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RESUMO

Apesar do elevado avango nos estudos em Verbenaceae nas Ultimas décadas a
delimitacdo do clado Lippia/Lantana continua sendo um grande desafio. O género
Lantana L. (Verbenaceae) compreende cerca de 150 espécies, ao passou que Lippia L.
possui aproximadamente 120 espécies. Ambos possuem 0s centros de diversidade
situados na América do Sul. A utilizagdo do fruto como carater para segregar Lantana
de Lippia vem acarretando em diversos erros de identificacdo ou determinacBes pouco
precisas ao nivel genérico e especifico. A incoeréncia taxondmica gerada pela falta de
caracteristicas diagnosticas e pela inflagdo taxondmica tem mascarado a riqueza
especifica do clado, bem como o real status de conservacao desse taxa. Apesar de esse
namero ser bastante controverso 30 espécies sul- americanas de Lantana sdo citadas, e
14 de Lippia sect. Dioicolippia. Desta forma o presente estudo propde realizar o estudo
taxondmico das espécies de Lantana L. na América do Sul, bem como o estudo
filogenético da secdo Dioicolippia. O estudo serd realizado através de expedigdes de
coleta, revisdes de exsicatas em herbarios da América do Sul, bem como consultas em
bibliografias especializadas. Para as andlises filogenéticas primers universais serdo
usados, e as novas sequéncias serdo inseridas em arvore ja existente. Através da
presente proposta buscamos trazer novos insight sobre o posicionamento filogenético
das espécies sul-americanas Lippia sect. Dioicolippia, bem como distribui¢do
geografica das espécies, avaliando o status de ameaca contribuindo para das medidas de

conservacao das espécies, em especial dos tdxons ameagados e pouco coletados.

Palavras-chave: Lippia, inflacdo taxonémica.



INTRODUCAO

Verbenaceae pertence a Ordem Lamiales, composta por 35 géneros e cerca de
1000 espécies (Atkins 2004). Estd predominantemente associada a regifes tropicais,
subtropicais e temperadas do Hemisfério Sul, com algumas espécies nas zonas
temperadas do Hemisfério Norte (Melo et al. 2010).

Desde as primeiras obras do século X1X a morfologia do fruto foi utilizada para
distinguir Lantana dos géneros morfologicamente semelhantes, como é o caso de
Lippia, Aloysia Palau e Phyla Lour. A utilizacdo do fruto seco versus carnoso (Schauer
1847, 1851; Benthan, 1876; Briquet 1904), ou 0 numero de pirénios (Chamisso 1832)
para delimitar especialmente Lantana e Lippia apresentou divergéncias entre diferentes
autores. A aplicacdo de diferentes caracteristicas na circunscri¢do dos géneros acarretou
em uma instabilidade nomenclatural, e consequentemente em inflacdo taxondmica.
Assim, comumente sdo encontradas espécies de Lantana que foram descritas como
Lippia, e vice-versa, sendo comum a transferéncia de espécies de um género para o
outro (Silva & Salimena, 2002; Salimena & Mulgura 2015).

Apds varios rearranjos, uma andalise baseada em caracteres morfologicos
vegetativos e florais foi utilizada para recircunscrever Lantana (Silva 1999) transferindo
a secdo Sarcolippia para Lippia. Como resultado, o numero de pirénios foi
reestabelecido como caracteristica diagnostica. Essa inconsisténcia taxonémica constitui
um obstaculo ndo s6 a conservacdo das espécies (Pillon & Chase, 2006), mas também

para as demais areas do conhecimento.

O CLADO LIPPIA/LANTANA

Com o advento da biologia molecular dados moleculares evidenciaram a
homoplasia do fruto, bem como o ndo monofiletismo tanto de Lippia quanto de Lantana
(Lu-Irving & Olmstead 2013). Os géneros Lippia/Lantana formam um clado, e dispdem
cerca de 80% das espécies da tribo Lantaneae. Morfologicamente sdo caracterizados
pela presenga de calice bilobado (O’Leary et al. 2012). Além disso, estudos recentes
constataram que o clado Lippia/Lantana € um grupo fortemente suportado incluindo
Phylla, Nashia Mill, bem como trés espécies mexicanas de Aloysia e Acantholippia
seriphioides (A. Gray) Moldenke (O’Leary et al. 2016). Dados ainda nao publicados

determinaram que as espécies de Lippia distribuiram-se ao longo do clado
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Lippia/Lantana e formaram um background do qual Nashia inaguensis Millsp,
Burroughsia fastigiata, Phyla nodiflora, Aloysia barbata, e dois clados de Lantana sdo
derivados (com. pess Olmstead 2017). Assim, como ja& sugerido por Lu-lrving &
Olmstead (2013) esses géneros deverdo ser recircunscritos, admitindo um anico género,
ou fragmentando-os em varios.

A América do Sul detém a maior diversidade dos géneros pertencentes ao clado
Lippia/Lantana. Por conta disso, pesquisadores de Verbenaceae vém desenvolvendo
trabalhos taxonémicos associados a estudos filogenéticos no intuito de compreender
esse clado. Os géneros Phyla (O’Leary & Mulgura 2012) e Aloysia (O’Leary 2016) ja
foram contemplados com tratamentos taxondmicos recentes. A circunscricdo de Aloysia
foi ampliada através da inclusdo de géneros como Acantholippia e Xeroaloysia,
corroborando os dados moleculares (Lu-Irving 2014).

Atualmente a taxonomia de Lantana e Lippia constitui o principal desafio em
Verbenaceae, visto que os demais géneros ja foram contemplados em revisdes recentes
para a América do Sul, ou possuem trabalhos em andamento. Lippia ndo possui uma
revisao completa, mas existem trabalhos de taxonomia classica sendo desenvolvidos por
pesquisadoras ativos, como Fatima Salimena e Maria Ema Mulgura. No entanto, carece
de informacbes provenientes de dados moleculares, ecoldgicos, citogenéticos, dentre

tantos outros.

LIPPIA L.

Lippia é um género com 120 espécies (Marx et al. 2010) amplamente distribuido
na América tropical e subtropical (Moldenke 1965). O Meéxico e o Brasil sdo
considerados 0s principais centros de diversidade, porém algumas espécies sdo
endémicas da Africa (Salimena 2000). O género foi segregado em sete secOes
(Troncoso 1974) até a recircunscricdo de Lantana. Apos a proposta de Chamisso (1832)
ser reestabelecida (Silva 1999), a secdo Sarcolippia foi transferida para o género Lippia
(Silva & Salimena 2002). Atualmente sdo admitidas oito secBes para o género Lippia.

A secdo Dioicolippia é caracterizada pela dioicia e possui uma distribui¢do
restrita ao sul da América do Sul. Foram catalogadas 14 espécies que ocorrem desde o
sul do Brasil, Uruguai, Argentina, Paraguai até a Bolivia (Mulgura 2000). A dioicia ja
havia sido relatada para a familia e Troncoso citou pela primeira vez, em 1964, para
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Lippia. Em trabalhos filo e citogenéticos as espécies desta secdo estdo subamostradas,

uma vez que sao pouco frequentes e ocorrem mais ao sul da América do Sul.

LANTANA L.

O género Lantana tem sido revisado somente em trabalhos floristicos, catdlogos
regionais e floras para a Argentina, Bolivia, Equador, Paraguai e Peru. Estudos
taxonémicos foram desenvolvidos apenas para o Brasil (Silva 1999). Para a América do
Norte e Mesoamérica existem tratamentos de Lantana como: Howard (1989), Lépez-
Palacios (1977) e Sanders (1987, 2006). Apesar da inconstancia na circunscricao de
diversas espécies estima-se que ocorram cerca 30 espécies de Lantana para a América
do Sul (com. pess. 2017). No entanto, devido as delimitacGes distintas adotadas por cada
autor, o numero especifico pode variar de acordo com a literatura seguida.

Investir em trabalhos quando ndo conhecemos as espécies com as quais estamos
trabalhando pode ser uma pratica um tanto quanto perigosa. De acordo com Ahmad et
al. (2010), um dos maiores problemas na fabricacdo de farmacos a partir de estratos
vegetais, em paises como o Paquistdo, é adulteracdo e identificacdo incorreta das
espécies. Indexar dados fitoquimicos ou ecoldgicos, por exemplo, a uma espécie
identificada erroneamente pode desencadear os chamados erros em cascata.

Muitas espécies pertencentes aos géneros Lippia e Lantana destacam-se por suas
potencialidades medicinais e econdmicas como plantas ornamentais, ou invasoras de
cultura (Sanders 2006). Lantana camara L., por exemplo, foi considerada uma espécie
facilmente reconhecida, entretanto, alguns problemas foram apontados por Sanders
(2006). Lantanas sdo propensas a sofrer poliploidia nos Neotrdpicos, causando uma
justaposicdo de taxons nativos e cultivados, resultando em uma variacdo morfolégica
complexa. De acordo com Maschinski (2010), administradores de terras tém dificuldade
para distinguir individuos raros de hibridos introduzidos, e por vezes a eliminagéo
desses taxons invasores € interrompida por conta da dificuldade de identificagdo. Desta

forma, a conservacdo dos taxons raros tem sido afetada.

OBJETIVO GERAL

Efetuar o primeiro tratamento taxondmico classico de Lantana para a América

do Sul, bem como realizar andlises filogenéticas de Lippia sect. Dioicolippia. Com base
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nestas informacbes e juntamente com os dados disponiveis proveniente de outros
trabalhos, pretende-se estabelecer os limites das espécies, e inferir o posicionamento
filogenético da secdo Dioicolippia.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

() Reunir dados sobre a distribuicdo, morfologia e ecologia das espécies
envolvidas.

(1) Através de expedicdes de campo e revisdes de herbario, elaborar um estudo
taxonémico com descricdes, chaves dicotdmicas, ilustracdes e/ou fotos.

(1) Com material coletado em campo e armazenado em silica gel, montar o
banco de DNA das espécies de Lantana para analises posteriores.

(V) Testar o monofiletismo de Lippia sect. Dioicolippia.

(V) Avaliar o estado de conservacdo dos taxons estudados.

(V1) Desenvolver trabalhos de divulgacdo cientifica em escolas de ensino

fundamental da rede publica de ensino.

HIPOTESES

Acredita-se que muitas sinonimizagdes (entre outras alteracdes nomenclaturais)
serdo realizadas, visto que muitos dos taxons estudados sdo extremamente semelhantes
e que as diferencas apresentadas nao sejam suficientes para sustentar algumas espécies.
Muitas tipificacOes serdo realizadas, pois muitas espécies possuem seu material typus
perdido. Novas espécies serdo descritas. Provavelmente muitos dos taxons sejam
enquadrados em algum grau de ameaca, segundo as recomendacdes da IUCN. Acredita-

se que Lippia sect. Dioicolippia seja monofilético.

JUSTIFICATIVA

Atualmente o descobrimento e 0 mapeamento da biodiversidade estdo limitados,
em parte pelo grande nimero de identificagdes incorretas, e/ou na escassez de
determinacbes precisas. Apesar de varias revisdes recentes enfatizarem o papel
fundamental que a taxonomia exerce na conservacdo, relatorios de politica cientifica

atentam para 0 pouco investimento nessa area.



Estudos taxondmicos norteados por limites politicos tem dificultado o
entendimento das espécies pertencentes ao clado, pois podem ou ndo denotar alguma
informacgdo biogeografica (Lu-lrving & Olmstead 2013). A falta de caracteristicas
diagnosticas, inflacdo taxondmica, e o regionalismo dos trabalhos resultaram em uma
grande incoeréncia na taxonomia do grupo.

O Brasil € o Unico pais que possui um tratamento taxondémico para 0 género,
porém nunca foi publicado na forma de artigo, dificultando o acesso as chaves e as
descricdes. Assim, espécies de Lantana raramente figuram entre as Listas de Espécies
Ameacadas de Extincdo, reflexo de dados defasados ou faltantes que impossibilitam a
andlise do status de ameaga desses taxons.

As andlises filogenéticas da secdo Lippia sect Dioicolippia serdo inéditas, uma
vez que foram amostradas apenas duas espécies nas filogenias ja realizadas. Testar o
monofiletismo desta se¢do podera trazer insights sobre a evolucdo da dioicia em Lippia,
e em Verbenaceae. Os dados moleculares poderdo se mostrar ferramentas Uteis na
delimitacdo de alguns taxons cuja delimitacdo é duvidosa. As espécies dioicas sdo em
grande parte restritas a ambientes muito especificos, formando populacdes pequenas e
esparsas. O tratamento taxonémico do género Lantana para a América do Sul consiste
em um trabalho inédito, e fundamental ao entendimento e ao desenvolvimento de novas
pesquisas acerca do clado Lippia/Lantana.

Somente apoOs estudos robustos de taxonomia classica, associada a andlises
filogenéticas, as espécies pertencentes ao clado Lippia/Lantana poderdo ser melhor
delimitadas. Sem essa etapa é impossivel assegurar o status de conservacdo desses
taxons. Como ja afirmado por Greuter et al. (2000), nomear é documentar a
biodiversidade, a fim de enfrentar desafios globais, mediante a compreensdao da

diversidade e dos recursos genéticos da Terra.

MATERIAIS E METODOS

Area de Estudo

A delimitacdo da area de estudo representa um papel fundamental no
desenvolvimento desse estudo. A fragmentagdo causada pelos estudos taxondmicos
limitados pelas fronteiras politicas tem corroborado na inflagdo taxonémica. Por isso,

nosso estudo compreende os 12 paises da América do Sul. A maioria das espécies
7



pertencentes ao clado Lippia/Lantana sdo sul-americanas, cujos centros de diversidade
estdo situados no Brasil, norte da Argentina e Bolivia. Apesar de o género ter sido
contemplado em floras de alguns paises, a proposta da presente estudo € inédita pela
area de estudo abrangente, a qual podera trazer respostas condizentes com a

biogeografia do grupo.

Coleta de Dados

Os dados referentes as espécies e suas respectivas ocorréncias serdo buscados
através de pesquisas bibliogréaficas, consultas a herbarios e expedi¢cGes de campo para
coleta de material boténico, tanto para registro em herbario quanto para extracdo de
material para analises genéticas. Serdo visitados ou solicitados materiais dos principais
herbéarios nacionais: BHCB, CEN, CGMS, CNMT, COR, EAFM, ESA, HAMAB, HAS,
HB, HBR, HF, HFSL, HPL, HUEFS, IAN, INPA, MBM, MG, MIRR, PA, R, RB,
RON, SP, SPF, UB, UFACPZ, UFMT, e internacionais: CTES, BA, SI, LPC, MVM,
MVFA, MVFQ, LPB, VALLE, SQF; JBN, CUSF, QCNE, USM; HOXA, SCP, FCQ,
PY, AS, HGV, MY.

Tratamento Taxondmico

A identificacdo do material botanico sera realizada através da consulta dos
exemplares typus e Opera princeps, bem como a comparagéo de exsicatas identificadas
por especialistas. A descri¢do das espécies, chave de identificacdo e as ilustracdes serdo
elaboradas com base nos caracteres morfologicos vegetativos e reprodutivos de
espécimes coletados, assim como em exsicatas selecionadas. Ap6s o término das

analises e descri¢cfes morfoldgicas 0s materiais serdo incorporados a acervos.

Analises do Estado de Conservacao

A andlise das espécies ameacadas de extin¢do sera baseada nos critérios e
parametros propostos pela IUCN (2016). Para tal, o presente estudo fornecera subsidios
para avaliar os critérios B e D, sendo que o primeiro consiste em analisar a distribuicdo
geogréfica na forma da extensdo e da presenca e/ ou area de ocupacdo. J&, o segundo
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visa avaliar o grau de ameaca da espécie considerando se a populagcdo € pequena ou

restringida a um determinado local.

EXTRACOES, SEQUENCIAMENTO E ALINHAMENTO DO DNA

Serdo amostradas nas analises moleculares as 14 espécies de Lippia secdo
Dioicolippia ou 0 maior nimero de espécies possivel, de acordo com a disponibilidade
de material. Como grupo externo serdo utilizadas espécies de Lippia de outras secdes e
do género Lantana sequenciadas com 0s mesmos marcadores que serdo utilizados neste
estudo (Lu-Irving & Olmstead 2012) disponiveis no GenBank.

O DNA seré extraido a partir do tecido de folhas secas coletadas em campo e
armazenado em silica gel. Quando néo for possivel obter o material vegetal fresco para
a extracdo, espécimes de herbario terdo seu material extraido mediante autorizacéo, e de
acordo com o estado de conservacdao do material. As extracdes seguirdo o método
CTAB (Doyle & Doyle 1987) com modificagdes.

Primers serdo usados para amplificar e sequenciar os espacgadores intergénicos
do genoma plastidial trnT-L (Taberlet et al. 1991), rpl32-trnL (Shaw et al. 2007) e
trnQ-rpsl6 (Shaw et al. 2007) e o espacador externo transcrito (ETS) do DNA
ribossomal nuclear. As reagdes de PCR seréo realizadas em termocicladores seguindo as
condicdes de amplificacdo destes marcadores otimizadas para amostras da tribo
Lantaneae segundo Lu-Irving & Olmstead (2012).

A amplificacdo dos produtos de PCR sera conferida em gel de agarose 1% e as
amostras serdo enviadas para sequenciamento em empresa terceirizada (Macrogen Inc.,
Coréia do Sul).

Anélises Filogenéticas

O conjunto de dados sera composto pelas sequéncias obtidas neste estudo e
sequéncias dos mesmos marcadores existentes para a tribo Lantaneae disponiveis no
GenBank obtidas em um estudo molecular de Lu-Irving & Olmstead (2012).

As sequéncias serdo alinhadas usando o MAFFT ver. 6 online (Katoh et al.
2002) com ajustes manuais quando necessario. Os alinhamentos para as sequéncias dos

marcadores de cloroplasto (trnT-L, rpl32-trnL, trnQ-rps16) serdo concatenados e 0
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alinhamento da regido ETS serd tratado separadamente. Os modelos de substituicdo
nucleotidicas de cada regido serdo selecionados no programa jModeltest 0.1 (Posada
2008). Reconstrucdes filogenéticas serdo realizados usando Inferéncia Bayesiana no
MrBayes 3.2.6 (Ronquist et al. 2012) e Maxima Verossimilhanca no RAXML 8.2.9
(Stamatakis 2014).

Na anélise Bayesiana serdo realizadas duas corridas independentes, cada corrida
consistindo em quatro cadeias de Markov-Monte Carlo com 1 milh&o de gerages com
arvores amostrando cada 1000 geracdes.

As andlises de Maxima Verossimilhanca serdo conduzidas com a sustentacdo
dos ramos acessada via fast-bootstrap (-f a) utilizando 1,000 pseudo-réplicas de
bootstrap ndo paramétrico.

RESULTADOS ESPERADOS

Através deste estudo espera-se delimitar as espécies de Lantana ocorrentes na
América do Sul, e fornecer subsidios para a identificacdo ao nivel especifico desses
taxons. Para tal, acredita-se que serdo necessarias tipificacGes, sinonimizacbes e
descricdes de novas espécies.

Apbés a analise morfolégica mais acurada de Lantana, novos caracteres
diagndsticos poderdo ser detectados. Também, espera-se contabilizar o grande nimero
de espécies identificadas erroneamente, a fim de discutir a importancia da taxonomia
classica, bem como dos caracteres diagnosticos morfologicos na influéncia da
conservacao dos taxons envolvidos, sejam eles potenciais medicinais ou ndo. E por fim,
através de analises filogenéticas espera-se conseguir novos insights sobre a evolugdo da
dioicia em Verbenaceae, e grupos monofiléticos no clado Lippia/Lantana.

O tratamento taxonémico de Lantana, e o estudo filogenético de Lippia sect
Dioicolippia constituem etapas fundamentais para a compreensdo do clado
Lippia/Lantana. Esse estudo viabilizara a interpretacdo da futura filogenia do clado, que
provavelmente recircunscrevera o género mais numeroso de Verbenaceae. Acreditamos
que os resultados poderéo ser publicados em revistas de alto impacto como: Annals of
the Missouri Botanical Garden, Systematic Botany, Taxon, Journal for Nature
Conservation, American Journal of Botany e Botanical Journal of The Linnaean
Society.
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Além dos artigos cientificos, o projeto pretende desenvolver trabalhos de
divulgacdo cientifica em escolas de ensino fundamental da rede publica de ensino. A
aluna pretende dar continuidade as atividades que j& desenvolve no Projeto Cambia, o
qual foi inspirado no “Echanges Phocéens da Franga”. Trabalhamos conceitos basicos
de botanica relacionando-o0s com plantas presentes no cotidiano dos alunos. As lantanas
sdo utilizadas na ornamentagdo urbana, e através desses exemplos poderemos aplicar
conceitos de plantas exoéticas, nativas, e seus respectivos impactos nos ambientes. Além
de ensinar a importancia de saber identificar uma espécie, diferenciando-a de outras, e
de conhecer as suas mais diversas aplicacdes. Acreditamos que “E preciso aumentar o
interesse das criangas pelas ciéncias, despertar a curiosidade delas, estimular jovens
cientistas e incentivar a reflexdo dos estudantes da educacao basica (relato da professora
Zélia Maria Ludwig, fisica UFJF)”.

CRONOGRAMA

Ano 2019 2020 2021 2022
Atividade |

s / Semestre 1 | | | | |

Revisdo de

Literatura X X X X
Revisdo de

herbarios X

Excursoes de

coleta X

Doutorado

sanduiche X

Extracdo de DNA X
Sequenciamento de

DNA X
Andlise de dados X
Redacéo de

Artigos X X X
Defesa da Tese X
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