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Resumo

A grande variabilidade morfoldgica que as plantas apresentam permite a caracterizagdo € o
reconhecimento das espécies, constituindo assim, a base da taxonomia. O nimero de caracteres
utilizados para o reconhecimento das espécies aumentou muito ao longo da histéria da classificagao
dos organismos e, nas ultimas décadas este acréscimo foi ainda maior devido aos avangos oriundos
de estudos moleculares. Atualmente técnicas utilizando dados moleculares associados aos dados
morfologicos sdo excelentes fontes de informagdo para os estudos de evolugdo e reconstrucao
filogenética. Asteraceae ¢ a maior familia entre as Angiospermas, possui cerca de 24.000 espécies
distribuidas em 1.600 géneros dem distribui¢do cosmopolita. Nos Neotropicos a diversidade da
familia ¢ de aproximadamente 580 géneros e 8.040 espécies. Para o Brasil sdo referidas 1.960
espécies distribuidas em 288 géneros, representando a terceira maior familia de plantas com flores
para o Brasil, colocando-o como um centro de diversidade das Asteraceae. O presente projeto faz
parte dos estudos para o conhecimento da diversidade das Asteraceae brasileiras e tem como
objetivo reconstruir hipdteses filogenéticas dos géneros Pterocaulon e Wunderlichia, com base em
dados moleculares, permitindo o estudo e interpretacdo da evolucdo de caracteres morfologicos
importantes para a circunscri¢ao desses géneros. Para este proposito, além dos dados moleculares,
serdo utilizadas ferramentas, como o estudo taxonomico € cromossomico. Os resultados serdo
apresentados em forma de artigos, publicados em periddicos e também divulgados em reunides
cientificas. O desenvolvimento deste projeto ¢ importante, pois sera realizado por meio de parcerias
com pesquisadores de outras areas da botanica sendo possivel ampliar o conhecimento dos tdxons
em andlise, contribuindo para melhorar a compreensdo acerca da diversidade, biologia e

conservagao dos mesmos.
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Abstract

The great morphological variability of plant allows the characterization and identification of
species, forming the basis of taxonomy. The number of characters used for recognition of species
increased greatly over the history of classification of organisms and in recent decades, this increase
was even greater because of advances coming from molecular studies. Currently techniques using
molecular data associated with morphological data are excellent sources of information for studies
of evolution and phylogenetic reconstruction. Asteraceae is the largest family of Eudicot
Angiosperms with 24.000 species distributed in 1.600 genera. It is estimated that the diversity of the
family in the Neotropics is approximately 580 genera and 8.040 species, while in Brazil 270 genera
and 1960 species are referred, which places it as an important center of diversity of the family.
Seeking to solve taxonomy and evolution questions, will be used new approaches associated with
integrated interpretation of all the results. This project is part of studies on Brazilian Asteraceae
diversity and aims to reconstruct the phylogeny of the genera Pterocaulon and Wunderlichia, and
develop studies of character evolution, taxonomy and cytogenetic. Scientific papers and
presentations at scientific meetings will be produced for dissemination of the results of this study. It
also will expand the partnership with national and international institutions. This study will broaden
the knowledge about the diversity of the family, evaluative history and conservation of the taxa.

The results of this study will be added in the new projects, expanding the knowledge of the family.



1. INTRODUCAO

1.1. Sistematica Filogenética

A grande variabilidade morfologica que as plantas apresentam permite a caracterizagao € o
reconhecimento das espécies, constituindo assim, a base da taxonomia. O numero de caracteres
utilizados para o reconhecimento das espécies aumentou muito ao longo da historia da classificagdo
dos organismos e, nas ultimas décadas este acréscimo foi ainda maior devido aos avangos oriundos
de estudos moleculares (Judd ef al. 2002), o que t€ém alterado em muito o posicionamento dos
taxons nos diversos niveis taxondmico, em especial ordens e familias (APGII 2003). Por esta razdo,
a realizagdo de trabalhos de sistematica depende cada vez mais desta importante ferramenta, que em
combinacdo com a metodologia taxonOmica tradicional possibilita a producao de classificagdes
mais solidas.

Além da importancia para a sistematica, as filogenias constituem uma ferramenta importante
para estudos biogeograficos e evolutivos. Pois, possibilita tracar a evolucdo de caracteres
selecionados, bem como determinar o estado ancestral de caracteres de interesse (Carpenter 2005;
Harrison et al. 2005). Além disso, as filogenias possibilitam determinar centros de dispersao e
estudar os processos historicos envolvidos na distribuicao atual de espécies (Brooks & Mclennan
2001; Graham et al. 2004; Sanderson et al. 2004; Winkworth & Donoghue 2005).

A combinacao de mapas de distribuicdo de espécies com filogenias também tém sido de
grande valia para a conservacdo, por favorecer melhor interpretagdo para a selecdo de areas
prioritarias para a conservagdo (Sinclair et al. 2005; Rodrigues et al. 2005), assim como estimar o
potencial de espécies para a restauracdo de areas degradadas (Lesslie 2001) e, a detec¢do de
espécies invasoras potenciais com base em um contexto historico (Peterson 2003).

Outra ferramenta que vem sendo utilizada e tem contribuido em muito para a sistematica
vegetal € o uso de técnicas de citogenética molecular, como a de hibridagao de DNA in situ (FISH)
que tem facilitado a caracterizagdo cariotipica de diversos grupos taxondmicos, permitindo localizar
sequéncias especificas de DNA e RNA ao longo dos cromossomos e no nucleo interfasico (Heslop—
Harrison ef al. 1991). Essa técnica possibilita a distingdo entre espécies, bem como a caracterizagao
de citdtipos e de possiveis hibridos e de seus parentais (Guerra 1988; Schwarzacher et al. 1980;
Snowdon et al. 2002). As principais sequéncias de DNA repetitivo utilizadas na citogenética
vegetal sdo as que codificam os genes de DNA ribossomicos 45S (18S-5,85-26S) e 5S, de
telomeros e microssatélites, além de alguns grupos de DNA satélites (Sumner 1972; Heslop-
Harrison et al. 1991). O DNA satélite ¢ um tipo de DNA altamente repetitivo cujas unidades sdo

repetidas em tandem e que pode ser espécie ou género - especifico (Hemleben et al. 2007).



Diante do exposto, conclui-se que a sistematica representa a base para os estudos
citogenéticos, biogeograficos, evolutivos e da biologia da conservacdo. Contudo, todos esses
estudos dependem de filogenias robustas e informagdes precisas sobre a morfologia, distribui¢do e

biologia das espécies (Soltis et al. 1999; Brooks & Mclennan 2001; Graham 2004).

1.2. Asteraceae

Mesmo sendo considerada a maior familia dentre as angiospermas, Asteraceae ¢
reconhecida e diagnosticada como grupo monofilético por sinapomorfias morfoldgicas, quimicas e
moleculares (Cronquist 1988; Jansen & Palmer 1987; Kim ef al. 1992; Bremer 1994; Lundberg &
Bremer 2002; Panero & Funk 2002; Funk et al. 2009).

Asteraceae possui cerca de 24.000 espécies distribuidas em 1.600 géneros (Funk et al.
2009), sendo o grupo mais diverso dentre as Eudicotiledoneas (Stevens 2001) e representando cerca
de 1/10 de todas as Angiospermas. A familia possui distribui¢ao geografica cosmopolita, ocorrendo
em todos continentes, com exce¢ao do Antartico (Bremer 1994, Funk et al. 2005).

DeVore & Stuessy (1995) referiram que esta alta diversidade presente na familia esta
relacionada a ocorréncia de metabolitos secundarios muito ativos, associados a presenca de
mecanismos muito eficientes de polinizagdo e dispersao.

A diversidade da familia nos Neotropicos ¢ estimada em cerca de 580 géneros e 8.040
espécies (Pruski & Sancho 2004), enquanto que na América do Sul seus membros estdo
representados por cerca de 30% da diversidade genérica e 50% da diversidade especifica (Bremer
1994). Em regides aridas como a patagonia os representantes da familia correspondem a 20% da
flora (Cabrera 1978). Para Brasil, cuja flora tem Asteraceae como a terceira maior familia de
plantas com flores, foram listadas 1.966 espécies distribuidas em 288 géneros (Nakajima et al.
2010), colocando o Brasil como um centro de diversidade da familia.

A familia ¢ muito diversificada e apresenta morfologia e taxonomia bastante complexa, o
que a primeira vista dificulta e € um obstaculo para o estudo do grupo, no entanto, essa diversidade

morfologica muitas vezes auxilia na identificagdo de alguns taxons, especialmente de tribos.

1.3. Sistematica de Asteraceae

Cassini (1819) ¢ reconhecido por diversos autores (King & Dawson 1975, King et al.

1995a,b; Bremer 1994) como o primeiro autor a propor um sistema de classificacdo para a familia.
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Durante o periodo de 1812-1821, Henry Cassini publicou dezenas de artigos descrevendo diversos
géneros, revisando outros e estabelecendo tribos. No seu sistema de classificacdo, a familia foi
organizada em 20 tribos, muitas das quais reconhecidas até hoje. Outros sistemas que merecem
destaque sao os de Lessing (1832); De Candole (1836); Bentham (1873); Hoffmann (1890);
Cronquist (1977); Jeffrey (1978) e Bremer (1994).

Com os avangos da biologia molecular, na década de oitenta comecaram os estudos
moleculares na familia, sendo um dos primeiros o de Jansen & Palmer (1987), no qual verificaram a
semelhanca entre a organizacao da estrutura do DNA do cloroplasto dos membros da subtribo
Barnadesiinae (tribo Mutisieae s./.), com outros representantes das Angiospermas. Observaram
também que todos outros membros de Asteraceae apresentam reversao nessa regido do DNA. Desta
forma, propuseram a subtribo Barnadesiinae como o grupo irmdo de todas as Asteraceae. Esta
hipdtese também teve sustentacdo na analise cladistica baseada em dados morfolégicos, realizada
por Bremer (1987). Posteriormente, Bremer & Jansen (1992) elevaram as Barnadesiinae a
subfamilia.

Em estudos subseqiientes (Bremer 1994; Jeffrey 1995), as subfamilias Barnadesioideae e
Asteroideae foram consideradas monofiléticas, enquanto que Cichorioideae aparece como
parafilética. Posteriormente, Bremer (1996) reconheceu quatro subfamilias em Asteraceae:
Barnadesioideae, Carduoideae, Cichorioideae ¢ Asteroideac.

Panero & Funk (2002) realizaram um estudo filogenético com base em seqiiéncias de DNA
do cloroplasto a fim de esclarecer as relagdes filogenéticas na subfamilia Cichorioideae, ainda
considerada parafilética. Os resultados obtidos forneceram suporte para propor uma nova
classificag@o para a familia, que passou a abrigar 11 subfamilias e 35 tribos. Sendo que as mudancas
mais expressivas ocorreram na tribo Mutisieae sensu Bremer (1994), em que, varios de seus taxons
foram elevados a subfamilia.

Posteriormente, também com base em dados moleculares foram estabelecidas mais duas
subfamilias: Stifftioideae e Wunderlichioideae, além de trés tribos: Hyalideae, Onoserideae e
Wunderlichieae (Panero & Funk 2007).

Com os estudos moleculares, as mudangas ocorreram em varios niveis taxondomicos dentro
da familia. Dentre os numerosos taxons tradicionalmente aceitos como naturais e que tiveram sua
circunscri¢do alterada com as filogenias moleculares, esta Inuleae, posicionada em Asteroideae por
diversos autores (Calrquist 1976; Wagenitz 1976; Jeffrey 1978). A classificagdo mais aceita para
essa tribo foi estabelecida por Merxmiiller et al. (1977), que reconheceram trés subtribos: Inuliinae,
Gnaphaliinae e Antrhixiinae, apesar dos proprios autores reconhecerem as dificuldades na
delimitagdo dos géneros. Anderberg (1989) realizou um estudo filogenético com base em caracteres

morfoldgicos, nessa filogenia, os representantes de Inuleae emergiram em trés clados distintos.
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Assim sendo, o autor apresentou uma nova circunscri¢do para a tribo, restabeleceu Gnaphalieae
Rydb. e propds a tribo Plucheae (Benth.) A. Anderb. No entanto, essa classificagio ndo foi
sustentada nas andlises filogenéticas com dados moleculares, uma vez que os representantes de
Inuleae e Plucheae emergiram juntos, constituindo um grupo monofilético (Kim & Jansen 1995;
Bayern & Star 1998; Eldenis et al. 1999). Entretanto, nessas filogenias a quantidade de tdxons
amostrados foi muito pequena. Posteriormente, foi realizada outra andlise molecular, utilizando se
uma amostragem maior de taxons e, novamente os representantes de Inuleae e Plucheae emergiram
em um mesmo clado, corroborando assim com o monofiletismo do grupo (Anderberg et al. 2005).
Diante dessas evidéncias, Anderberg & Eldenids (2007) propuseram a inclusdo de Plucheae como
uma subtribo de Inuleae.

Atualmente, Asteraceae esta dividida em 12 subfamilias e 43 tribos, sendo que alguns dos
clados basais, sustentados por dados moleculares, ainda sdo pouco caracterizados
morfologicamente, como as tribos Stiffticae, Hyalideae, Gochnaticae e a subfamilia
Wunderlichioideae (APGIII 2009; Panero & Funk 2008; Funk et al. 2009). Assim sendo, para o
entendimento da evolugdo da familia sdo necessarios mais estudos para investigar novos caracteres

morfologicos e moleculares que permitam preencher as lacunas ainda existentes.

1.4. Caracterizacio geral dos géneros Pterocaulon e Wunderlichia

O género Pterocaulon estd representado por ervas ou subarbustos, normalmente cobertos
por indumento lanososo, tomentoso ou glanduloso-pubescente; ramos eretos, cilindricos,
freqlientemente alados; xilopodio geralmente presente. As folhas sdo sésseis, alternas, em geral
inteiras, lamina linear, estreito-ovada, eliptica a obovada, carticea, face abaxial lanosa, base
decurrente nos ramos, formando alas, margem denteada. Inflorescéncias constituidas por capitulos
sésseis, heterogamos, disciformes, dispostos em espigas de glomérulos, glomérulos de segunda
ordem ou paniculas de espigas; involucro normalmente campanulado, multisseriado, bracteas
involucrais imbricadas, subcoriaceas ou escariosas, externas lanosas, internas geralmente glabras e
caducas; receptaculo plano a ligeiramente concavo, hirsuto ou glabro, epaleaceo. Flores periféricas
numerosas, pistiladas, corola filiforme, 2-3-denteadas; flores centrais poucas, geralmente 1,
monoclinas ou estaminadas, corola tubulosa, 5-laciniada; anteras com apéndice estreito-ovado, base
sagitada; ramos do estilete agudo e pilosos. Cipselas elipsoides, fusiformes ou obconicas, as vezes
levemente comprimidas, costadas, pubescentes; papus cerdoso, unisseriado a multisseriado, cerdas
livres, delgadas e escabras.

Pterocaulon possui cerca de 20 espécies de distribui¢do disjunta, com um centro de

diversidade nas Américas e outro na Australasia. As espécies americanas ocorrem deste o sul dos
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Estados Unidos até a regido central da Argentina. As espécies de Pterocaulon sao mais frequentes
em ambientes campestres, sendo encontradas também em trilhas e bordas de mata. Para o Brasil sdao
referidas 11 espécies (Nakajima ef al. 2010), colocando o pais como um centro de diversidade do
género. Das espécies que ocorrem no Brasil, Pterocaulon lanatum Kuntze e Pterocaulon virgatum
(L.) DC. apresentam ampla distribuicao e sdo consideradas plantas ruderais (Lorenzi 2008).

Na ultima revisdo taxonomica do género, Cabrera & Ragonese (1978) propuseram quatro
secdes em Pterocaulon: Lanatocaulon com uma espécie restrita a provincia do Chaco; Monenteles
com seis espécies ocorrentes na Austrdlia e leste Asidtico; Pterocaulon com distribuicao
panamericana, constituida por 10 espécies e Pterocaulopsis com uma espécie restrita ao cone sul.

Pterocaulon esta subordinado a tribo Inuleae e subtribo Plucheinae, sendo filogeneticamente
relacionado aos géneros Pluchea Cass., Tessaria Ruiz & Pav., Stenachenium Benth. e Sphaeranthus
L. (Anderberg 1989; Anderberg 1991a,b; Anderberg et al. 2007, Anderberg et al. 2009, veja figura
1). O Pterocaulon também ¢ morfologicamente semelhante aos géneros africanos Jeffreya Wild. e

Neojeffreya Cabrera, os quais foram segregados de Pterocaulon.

O género Wunderlichia compreende pequenas arvores ou arbustos. Por serem plantas
adaptadas ao ambiente xerofitico apresentam indumento geralmente tomentoso. As folhas sdo
alternas e deciduas. As inflorescéncias sdo curtas, condensadas ou laxas, constituidas de capitulos
solitarios ou numerosos. Os capitulos sdo homogamos, discoides e multifloros com involucro
campanulado, infundibuliforme ou globoso, composto de 5-10 séries de bracteas involucrais;
receptaculo ¢ plano-convexo e paledceo, as paleas sdo inteiras ou bifurcadas. Flores com corola
tubulosa, glabra, tubo estreito, curto ou longo e o limbo campanulado-oblongo, 5-laciniado, com
lacinios espiralados; anteras com base sagitada e apéndice caudal livre; estilete cilindrico, exserto
com base clavada ou turbinado-bulbosa e apice retuso. Cipselas oblongas, glabras ou tomentosas,
10-nervadas, presenca de um disco colunar no apice; papus disposto em 3-4 séries, cerdas paledceas
e unidas em anel na base.

Wunderlichia ¢ um género endémico do Brasil, possui seis espécies de distribui¢do
exclusiva nos ambientes xerofiticos, como os terrenos rochosos da Cadeia do Espinhago, campos
rupestres e cerrados arenoso-pedregosos dos estados da Bahia, Goids, Minas Gerais, Espirito Santo,
Rio de Janeiro e Sao Paulo (Barroso & Maguire 1973; Roque & Pirani 1997; Hind & Semir 1998).

Wunderlichia assemelha-se morfologicamente ao género Stenopadus S.F. Blake, sendo que
as principais diferencas estdo relacionadas a densidade de indumento no receptaculo e ao didmetro
da corola: em Wunderlichia o receptaculo ¢ denso-paledceo e a corola ¢ estreita, enquanto que em

Stenopadus o receptaculo € esparso-paleaceo e a corola ¢ mais larga (Barroso & Maguire 1973).



Tradicionalmente, o género Wunderlichia ¢ inserido na tribo Mutisieae s.L, por diversos
autores, dentre os quais Jeffrey (1967); Cabrera (1977) e Bremer (1994). Entretanto, nas filogenias
recentes com base em dados moleculares (Fig. 2), o género ¢ tratado como pertencente a tribo
Wunderlichieae e tem como géneros irmaos Stenopadus e Stomatochaeta Maguire & Wurdack,

(Ortiz et al. 2009).

2. JUSTIFICATIVA

A sistematica ¢ o cerne da biodiversidade e as principais temdticas como a diversidade, a
classificagdo, a biogeografia e a filogenia, constituem a base para estudos de outras areas da
biologia. O conhecimento da biodiversidade, da distribuicdo e da historia evolutiva dos taxons,
contribui de uma maneira ou de outra, para todo o conhecimento biologico (Cracraft 2002).

Em um mundo onde a perda da biodiversidade ocorre em ritmo acelerado, a sistematica
deve ser vista como uma ciéncia fundamental e importante que contribui para a pratica da
conservacao (Cracraft 2002). Com o a reducao dos habitats naturais, a sistematica ¢ evidenciada
como uma importante ferramenta para a conservagao, sendo este um dos muitos argumentos em
favor desta area do conhecimento da botanica (Prance 1994).

Atualmente técnicas utilizando dados moleculares associados aos dados morfologicos sao
excelentes ferramentas para os estudos de evolugdo e reconstrucao filogenética. Desta forma, os
dados de seqiiéncias de DNA reinem um grande niimero de caracteres, proporcionando uma alta
resolugdo nas reconstrugdes filogenéticas, fornecendo, indiretamente, uma melhor interpretacdo da
homologia entre os caracteres (Baldwin et al. 1995).

Devido ao grande niimero de espécies, a sua distribuigdo ampla e a alta representatividade
na América do Sul, estudos em Asteraceae, especialmente os sistematicos de cunho taxonomico e
filogenéticos, se fazem necessarios.

No Brasil, Asteraceac ¢ muito diversificada e apresenta grande numero de espécies
endémicas e raras. Das cerca de 1.960 espécies listadas, 1.200 sao endémicas e mais de 100 sdo
raras (Nakajima et al. 2009). Dentre os tdxons endémicos, somente na Mata Atlantica existem sete
géneros e cerca de 250 espécies catalogadas; também sdo numerosas as espécies e alguns géneros
que sdo restritos dos cerrados e campos rupestres, como por exemplo, Wunderlichia (Barroso &
Maguire 1973). Apesar da grande diversidade e endemismo de Asteraceae na flora brasileira, ainda
sdo poucas as informacdes sobre a real diversidade e provavelmente esses numeros podem ser
ampliados, com estudos mais precisos sobre a taxonomia dos diferentes tdxons, permitindo melhor

conhecimento dessa familia tdo importante.



Em relagdo ao género Wunderlichia, mesmo sendo endémico do Brasil, ainda ¢ pouco
conhecido e o Unico tratamento geral com este taxon refere-se a revisdo de Barroso & Maguire
(1973). Além disso, nas cole¢des dos herbarios, Wunderlichia esta representado por pouquissimos
espécimes, possivelmente porque além de ser rara, a maioria dos representantes deste género sao
plantas robustas, lenhosas e nem sempre faceis de coletar.

Mesmos conhecendo se pouco sobre a biologia e taxonomia de Wunderlichia, duas das seis
espécies, sdo citadas como criticamente em perigo. Assim, apos a conclusdo do estudo sistematico
de Wunderlichia serd possivel determinar o estado de conservagdo das espécies a partir do
mapeamento das populagdes no campo. Desta forma, medidas de protecdo/conservagdo poderao ser
propostas com base nesses dados, além de favorecer o reconhecimento e correta identificacdo das
espécies.

A partir de uma analise detalhada das espécies de Wunderlichia, caracteristicas morfologicas
serdo levantadas e utilizadas em delimitagdes mais precisas. Dessa forma, questdes referentes a
filogenia dos géneros Wunderlichia, Stenopadus e Stomatochaeta s6 poderdo ser melhores
interpretadas com o aprofundamento de estudos que utilizem novas ferramentas, especialmente as
relacionadas a biologia molecular.

A grande variabilidade morfoldgica das espécies de Pterocaulon, a auséncia de informagdes
precisa sobre a morfologia, distribui¢do geografica e taxonomia das espécies, em especialmente das
espécies de ampla distribuicao, fazem deste género um interessante objeto de estudo.

Apesar de o Brasil ser um centro de diversidade do género, ¢ comum observar nos herbarios
o deposito de pouquissimos vouchers de Pterocaulon, sendo mais frequente encontrar nas colegdes
varios espécimes de apenas uma ou duas espécies. Esse déficit, provavelmente reflete a auséncia de
coletas ¢ a negligéncia dos coletores em relacdo as espécies herbaceas, uma vez que, a metodologia
de amostragem utilizada em muitos trabalhos de levantamento floristico, em especial os realizados
em formagdes de cerrado, geralmente ndo amostram as espécies herbaceas.

Outro ponto relevante em relacdo ao estudo de Pferocaulon ¢ a pouca informagdo sobre a
taxonomia do género, sendo extremamente dificil o reconhecimento dos taxons, uma vez que os
caracteres morfologicos utilizados para o reconhecimento das espécies sdo imprecisos €, 0 Unico
tratamento taxonOmico completo para o género tem mais de trinta anos (Cabrera & Ragonese
1978).

O presente projeto estd embasado em um trabalho de campo extenso e em uma metodologia
padronizada, bem como parcerias com pesquisadores experientes das diversas areas da Biologia
Vegetal, envolvendo trés Instituicdes bem conceituadas: a Universidade Estadual de Campinas, o
Instituto de Botanica e o Swedish Museum of Natural History, o que contribuird para um trabalho

mais preciso e abrangente, permitindo melhor conhecimento, tanto morfolodgico quanto filogenético
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dos géneros em analise.

Assim sendo, o estudo das Asteraceae se faz de grande importancia, principalmente pelo fato
de ser a terceira maior familia de plantas com flores do Brasil, sendo essa diversidade também
encontrada no estado de Sao Paulo, segundo a recente listagem em preparacao da familia para a
flora de Sao Paulo. Desta maneira, este estudo permitird a atualizagdo e o acimulo de novas
informagdes taxonOmicas, morfo-anatomicas, citogenéticas e filogenéticas sobre os géneros
Pterocaulon e Wuderlichia, contribuindo para o conhecimento da biodiversidade na familia

Asteraceae.

3. OBJETIVOS
Diante do exposto, este projeto tem como principal objetivo conhecer a historia evolutiva e

caracterizar os géneros Pterocaulon ¢ Wunderlichia. Para tal fim, sera feito uso de ferramentas da
Biologia molecular e da citogenética:

e Filogenia

Reconstruir a filogenia dos géneros Pterocaulon e Wunderlichia, com base em caracteres

moleculares e morfoldgicos;

Testar a hipotese de monofiletismo de Pterocaulon e Wunderlichia,

Reconstruir os padrdes de evolugao morfoldgica em Pterocaulon € Wunderlichia;

e Citogenética

Determinar o nimero cromossomico de Wunderlichia e caracterizar a diversidade cariotipica

das espécies, por meio de técnicas de coloragdo convencional e de bandamento e hibridizagao in

Situ.

4. DESAFIOS CIENTICOS E MEIOS E METODOS PARA SUPERA-LOS

Para superar os desafios expostos, sera utilizada uma metodologia padronizada e embasada
em trabalhos botanicos que ja vém sendo desenvolvidos em diversas familias de plantas com flores.

Desta maneira, para o sucesso e conclusdo do presente projeto, serdo realizados:

4.1. Levantamento bibliografico
Para o levantamento bibliografico, serdo realizadas consultas em obras especificas para

obtencao de referéncias bibliograficas sobre os tdxons em estudo.
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4.2. Viagens de coleta e processamento do material botanico

As coletas sdo essenciais para o estudo das caracteristicas morfoldgicas dos taxons, além de
enriquecer as colecdes dos herbarios, sendo indispensdveis para obtencdo de material para as
analises molecular e citogenética. Sendo assim, serdao realizadas expedi¢des de coleta em todas as
areas de ocorréncia das espécies, priorizando-se as localidades onde foram coletados os espécimes-
tipo. Desta forma, as expedi¢des serdo realizadas nos estados da Acre, Amapa, Amazonas, Bahia,
Distrito Federal, Espirito Santo, Goias, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Maranhdo, Minas
Gerais, Para, Parana, Rio Grande do Sul, Rio de Janeiro, Ronddnia, Roraima, Santa Catarina, Sdo
Paulo e Tocantins.

Durante as expedi¢des de coleta serdo feitas observacdes precisas das espécies no campo e
anotagoes detalhadas de informacdes relativas as fenofases, habito, altura do individuo, coloragao
das flores e observagdes ecologicas, além de documentacao fotografica.

Além de coletas de fragmentos de folhas armazenados em silica para extragao do DNA total,
serdo coletados espécimes para voucher, folhas e estruturas florais fixadas em meio liquido para
posterior estudo em laboratério. Os procedimentos utilizados para coletas e herborizagdo serdo os
usuais para os estudos em taxonomia de Angiospermas.

Os espécimes coletados serdo herborizados e as exsicatas depositadas no herbario do
Instituto de Biologia da Universidade Estadual de Campinas (UEC) e as duplicatas serdo

distribuidas a outras institui¢des.

4.3. Consulta as cole¢oes dos herbarios

Serdo consultados os acervos de alguns herbérios brasileiros e estrangeiros, acronimos
segundo Thiers (2010), por meio de visitas ou solicitagdes de empréstimos das cole¢des. Desta
forma, serdo consultados os herbarios da Bahia (ALCB, HUEFS), Distrito Federal (CEN, HEPH,
IBGE, UB), Espirito Santo (CVRD, MBML), Goids (HJ, HUEG, UEG, UFG), Minas Gerais
(BHCB, BHZB, CESJ, ESAL, HUEMG, GFJP, VIC OUPR), Rio de Janeiro (GUA, HB, R, RB,
UFRJ) e Sao Paulo (ESA, HRCB, IAC, SP, SPF, UEC), além de consultas as cole¢des de alguns
herbarios da América do Sul (LP, SI, CORD, BAF, VEN, COL, LPB, BOL), australianos (PERTH,
NSW, MEL, BRI, DNA, AD, CNS, CANB), europeus (B, BM, K, M, P, PR, G, GDC, S) e norte-
americanos (US, NY e MO).

4.4. Estudo cromossdomico
As andlises cromossdmicas serdo feitas preferencialmente em mitose, para elaboracdo de

caridtipos, utilizando técnicas de coloragdo convencional.
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Serdao analisadas todas as seis espécies de Wunderlichia, procurando estudar os espécimes
provenientes de diversas populacdes.

As cipselas (frutos) serdo coletadas, acondicionadas em sacos de papel e transportadas para
o laboratorio, onde serdo colocadas para germinar em condi¢gdes controladas de temperatura e
luminosidade. As radiculas emergidas serdo pré-tratadas em agente anti-mitotico, como o 8-
hidroxiquinoleina, colchicina ou paradiclorobenzeno, para obtencdo de metafases mitoticas em
condi¢des ideais para a elaboracgdo de cariotipos.

As raizes serdo fixadas em Carnoy (etanol absoluto: acido acético glacial, 3:1), em
temperatura ambiente por 24 horas, posteriormente estocadas em freezer. As preparagdes
cromossOmicas serdo obtidas mediante o esmagamento de meristemas radiculares hidrolisados com
acido cloridrico ou solucdo enzimatica (celulase 2% + pectinase 20%) e a coloracdo convencional
sera feita com Giemsa 2%, conforme o protocolo de Guerra (1983).

O caridtipo médio de cada espécie serd baseado na medigdo de cromossomos de, pelo
menos, dez células de cada espécie/populagdo. Serd utilizada como padrao a média da medida de
cada par, incluindo o tamanho do cromossomo, posi¢ao centromérica e de constri¢des secunddrias.
A nomenclatura adotada para a morfologia cromossdmica serd a de Guerra (1986).

Para a caracterizagao do caridtipo serdo utilizadas medidas como o CTC (comprimento total
da cromatina), calculado através da soma do tamanho individual de todos os cromossomos; o IC
(indice centromérico) de cada par cromossdmico, calculado dividindo-se o tamanho do brago curto
pelo tamanho individual do cromossomo e multiplicado por 100; e o TF (indice de assimetria),
calculado através da soma de todos os indices centroméricos e dividindo-se pelo nimero total de
cromossomos (Huziwara 1962).

Para a complementacdo cariotipica, algumas espécies serdo submetidas as técnicas de
bandamento C ligeiramente modificada (Schwarzacher et al. 1980) e com os fluorocromos
CMA/DAPI, seguindo os procedimentos de Schweizer (1980, 1981). As informagdes
cromossOmicas obtidas mediante as técnicas de bandamento serdo incorporadas aos caridtipos
previamente obtidos mediante a coloragdo convencional.

Para a técnica de Hibridagao in situ (HIS), sera utilizado o protocolo de Leitch et al. (1994),
em que as ldminas serdo tratadas com Rnase 1% (1 Rnase: 99 2xSSC) pH 7,0, a 37°C por 1 hora. As
laminas serdo lavadas em 2xSSC por 10 minutos sob agitacdo, mergulhadas em paraformaldeido
4% por mais 10 minutos, e depois lavadas novamente com 2xSSC. As laminas serdo imersas em
alcool 70% por 5 min e em 4lcool 100% por mais 5 min. Apds as laminas estarem secas, a
preparagdo sera coberta pela mistura de hibridizagdo. A mistura de hibridizagao ¢ composta por
formamida 100%, dextran sulfato 50%, 20xSSC, sonda (100-200ng pl'), DNA de bloqueio, SDS

10% e 4gua. Depois de acrescentada a mistura de hibridizacdo nas laminas, estas serdo colocadas
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em um termociclador, sendo submetidas a trés ciclos de 10min cada, as temperaturas de 90°C, 50°C
e 38°C de 90°C. As laminas serdo entdo mantidas na estufa a 37°C, em camara umida e no escuro,
por toda a noite.

Serdo feitos os banhos pos-hibridagcdo, primeiramente com 2xSSC a 42°C por 5 min,
formamida 20% (20ml de formamida para 80ml de 0,1xSSC) a 42°C por 10 min, 0,1xSSC a 42°C
por 5 min e outro novamente em 2xSSC a 42°C por 5 min, 4xSSC/Tween 20 0,2% a 42°C e outro
com 4xSSC/Tween 20 0,2% a temperatura ambiente. Todos os banhos serdo feitos sob agitacao.

As laminas serdo tratadas com 100ul de BSA 5% por 5 min. Serdo adicionados 50ul da
solu¢do de deteccdo, contendo 1:100 de avidina-FITC, e se contracorard os cromossomos com
iodeto de propidio. A analise destas laminas sera feita em microscopio de fluorescéncia OLYMPUS
BXS51, e as células fotografadas com sistema de captura de imagens Image-ProPlus versdo 6.0. Na

medida do possivel, serdo elaborados caridtipos, com o auxilio do Software MicroMeasure.

4.5. Estudo molecular

Extracdo: Para a extracdo do DNA total, fragmentos de folhas serdo coletados e
desidratados em silica gel, de acordo com o protocolo de Chase & Hills (1991). Caso nao seja
possivel obter material em silica para todas as espécies, 0 DNA serd extraido de amostras de
herbario, especialmente para as espécies que ndo ocorrem no Brasil. Além disso, também sera
consultado o Genbank para aquisi¢ao das seqiiéncias das espécies que ja tenham suas seqiiéncias
depositadas. Para a extragdo do DNA total serd utilizado o DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen Co.,
Diisseldorf, Alemanha) tanto para folhas coletadas em silica gel, quanto para as amostras
provenientes de material herborizado.

Amplificagao: Serdo testados diferentes marcadores do DNA do cloroplasto e nuclear para
amplificacdo, como por exemplo, ndhF, trnH-psbA, trnL-F, ITS, 5S-NTS e ETS, os que se
mostrarem mais informativas, serdo utilizadas para a reconstruc¢do filogenética dos taxons em
analise

Sequenciamento: Os produtos de PCR serdo purificados com o Kit de purificagao
QIAquick (Qiagen. Diisseldorf, Alemanha). As seqiiéncias serdo entdo obtidas em seqilienciador
automatico. Todo o seqiienciamento para o estudo filogenético de Wunderlichia sera realizado no
laboratério de Biologia Molecular de Plantas e Genoma (CBMEG-Unicamp), ja para o género
Pterocaulon, a principio, essa etapa também sera realizada no laboratorio de Biologia Molecular de
Plantas ¢ Genoma (CBMEG-Unicamp) e posteriormente tera continuidade no laboratorio de

Sistematica Molecular do Museu Sueco de Historia Natural.
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Analise filogenética: As seqiiéncias serdo montadas e editadas no software Staden Package
Versdao 2003.0b1 (Staden 1996) e alinhadas no software Clustal X (Thompson et al. 1997). Os
softwares BioEdit 7.0.0 (Hall 1999) e MEGA4 (Tamura et al. 2007) serao utilizados para fazer
ajustes manuais. A reconstru¢do da filogenia utilizard os métodos: Maxima Parcimonia (MP),
Miéxima Verossimilhanca (ML) e inferéncia Bayesiana (IB). As analises de maxima parcimonia
(MP) serdo conduzidas no software PAUP* 4.0b10 (Swofford 2002) por meio de buscas heuristicas
em TBR; para as andlises de méaxima verossimilhanca (ML) utilizar-se-4 o software RAXML
(Stamatakis 2006) e para a inferéncia bayesiana (IB) o software MrBayes 3.0 (Ronquist &
Huelsenbeck 2003). Para testar a congruéncia dos dados provenientes dos diferentes /oci sera
empregado o “incongruence length difference test” (Farris et al. 1994), implementado no software
PAUP* 4.0b10. Para os métodos de MP e ML a sustentacdo dos clados sera inferida através de
bootstrap (Felsenstein 1985) com 1000 replicagdes, implementado no PAUP* 4.0b10. Para
inferéncia Bayesiana a sustentacao dos ramos sera estimada através de probabilidades posteriores.

Mapeamento de caracteres morfologicos: Caracteres morfologicos de importancia
taxondmica para os tdxons em andlise serdo selecionados e mapeados na filogenia a fim de analisa
os estados de caracteres ancestrais, com o objetivo de entender os padroes de evolugao morfologica
dos géneros em questdo, buscando possiveis relagdes entre caracteres e aspectos ecologicos e/ou
biogeograficos no grupo. Essa reconstru¢do serd conduzida com uso do software Mesquite 2.72

(Maddison & Maddison 2009), sob o critério de verossimilhanga.

5. SUBPROJETOS
5.1. Subprojeto I- Estudos Biossistematicos de Wunderlichia Riedel ex Benth. & Hook. f.
(Mutisieae 5., Asteraceae). Projeto de doutorado (Financiado pela FAPESP, proc. 08/58254-0)
Orientador: Dr. Jodo Semir
Co-orientador: Dra. Rosangela Simao Bianchini (Instituto de Boténica)
Pés-graduanda: Msc. Fatima Otavina de Souza Buturi
Colaboradores: Dra. Adriana Hissae Hayashi (Instituto de Botanica)
Dra. Eliana Regina Forni Martins (UNICAMP)
Dra. Maria Amélia Vitorino Cruz-Barros (Instituto de Botanica)
Dra. Vanessa Mancuso Oliveira (UNICAMP)
Dra. Vera Nisaka Solferini (UNICAMP)
Este projeto de doutorado ¢ interdisciplinar, envolve varios pesquisadores das diversas areas
da Biologia Vegetal, como a taxonomia, palinologia, anatomia, citogenética e biologia molecular,

além da parceria com duas Instituicdes muito importantes, a Universidade Estadual de Campinas e
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o Instituto de Botanica. Como esse ¢ um projeto que ja vem sendo desenvolvido, algumas etapas

foram iniciadas e outras concluidas. Este projeto engloba varios estudos como:

Estudo polinico
O estudo polinico foi realizado no Instituto de Botanica, no Nucleo de Palinologia sob
supervisdo da Dra. Maria Amélia Vitorino Cruz-Barros. A parte laboratorial foi concluida e o artigo

estd em fase de redagdo final

Estudo morfo-anatomico
O estudo morfo-anatdmico do limbo foliar esta sendo desenvolvido no Instituto de Botanica,
no Nucleo de Anatomia, em colaboragdo com a Dra Adriana Hissae Hayashi, que tem experiéncia

em trabalhos com anatomia de Asteraceae.

Estudo cromosséomico

O trabalho vem sendo desenvolvido no Laboratorio de Biossistematica do Departamento de
Biologia Vegetal do Instituto de Biologia da UNICAMP, em colaboracdo com as Dras. Eliana
Regina Forni Martins e Vanessa Mancuso Oliveira, ambas com vasta experiéncia em trabalhos com
Asteraceae. Até o momento foram realizadas as andlises cromossdmicas de duas espécies

Wunderlicha azulensis Maguire & G.M. Barroso e W. mirabilis Riedel ex Baker.

Estudo molecular

A obtengdao dos dados moleculares esta sendo realizado no laboratorio de Diversidade
Genética (IB-Unicamp) em colaboracdo com a Dra. Vera Nisaka Solferini, que ja contribuiu com
diversos trabalhos realizados pelo Departamento de Biologia Vegetal.

Para a analise molecular serdo amostradas todas as espécies de Wunderlichia e como grupo
externo serad utilizado representantes de Gochnatia Kunth, Stenopadus S.F. Blake, Stomatochaeta
Maguire & Wurdack, e Stifftia J.C. Mikan, géneros que tanto em estudos morfolégicos (Barroso &
Maguire 1973; Pruski 1991; Telleria 2008) quanto filogenéticos (Freire et al. 2002; Kim et al. 2002
Panero & Funk 2002, Funk et al. 2009) foram tratados como relacionados a Wunderlichia. Além
desses taxons, também sera utilizado um representante de Barnadesia Mutis ex L. f.
(Barnadesieoideae).

Foram realizados alguns testes com marcadores moleculares do DNA do cloroplato rpl32-
trnL, utilizando se os primers rpL32-R e trnL(UAG) (Shaw et al. 2007) e o nuclear ITS, com os
primers ITS5 e ITS4 (Baum et al. 1994; White ef al. 1990).
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Serdo testados outros marcadores platidiais e nucleares e, os que se mostrarem mais
informativas para esse género, serao utilizados na andlise filogenética. A principio, serdo testados os
marcadores do DNA do cloroplasto que foram utilizados em Asteraceae e se mostraram
informativos, como ndhF e trnL-F (Fernandez et al. 2001; Panero & Funk 2002; Hershkovitz et al.
2006; Panero & Funk 2007) e os nucleares 5S-NTS, ETS (Baldwin & Markos 1998; Clevinger &
Panero 2000; Karaman-Castro, & Urbatsch 2009).

Para andlise dos caracteres ancestrais, caracteristicas morfologicas de importancia
taxondmica para Wunderlichia e os géneros relacionados, como numero, formato e textura das
bracteas involucrais, tipo ¢ densidade do indumento no receptaculo, formato, espessura € nervagao
da corola, serdo selecionados e mapeados na filogenia a fim de reconstruir estados de caracteres
ancestrais para entender os padrdes de evolucdo morfologica nestes géneros. Essa reconstrucao,
como mencionado na metodologia serd conduzida com uso do software Mesquite 2.72, sob o

critério de verossimilhanca.

Tratamento taxonémico

O tratamento taxondmico estd bem adiantado e as descri¢des foram elaboradas seguindo o
modelo para publicagdo no periddico Systematic Botany Monographs. At¢ o momento foram
realizadas as descrigdes de cinco espécies e ilustracdo de quatro espécies. O tratamento s serd
concluido quanto todos os estudos propostos estiverem prontos, assim os resultados obtidos serdao
incluidos nas descri¢gdes e nos comentarios das espécies.

Os estados de conservagao dos taxons estudados foram determinados de acordo com a
metodologia da IUCN (2001). Durante o trabalho de coleta, as populacdes foram georreferenciadas
com GPS (Global Position System) sendo essa informagdo utilizada para a confeccdo dos mapas de
distribuicao. As alteracdes antropicas observadas nos habitats dos taxons estudados foram relatadas,
de forma que possam ser estabelecidas medidas de controle. As espécies que nao ocorrem dentro de

unidades de conservagado federais, estaduais ou municipais foram referenciadas.

5.2. Subprojeto II — Estudo Filogenético de Pterocaulon Elliott (Inulieae, Asteraceae)
Orientador: Dr. Jodo Semir (Unicamp)
Pés-graduando: Msc. Marcelo Monge

Colaborador: Dr. Arne A. Anderberg (Swedish Museum of Natural History, Stockholm)
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Os objetivos deste estudo sdo: inferir a filogenia do género Pterocaulon, com base em
caracteres moleculares e morfoldgicos; testar a hipdtese de monofiletismo de Pterocaulon e de suas
sec¢des; reconstruir os padroes de evolugdo morfologica em Pterocaulon;

A obtenc¢ao dos dados moleculares sera realizada no laboratorio de Sistematica Molecular do
Museu Sueco de Historia Natural sob orientagdo do Dr. Arne A. Anderberg, especialista na tribo
Inulicae com vasta experiéncia em taxonomia e sistemadtica filogenética. Esta nova parceria
possibilitard a ampliagdo dos estudos sobre esta tribo tdo pouco estudada no Brasil.

Para este estudo pretende se amostrar todas as secdes de Pterocaulon a fim de se reconstruir
a filogenia baseada em caracteres moleculares e morfoldgicos. A priori foram escolhidos como
grupo externo os géneros Neojeffreva e Jeffreya, Epaltes, Pluchea e Stenachenium, todos
representantes de Plucheiinae, além de Lucilia (Inulinae), Gamochaeta (Gnaphalieae) e Baccharis
(Astereae). Estes tdxons foram selecionados com base em estudos filogenéticos prévios (Anderberg
1989; Anderberg 1991 a,b; Anderberg 2009; Eldenéns et al. 1999; Anderberg et al. 2009).

Para a andlise filogenética, a principio sera testada a amplificagdo de diferentes regides do
DNA plastidial e nuclear, como por exemplo, ndhF, trnH-psbA, trnL-F e ITS. Apds uma série de
procedimentos serdo selecionadas as regides que apresentarem variagdes satisfatorias para o uso em
reconstrugdes filogenéticas. A metodologia de andlises de dados moleculares seguird basicamente
as enunciadas nos desafios cientifico, acima descritas, com possiveis alteracdes

Caracteres morfologicos de importancia taxondmica para o grupo, como o tipo de
inflorescéncias, o tipo de indumento e formato das bracteas, quantidade e tipo de flores no capitulo,
serdo selecionados e mapeados na filogenia a fim de reconstruir estados de caracteres ancestrais, com
objetivo de entender os padrdes de evolucao morfologica dos géneros em questio, buscando possiveis
relagdes entre caracteres e aspectos ecoldgicos e/ou biogeograficos no grupo. A medida que o estudo
for sendo desenvolvido, outros caracteres morfoldgicos poderao ser selecionados. A reconstrugao

sera conduzida com uso do software Mesquite 2.72, sob o critério de verossimilhanga.

6. PLANO DE TRABALHO E CRONOGRAMA DE EXECUCAO

Como mencionado, esse ¢ um projeto interdisciplinar que envolve trés instituigdes e varios
pesquisadores, por isso, para cada estudo proposto, serd utilizado um laboratério como referido na
metodologia. No entanto, boa parte do projeto serd desenvolvida no Laboratério de Taxonomia
Vegetal do Departamento de Biologia Vegetal da Universidade Estadual de Campinas (Unicamp)
que dispde de infra-estrutura adequada para a andlise morfologica e identificagdo dos materiais,

como bibliografias, lupas, microscopios, estufas e o acervo da cole¢do do herbario UEC. Toda a
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analise molecular para o género Wunderlichia conduzida no laboratério de Diversidade Genética

(IB-Unicamp), contando com todos os equipamentos necessdrios para se fazer a extragdo e

amplificacdo do material genético. O seqlienciamento serd terceirizado e realizado pelo laboratorio

de Biologia Molecular de Plantas ¢ Genoma, CBMEG (Unicamp. O estudo citogenético sera

realizado no laboratério de Biossistematica do Departamento de Biologia Vegetal (UNICAMP) que

possui toda a infra-estrutura adequada para o desenvolvimento das analises propostas. Para o género

Pterocaulon, a andlise molecular serd iniciada no laboratério de Diversidade Genética (IB-

Unicamp) e finalizada no laboratorio de Sistematica Molecular do Museu Sueco de Historia

Natural. O presente projeto tera duracao de dois anos, seguindo o cronograma de atividades abaixo:

6.1. Cronograma de atividades

Ano

2011

2012

2012

2013

Atividades / Semestre

Levantamento bibliografico

Visitas aos herbarios nacionais e da

América do Sul

Expedigdes de coleta

Extragdo, amplificagdo e seqlienciamento

Entrega do relatorio cientifico parcial e

prestacao de contas

20

Estagio no laboratério de Sistematica
Molecular do Museu Sueco de Historia

Natural e visita aos herbarios estrangeiros

Andlises filogenéticas

Participagao em eventos e Congressos

Redagao do manuscrito para publicagao

10

20

10

Entrega do relatorio cientifico final e

prestagdo de contas
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7. DISSEMINACAO E AVALIACAO

Como principal resultado deste estudo serdo produzidos artigos sobre a historia evolutiva e
biossistematica em Pterocaulon € Wunderlichia. Ao final deste projeto, serdo redigidos pelo menos
quatro artigos cientificos relacionados a citogenética, Taxonomia e filogenia. Os resultados obtidos
serdo divulgados em reunides cientificas e congressos por meio de resumos e apresentagdes orais.
Os artigos serdo submetidos para publicacdo em periddicos cientificos internacionais de ampla
circulacdo, possibilitando assim, ampliar o conhecimento acerca das relagcdes dentro das tribos

Wunderlichieae e Inuleae, contribuindo para a sistematica de Asteraceae.

8. RESULTADOS PRELIMINARES

No X Congreso Latinoamericano de Botanica de 4 a 10 de outubro de 2010, realizado em La
Serena no Chile foram apresentados dois trabalhos em forma de painel:

e “Morfologia polinica das espécies de Wunderlichia Riedel ex Benth. (Asteraceae)”, autoria
de Souza-Buturi, F.O. & Cruz-Barros, M.A.V.

o “Wunderlichia Riedel ex Benth (Asteraceae): Um género endémico do Brasil”, autoria de
Souza-Buturi, F.O., Semir, J. & Bianchini, R.S.

e O estudo polinico das espécies de Wunderlichia foi finalizado e o artigo cientifico estd em
fase de redagdo final. Este artigo foi elaborado segundo as normas para submissdo ao
periodico Botanical Journal of the Linnean Society.

O tratamento taxondmico para o género Wunderlichia encontra-se bem adiantado. As
descrigdes estdo praticamente prontas com quatro espécies ilustradas, sendo necessario o acréscimo
das informagdes obtidas nos outros estudos (cromossdmico, anatdmico e filogenético). Este artigo
estda sendo elaborado seguindo o modelo para publicagdo no peridodico Systematic Botany

Monographs.
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Figura 1: Arvore filogenética retirada de Anderberg (2009)

Fig. 39.3. Phylogenetic relation-
ships within Inuleae-Plucheinae.
For a biogeography tree of the
entire Compositae see Chapter 44.
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