dipterocalix
(L. sclerophylla e L. trollii) agruparam-se em um clado com 100% de PP formando
um clado maior com L. salsa e L. integrifolia (100% de PP) juntamente a L. rubella
pertencentes a secdo Zapania.

L. florida, L. filifolia e L. hederaefolia agruparam-se com 69% enquanto L.
coartacta, L. arechavaletae e L. turnerifolia agruparam-se com 100% de PP. Outro
clado bem sustentado foi o formado por L. corymbosa e L. lacunosa (97% de PP)
juntamente a L. diamantinensis (Zapania - 100% de PP). L. rosella, L. lupulina e L.
felippei, inseridas na secado Rhodolippia, agruparam-se com 100% de PP formando
um clado maior com L. alba (Zapania) e as outras trés espécies anteriores com 90%
de PP.

As espécies L. duartei e L. aristata também formaram um clado com 100% de
PP juntamente a L. lippioides (100% de PP).

A arvore de ML (Figura 4) mostrou topologia semelhante a gerada por

inferéncia bayesiana apresentando as espécies da sec¢do Goniostachyum bem
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delimitadas em um clado Unico e as das outras trés secdes sobrepostas. As
espécies L. corymbosa e L. lacunosa agruparam com 51% de bootstrap juntamente
a L. diamantinensis (88% de bootstrap). O clado L. rosella, L. lupulina e L. felippei foi
sustentado por 100% de bootstrap. Com este mesmo valor de sustentagédo foi
formado o clado L. aristata e L. duartei com L. lippioides e outro formado por L.
coartacta, L. arechavelatae e L. turnerifolia. L. sclerophylla e L. trolli também
formaram um clado bem sustentado com 96% de bootstrap, assim como o formado
por L. salsa e L. integrifolia (91% de bootstrap). L. florida, L. filifolia e L. hederaefolia
agruparam-se com baixo valor de bootstrap (58%).

N&o foi possivel a amplificacdo dessa regido para a espécie L. tegulifera

provavelmente por seu DNA estar muito degradado.

Tabela 6 - Sumario da caracteristica das sequéncias

o WS wec A s S W
T C A G
ITS 294 104 83 82 15 16,1 31,5 232 2972
Waxy 313 16 64 218 0,8 322 157 335 186
tabAB 687 461 128 57 0,8 354 138 36 14,9
tabCF 944 703 145 80 0,9 281 195 339 185
:;2(136 371 260 69 31 0,9 36,6 17,6 31,3 175

RG:regido génica; NTS: numero total de sitios; NSC: numero de sitios conservados; Aut:
autoapomorfia; Sin: sinapomorfia
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Figura 3 — Arvore da regifo ITS gerada a partir de Analise Bayesiana. Os valores acima dos ramos
indicam as probabilidades posteriores. Cada se¢do do género Lippia esta representada por uma letra.
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Figura 4 — Arvore da regido ITS gerada a partir de analise de Maxima Verossimilhanca. Os nimeros
acima e abaixo dos ramos indicam os valores de bootstrap. Cada sec¢do do género Lippia esta

representada por uma letra.
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Regido Waxy

Foram analisados para a regido Waxy 313 sitios dos quais 16 sao
conservados, 64 sdo autoapomorficos (ndo informativos) e 218 sao informativos
para parcimonia (sinapormofias). A relacéo entre transicoes e tranversdes foi de 0,8
e a média de composicao de bases foi de 32,2% de timina, 15,7% de citosina, 33,5%
de adenina e 18,6% de guanina (Tabela 6). A arvore de inferéncia bayesiana
gerada para essa regido (Figura 5) mostrou boa topologia e ramos bem sustentados
assim como a arvore da regido ITS (Figura 3). As espécies da se¢cao Gonistachyum
(L. aff gracilis, L. aff martiana, L. sericea, L. origanoides, L. glandulosa, L. pohliana,
L. martiana, L. salviifolia e L. velutina) agruparam-se com 98% de PP com excec¢éao
de L. sidoides que se agrupou com L. filifolia com 57% de PP. L. rotundifolia e L.
lacunosa formaram um clado com 80% de PP enquanto L. diamantinensis se
agrupou com L. lupulina (96% de PP) e L.felippei (99% de PP).

Outros clados formados foram: L. florida e L. rubella com 100% de PP e L.
pseudo-thea e L. rhodocnemis com 99% de PP. L. duartei que anteriormente havia
se agrupado com L. aristata (regido ITS) agrupou-se com L. salsa e L. integrifolia
com 96% de PP. L. turnerifolia e L. arechavaletae formaram um clado bem
sustentado com 100% de PP que ficou separado do restante das espécies. Estas
duas espécies, que na regido anteriormente analisada, haviam se agrupado com L.
coartacta, agora formou um clado com L. aristata com 63% de PP.

L. grisebachiana que ndo estava em um ramo bem definido na arvore da
regido anterior aqui agrupou-se com L. sclerophylla com 84% de PP. L. trollii que
estava agrupada com L. sclerophylla apresentou-se em um clado com L.
hermannioides com 98% de PP.

A éarvore de ML (Figura 6) mostrou topologia semelhante a da inferéncia
bayesiana com espécies da secdo Goniostachyum (L. aff gracilis, L. aff martiana, L.
sericea, L. origanoides, L. glandulosa, L. pohliana, L. martiana, L. salviifolia e L.
velutina) bem delimitadas (79% de bootstrap) e as espécies das outras trés secoes
sobrepostas. L. turnerifolia e L. arechavaletae (100% de bootstrap) separaram-se do
restante das espécies com 77% de bootstrap. L. felippei, L. diamantinensis e L.

lupulina agruparam-se com 81% de bootstrap enquanto L. duartei, L. salsa e L.
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integrifolia agruparam-se com 80%. L. sidoides, assim como na arvore de inferéncia
bayesiana (Figura 5) ficou fora do clado das Goniostachyum agrupando-se com L.
filifolia (menos de 50% de bootstrap). Houve também a formacédo do clado L. florida
e L. rubella (81% de bootstrap).
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Figura 5 — Arvore da regido Waxy gerada a partir de Analise Bayesiana. Os valores acima e abaixo
dos ramos indicam as probabilidades posteriores. Cada secdo do género Lippia esta representada
por uma letra.
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Figura 6 — Arvore da regido Waxy gerada a partir de Andlise de Maxima Verossimilhanca. Os
nameros acima dos ramos indicam os valores de bootstrap. Cada secdo do género Lippia esta

representada por uma letra.
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Regiéo trnL-F

tabAB

O namero total de sitios analisados para esta regido foi de 687 dos quais 461
sdo conservados, 128 sdo autoapomorficos (ndo informativos) e 57 sinapomorficos
(informativos para parcimonia). A relacdo entre transicfes e transversoes foi de 0,8 e
média de composicdo de bases foi de 35,4% de timina, 13,8% de citosina, 36% de
adenina e 14.9% de guanina (Tabela 6).

A arvore gerada a partir da analise bayesiana para essa regido (Figura 5)
apresentou boa topologia, porém, ao contrario das outras regides a secao
Goniostachyum (L. aff gracilis, L. aff martiana, L. sericea, L. origanoides, L.
glandulosa, L, sidoides, L. pohliana, L. martiana, L. salviifolia e L. velutina) nédo ficou
delimitada em um clado Unico sobrepondo-se as outras secoes.

L. florida agrupou-se com L. integrifolia com 86% de PP. L. duartei, assim
como na regido ITS, formou um clado com L. aristata (94% de PP). L. sclerophylla
gue, nas andlises anteriores agrupou-se com L. trolli e com L. grisebachiana, aqui
formou clado com L. brasiliensis (96% de PP). L. bradei agrupou-se com L.
rhodocnemis (74% de PP) enquanto L. salviifolia, L. alba e L. sericea formaram um
clado com 85% de PP.

L. martiana e L. aff gracilis agruparam-se com 58% de PP, ja L. arechavaletae
e L. turnerifolia mostraram-se juntas em um clado com 98% juntamente com L. aff
microphylla (82% de PP). L. coartacta, que na regido ITS (Figura 3) agrupou-se com
L. arechavaletae e L. turnerifolia e na regido Waxy (Figura 5) agrupou-se com L.
aristata, agora formou clado com L. hederaefolia (96% de PP). Assim como na
regido ITS (Figura 3), L. lacunosa e L. corymbosa agruparam-se com alto valor de
sustentacao (100% de PP).

A arvore de ML (Figura 8) apresentou topologia semelhante a apresentada na
analise anterior, porém os valores de sustentacdo dos ramos foram menores. As

espécies de secdo Goniostachyum (L. aff gracilis, L. aff martiana, L. sericea, L.
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origanoides, L. glandulosa, L, sidoides, L. pohliana, L. martiana, L. salviifolia e L.
velutina) ficaram sobrepostas as espécies das outras secdes. L. sclerophylla
agrupou-se com L. brasiliensis (68% de bootstrap) enquanto L. florida agrupou-se
com L. integrifolia (53% de bootstrap). L. duartei e L. aristata formaram um clado
com 60% e L. arechavaletae e L. turnerifolia com 74% de bootstrap. L. coartacta
apareceu agrupada com L. hederaefolia com 70% de bootstrap e com 69% L.

corymbosa e L. lacunosa agruparam-se em outro clado distinto.
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Figura 7 — Arvore da regifo trnL-F-tabAB gerada a partir de Anélise Bayesiana. Os valores acima e
abaixo dos ramos indicam as probabilidades posteriores. Cada secdo do género Lippia esta
representada por uma letra.
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Figura 8 — Arvore da regido trnL-F-tabAB gerada a partir de Analise de Maxima Verossimilhanga. Os
nameros acima dos ramos indicam os valores de bootstrap. Cada sec¢do do género Lippia esta

representada por uma letra.
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tabCF

Esta regido apresentou 944 sitios dos quais 703 sdo conservados, 145 séo
autoapomorficos (ndo informativos) e 80 sdo sinapomorficos (informativos para
parciménia). A relagdo entre transices e transversdes foi de 0,9 e a média de
composicao de bases foi de 28,1% de timina, 19,5% de citosina, 33,9% de adenina e
18,5% de guanina (Tabela 6).

Para esta regido, a inferéncia bayesiana (Figura 9) gerou uma arvore com
topologia razodvel com algumas espécies ndo inseridas em clados bem resolvidos
como é o caso de L. hermannioides, L. diamantinensis, L. filifolia, L. rubella, L.
glandulosa, L. alba, L. felippei, L. salviifolia, L. aff gracilis, L. sidoides e L.
arechavaletae.

Nota-se que as espécies das quatro se¢bes ficaram sobrepostas. Com 100%
de PP foi formado um clado com L. grisebachiana, L. trollii e L. velutina. L. salsa e L.
integrifolia formaram outro clado com 66% de PP juntamente a L. sericea, L.
coartacta, L. aristata e L. brasiliensis (99% de PP).

L. bradei, L. florida, L. pseudo-thea e L. rhodocnemis agruparam-se com 98%
de PP sendo que L. pseudo-thea e L. rhodocnemis formaram um clado menor com
este mesmo valor de sustentacdo. Outros clados formados foram L. lupulina e L.
rosella (92% de PP) e L. pohliana, L. duartei e L. origanoides (90% de PP).

L. corymbosa que anteriormente havia se agrupado com L. lacunosa agora
apresentou-se em um clado com L. rotundifolia com 96% de PP. L. lacunosa, por
sua vez, agrupou-se L. hederaefolia e L. aff microphylla com 90% de PP.

Por ultimo, L. sclerophylla, que nas andlises anteriores havia se agrupado
com L. trollii, L. grisebachiana e L. brasiliensis, formou um clado com L. lippioides e
L. turnerifolia (62% de PP).

A arvore de ML (Figura 10), assim como a de inferéncia bayesiana (Figura 9),
apresentou as espécies das quatro sec¢des sobrepostas, sendo que L. grisebachiana
agrupou-se com L. trolli e L. velutina com valor baixo de sustentagcdo (54% de
boostrap).

L. lippioides, L. sclerophylla e L. turnerifolia ndo formaram clado bem definido.

L. florida, L. bradei, L. pseudo-thea e L. rhodocnemis agruparam com 60% de
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bootstrap. L. lacunosa agrupou-se com L. hederaefolia e L. aff microphylla (78% de
bootstrap), sendo que L. rotundifolia e L. corymbosa ndo formaram um clado bem

delimitado assim como o restante das espécies.
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Figura 9 — Arvore da regi&o trnL-F-tabCF gerada a partir de Anélise Bayesiana. Os valores acima e
abaixo dos ramos indicam as probabilidades posteriores. Cada secdo do género Lippia esta

representada por uma letra.
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representada por uma letra.
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Regido trnQ-rpsl6

O numero de sitios analisados para esta regido foi de 371 dos quais 260 sdo
conservados, 69 sdo autoapomorficos (ndo informativos) e 31 sdo sinapomorficos
(informativos para parcimonia). A relacéo entre transi¢cdes e transversoes foi de 0,9 e
a média de composicdo de bases foi de 36,6% de timina, 17,6% de citosina, 31,3%
de adenina e 17,5% de guanina (Tabela 6).

A topologia apresentada pela inferéncia bayesiana para esta regido (Figura
11), apesar de mostrar algumas espécies em clados ndo muito bem definidos,
apresentou alguns resultados interessantes.

Assim como na arvore da regido ITS (Figura 3), todas as espécies da secéo
Goniostachyum (L. aff gracilis, L. aff martiana, L. sericea, L. origanoides, L.
glandulosa, L, sidoides, L. pohliana, L. martiana, L. salviifolia e L. velutina)
agruparam-se em um clado unico bem sustentado com 100% de PP e L. aristata e L.
duartei voltaram a agrupar-se (89% de PP).

Nesta andlise, L. sclerophylla agrupou-se com L. trollii e L. brasiliensis (80%
de PP), clado que ndo havia se formado nas analises das regides anteriores. L.
lacunosa que aparecia ora agrupada com L. corymbosa, ora agrupada com L.
rotundifolia formou um clado bem sustentado (90% de PP) com ambas as espécies.

A arvore de ML (Figura 12) apresentou os mesmos clados que a arvore de
inferéncia bayesiana (Figura 11) para esta regido. As espécies da secao
Goniostachyum foram as Unicas a formar um clado separado e bem sustentado
(100% de bootstrap). L. lacunosa agrupou-se a L. corymbosa e L. rotundifolia (58%
de bootstrap). L. duartei e L. aristata formaram um clado com 56% de bootstrap e
com valor semelhante de sustentacdo L. sclerophylla, L. trollii e L. brasiliensis se

agruparam.
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Figura 11 — Arvore da regido trnQ-rps16 gerada a partir de Anélise Bayesiana. Os valores acima dos
ramos indicam as probabilidades posteriores. Cada secdo do género Lippia esta representada por
uma letra.
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Figura 12 — Arvore da regifo trnQ-rps16 gerada a partir de Anélise de Maxima Verossimilhanca. Os
nameros acima e abaixo dos ramos indicam os valores de bootstrap. Cada secdo do género Lippia

esta representada por uma letra.
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Localizagcdo das espécies

Com a construcdo do mapa politico (Figura 1) constatou-se que as espécies
estudadas aqui abrangem uma area que vai desde o norte de Minas Gerais,
passando pelo Paraguai, Uruguai, até os Andes Argentino e Boliviano. Com o mapa
do relevo (Figura 2) observou-se que as especies se distribuem em altitudes
diversas, sendo que a maioria esta entre 956m a 1273m de altitude numa area que
corresponde as regifes da Cadeia do Espinhaco, do Triangulo Mineiro e da Serra do
Ibitipoca. Outras encontram-se a mais de 1500m nos Andes, enquanto o restante

esta em regies mais baixas (1m a 319m).

5 — Discussao

Sabe-se que filogenia molecular em plantas a niveis intra ou intergenéricos
possui certa defasagem com relacdo aos estudos desse tipo em outros organismos,
principalmente, devido ao fato de ndo haver um marcador molecular especifico para
os diversos taxa vegetais (SHAW et al., 2007; HUGHES et al., 2006). Sequéncias de
DNA de cloroplasto e mitocondrial apresentaram muito pouca variagdo para 0S
grupos de plantas a niveis de espécie e populacional porém, o mesmo néao é valido
para a regido ITS que é muito usada em analises desta natureza (HUGHES et al.,
2006).

Provavelmente as topologias das arvores das regides ITS e Waxy (Figuras 3
a 6) diferiram das regides trnL-F e trnQ-rpsl16 (Figuras 7 a 12) pelo fato de serem
genes nucleares e de cloroplasto, respectivamente. A quantidade de sitios
informativos dos genes nucleares foi maior que nos genes plastidiais (Tabela 7) o
gue pode ter favorecido a tolopologia das avores das regides ITS e Waxy. Yuan &
Olmstead (2008b) concluiram que nas analises filogenéticas deve-se combinar
dados de regides plastidiais com regides nucleares para se obter dendrogramas que

mostrem a verdadeira histéria evolutiva a niveis infragenéricos. Isso porque a partir
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do DNA de cloroplasto € possivel tracar a heranca materna (heranca unidirecional),
enquanto que com o DNA nuclear tem-se um maior nimero de sitios variaveis.

Neste estudo, as regides que mostraram melhor topologia das arvores foram
as regides nucleares ITS e Waxy, com ramos bem sustentados e valores de
bootstrap e probabilidade posterior altos (Figuras 3 a 6).

Nas &rvores da regido ITS (Figuras 3 e 4) e regido trnQ-rps16 (Figuras 11 e
12) a sec¢do Goniostachyum ficou bem delimitada com todas as espécies reunidas
em unico clado bem sustentado. Este resultado corrobora os resultados obtidos por
Viccini et al. (2005) que observaram 0 mesmo ndmero cromossémico (2n=24) para
todas as espécies estudadas desta secdo. Além disso, Sousa (2008) observou que
as espécies desta secdo apresentam também as mesmas caracteristicas
palinolégicas: exina psilada e escabrada. Estes resultados reforcam a classificacao
morfoldégica (MOLDENKE, 1965) e também a sugestdo de que a mesma possa
constituir um género a parte (SANDERS, 2001) evidenciam a existéncia de
monofiletismo na secéo.

As outras secdes Dipterocalix, Zapania e Rhodolippia ficaram sobrepostas em
todas as arvores geradas (Figuras 3 a 12). Contudo as duas Unicas espécies da
secdo Dipterocalix (Tabela 1) formaram um clado bem sustentado nas arvores da
regido ITS (Figuras 3 e 4).

A falta de delimitacdo para a secdo Zapania também foi encontrada em outros
estudos. Sousa (2008) mostrou que as espécies da secdo Zapania foram as que
apresentaram maior variacao palinoldgica. Essa variacdo também esta presente nos
nameros cromossémicos, sendo esta, a secdo que apresentou maior variacao
numeérica. Nela sdo encontrados, por exemplo, o0 menor (2n=20) e 0 maior nimero
cromossdmico (2n=56) descritos para o género (VICCINI et al.,2005). Estas
observacdes tanto do ponto de vista molecular quanto palinolégico e cromossémico
adicionadas a ampla variacdo morfologica presente nas espeécies da secao,
reforcam o fato de que ela seja parafilética e que tenha que ser revista do ponto de
vista morfolégico.

As espécies L. rotundifolia e L. lacunosa pertencentes a se¢do Zapania e
apresentam problema de delimitacdo taxonémica. Elas apresentam o mesmo habito,
varios caracteres morfoldgicos similares, uma filotaxia semelhante, folhas coreaceas,
densa camada de tricomas nas folhas e nas flores (SALIMENA, 2002) e numeros

cromossOmicos iguais (2n=56) (VICCINI et al., 2005). Apesar de todas essas
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semelhancas, a Unica regido que as agrupou foi a regido Waxy (Figuras 3 e 4), na
qual formaram um clado com 80% de probabilidade posterior. Nas arvores das
outras regides observou-se o agrupamento tanto de L. lacunosa com L. corymbosa
(regibes ITS e tabAB — Figuras 3,4 e 7,8) quanto de L. rotundifolia e L. corymbosa
(tabCF — Figuras 10 e 11) sendo que as 3 se agruparam em um Unico clado na
arvore da regido trnQ-rpsl16 (Figuras 11 e 12). Embora algumas diferengcas quanto
ao padrdo de heterocromatina, ao conteudo de DNA, ao padrdo morfolégico da
exina do grdo de podlen e da anatomia foliar tenham sido observadas por Sousa
(2008), o agrupamento de L. corymbosa com L. rotundifolia, L. lacunosa ou ambas
nas diferentes arvores geradas reforca a existéncia de parentesco préximo entre
elas. Na arvore do gene trnQ-rpsl6 por inferéncia bayesiana, L. corymbosa, L.
lacunosa e L. rotundifolia apareceram em um clado bem sustentado com 90% de
probabilidade posterior. Adicionalmente, a semelhanca morfolégica das
inflorescéncias (carater dignostico para estabelecer as se¢fes do género), a
distribuicdo geogréfica (as trés espécies possuem sobreposicdo de areas de
ocorréncia), de numero cromossémico e de quantidade de DNA sustentam
fortemente a formacao do clado citado. L. rotundifolia e L. lacunosa possuem 2n=56
cromossomos enquanto L. corymbosa tem exatamente a metade (2n=28) (VICCINI
et al. 2005). Paralelamente, dados obtidos por meio da citometria de fluxo indicam o
dobro da quantidade de DNA de L. lacunosa e L. rotundifolia em relagdo a Lippia
corymbosa (dados nao publicados), o que confirma a grande proximidade entre elas
e possibilita o inicio de uma discussdo sobre uma possivel origem por
poliploidizacdo de L. lacunosa e L. rotundifolia a partir de L. corymbosa. A juncao
destas espécies em um ramo bem resolvido na arvore de alguma regido plastidial
deste estudo, fato que ocorreu na regido trnQ-rps16 (Figuras 11 e 12), pode levar a
conclusado de que o aparecimento de L. rotundifolia e L. lacunosa deveu-se a um
evento de autopoliploidia em L. corymbosa. Este resultado deixa aberta a
possibilidade de L. lacunosa e L. rotundifolia serem a mesma espécie (variedades
diferentes?). No entanto, a topologia gerada pelo ITS posiciona estas duas espécies
em clados diferentes, mostrando que provavelmente apresentam diferencas
significativas. Para explicar estes resultados contraditorios é preciso ter em conta
que o trnQ-rpsl6 € um gene plastidial, portanto de herangca materna, enquanto o ITS
é uma seqiiéncia nuclear e portanto de origem biparental. E sabido que além de

autopoliploidia, as plantas podem se originar por alopoliploidia. Com isso, L.



45

lacunosa e L. rotundifolia seriam ambas frutos de eventos de alopoliploidia
envolvendo L. corymbosa necessariamente como espécie-mde em cada um dos
eventos, mas teriam espécies-pai diferentes. Este cenario explicaria porque estas
trés espécies se agruparam na arvore de trnQ-rpsl6é e ndo se agruparam nas
arvores do ITS e Waxy. No entanto, na regido trnL-FtabAB e trnL-FtabCF, L.
corymbosa aparece agrupada respectivamente com L. lacunosa e L. rotundifolia. E
possivel que durante o evento de poliploidizacdo copias génicas tenham se alterado
(DOYLE et al., 2008) e consequentemente exista diferenca nesta regido que possa
explicar o ndo agrupamento das trés espécies.

As espécies L. duartei e L. aristata também pertencentes a secdo Zapania
ficaram agrupadas em trés das regides génicas estudadas e corroboram a
semelhanca morfologica que poderia inclusive justificar a sinonimizacdo das
mesmas (SALIMENA, com. pessoal).

L. glandulosa e L. microphylla, pertencentes a secdo Goniostachyum, também
apresentam problema de delimitacdo taxondmica. Nas arvores de todas as regioes
génicas, elas aparecem no mesmo clado, porém agrupadas com espécies diferentes
de Lippia. As duas espécies sao arbustos bastante ramificados, com ramos
tetragonais e flores de branco a amareladas (MOLDENKE, 1965). A forma e a cor
das bracteas tém sido usadas como forma de identificacdo das espécies, que sao
amareladas e carenadas em L. glandulosa e verdes e lanceoladas em L. microphylla
(MOLDENKE, 1965). Quanto ao numero cromossdmico ambas apresentam 2n=24 e
guimicamente as duas sao bastante semelhantes (dados nao publicados). Os
resultados obtidos indicam a existéncia de um complexo morfologicamente muito
variado que leva a problemas na identificacdo dessas duas espécies e que a
filogenia dos genes utilizados ndo conseguiu resolver. Todavia, a grande
similaridade morfologica aliada aos dados quimicos e citogenéticos continua
indicando para uma possivel sinonimizacdo entre L. glandulosa e L. microphylla.

Ainda dentro da secdo Goniostachyum € importante considerar a relacéo
existente e a possivel sinonimia entre L. sidoides e L. salviifolia. As espécies L.
sidoides e L. salviifolia, ttm ampla distribuicdo e sua separacdo morfolégica é muito
dificil pois, considera-se alguns caracteres ndo muito relevantes taxonomicamente e
bastante polimorficos. Por exemplo, pode-se citar a sec¢cdo dos ramos geralmente

tetragonais em L. sidoides e circular em L. salviifolia e o comprimento do pedunculo
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da inflorescéncia igual ao do peciolo em L. sidoides e maior que o peciolo em L.
salviifolia (MOLDENKE 1965; SALIMENA, 1991).

Os dados moleculares gerados neste trabalho ndo mostraram as duas
espécies agrupadas em um ramo bem delimitado. As outras espécies da secao
também ndo formaram clados bem definidos o que mostra que mais estudos devem
ser feitos para resolucdo dos problemas taxonémicos da secdo Goniostachyum.
Aparentemente, a se¢cdo Goniostachyum esta bem resolvida em relagédo as demais,
mas apresenta um variado complexo de espécies de dificil delimitacdo e que
provavelmente ndo sera resolvido com o uso de uma Unica ferramenta.

Apesar de os dados obtidos por Viccini et al. (2005), Sousa (2008) e das
consideracdes feitas por Salimena (2000) -constituirem evidéncias sobre o
monofiletismo da secdo Rhodolippia, no presente estudo as espécies dessa se¢ao
nao ficaram em um ramo bem delimitado para qualquer das regides estudadas.

O fato de as secbes Dipterocalix, Rhodolippia e Zapania ndo terem suas
espécies bem delimitadas neste estudo pode ter ocorrido pelo fato de que arvores
de genes e arvores de caracteres podem discordar (YUAN & OLMSTEAD, 2008a).
Este problema é particular para espécies com diversificacdo rapida e recente, que
pode ser 0 caso das espécies do género Lippia, pois a maioria dos ramos de todas
as arvores apresentou-se curto. O que ocorre é que o tempo de divergéncia entre as
espécies é muito curto para a perda do polimorfismo ancestral e assim a separacéo
das espécies ainda é incompleta (YUAN & OLMSTEAD, 2008a).

Estes problemas reforcam a necessidade de revisdo da distribuicdo de
espécies e dos caracteres diagnosticos para as secdes Dipterocalix, Rhodolippia e
principalmente Zapania. Além disso, nota-se que as topologias como um todo néo
foram bem definidas, mostrando que ha necessidade de se estudar outras regides
gue possuam sitios mais variaveis para que a delimitacao das sec¢des genéricas seja
mais consistente.

Segundo Troncoso (1974) e Salimena (2000), o género Lippia esta, em sua
maior parte concentrado no Brasil, México, Paraguai e Argentina com poucas
espécies endémicas na Africa. Assim pode-se inferir que o ancestral do género
Lippia surgiu na época do Gondwana (cerca de 200 m.a.) quando o leste da América
do Sul, oeste da Africa, e sudoeste da Asia formavam um s6 continente com

Antartica e Austrdlia.
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O mapa da figura 1 mostra que o género esta bem distribuido pela América
do Sul sendo que as espécies incluidas neste estudo estdo distribuidas desde o
norte de Minas Gerais, abrangendo a Cadeia do Espinhaco, descendo em direcéo
sudoeste até os Andes na Argentina. O mapa de relevo mostra que a maioria das
espécies esta inserida em locais de altitudes elevadas (900-1600m). Essas regides
compreendem os campos rupestres da Cadeia do Espinhaco e os Andes Argentino
e Boliviano.

A Cadeia do Espinhaco se formou durante a Era Paleozdica (570 a 245 m.a.)
(KING, 1956). Os picos mais altos (1800-2107m) s&o remanescentes das velhas
superficies que se degastaram com o tempo (GIULIET & PIRANI, 1988). A estrutura
dos blocos da Cadeia data do periodo Pré-cambriano (ABREU, 1984). O grande
dobramento que se estende no sentido noroeste-sudeste se formou devido a um
grande processo de eroséo e foi remodelado por movimentos tectbnicos no comeco
do periodo Terciario (66 a 1.6 m.a.). O relevo é altamente acentuado, com vales
profundos, onde as cordilheiras mais altas sdo de quartizito e arenito (MOREIRA,
1965). Os solos séo rasos e arenosos, muito acidos e pobres em nutrientes. Estes
fatores sdo importantes para explicar as afinidades e divergéncias entre o0s
agrupamentos das espécies do género Lippia nas arvores filogenéticas geradas
neste estudo, pois o padrao do relevo formado neste periodo pode ter influenciado o
processo de especiacao.

Esporadicamente, elementos presentes em espécies da flora andina e do sul
do Brasil aparecem na flora dos Campos Rupestres, presentes na Cadeia do
Espinhaco. Isso se deve a semelhanca de clima e solo dos lugares citados (GIULIET
& PIRANI, 1988). O género Paepalanthus subgénero Platycaulon possui 46
espécies, sendo que destas 28 sdo restritas aos Campos Rupestres e 12 séo
endémicas das montanhas da Colémbia. O género Vellozia secdo Radia possui
centros de diversidade nos Campos Rupestres brasileiros e em algumas montanhas
da Venezuela e da Colémbia. LigacGes assim também podem ser vistas nos grupo
das Labiatae: Eriope macrostachya que ocorre em campos rupestres de margens de
florestas, assim como E. macrostachya var. platanthera, também ocorre nos Andes
venezuelanos (MENEZES & GIULIET, 1986). Aparentemente 0 mesmo ocorre no
género Lippia ja que existem espécies que ocorrem nos Campos Rupestres da
Cadeia do Espinhaco e também nos Andes Argentinos, como € o caso de L.

salviifolia que pode ser vista na cidade de Salta. No mapa em que é possivel
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visualizar a distribuicdo das espécies em relacdo ao relevo (Figura 2), percebe-se
que a maioria das espécies estd distribuida nos Campos Rupestres brasileiros
(acima de 900m) e nos Andes argentinos em locais com altitudes semelhantes
sugerindo que tanto as espécies brasileiras quanto as argentinas tenham passado
pelo mesmo padrédo de especiagéo, pois foram submetidas as mesmas pressdes de
selecao.

Outro aspecto importante é que as espécies de Lippia presentes nos Campos
Rupestres da Cadeia do Espinhaco sdo geralmente encontradas em populacdes
separadas, restritas a pequenas serras e muitas vezes isoladas geograficamente e
reprodutivamente por barreiras naturais, o que também pode ter contribuido para o
padrdo de especiacdo dentro do género. Este fato ganha ainda mais importancia se
considerarmos a intensa oscilacdo climatica ocorrida no periodo Quaternario (1,6
m.a.) logo apos os grandes movimentos tectdnicos que remodelaram a Cadeia do
Espinhaco. Neste periodo as populagbes das mais diversas espécies se expandiram
e contrairam havendo fluxo génico entre individuos de populagdes vizinhas

ocorrendo o surgimento de novas espécies (GIULIET & PIRANI, 1988).
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6 - Conclusao

O presente trabalho revelou, pela primeira vez, aspectos filogenéticos de
espécies do género Lippia com base em caracteres moleculares.

De modo geral, as arvores filogenéticas baseadas nas diferentes regides
génicas estudadas revelaram questdes importantes como € o caso do monofiletismo
da secdo Goniostachyum. Outro ponto importante envolve a falta de resolucédo das
outras secdes estudadas com destaque para a se¢do Zapania que constitui em
varios aspectos estudados, a se¢do mais diversa.

Embora o presente trabalho tenha mostrado aspectos inéditos com relacéo a
organizacao filogenética de espécies e secdes do género Lippia, a questdo da
especiacio no género permanece em aberto. E possivel que para resolver este
problema sejam necessarios estudos populacionais e filogeograficos, embasados
por uma analise filogenética com maior nimero de genes e principalmente,

envolvendo um maior nimero de espécies.
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