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RESUMO

Nyctaginaceae Juss., € uma familia de distribuicdo pantropical, inserida na ordem Caryophyllales,
sendo caracterizada pelo antocarpo, estrutura derivada do fruto tipo aquénio e da regido basal do
calice. Esta familia esta divida em sete tribos, entre elas, a tribo Pisonieae Meisn., cujas espécies
sdo didicas, com flores funcionalmente unissexuadas, além do embrido ndo curvado (reto). A tribo
Pisonieae possui seis géneros, sendo Guapira, Neea e Pisonia 0s géneros com maior numero de
espécies. Todos os géneros tem distribuicdo restrita aos Neotropicos, com exce¢do de Pisonia, cuja
distribuicdo também se estende a areas tropicais do Velho Mundo. Esta tribo tem chamado a
atencdo dos boténicos pela grande semelhanca morfoldgica de suas espécies, dificultando a
sistematica tradicional em propor uma circunscricao estavel dos seus principais géneros. O primeiro
problema reside na delimitacdo dos géneros Guapira e Neea, cujas espécies possuem antocarpos
carnosos. Embora sejam tratados como distintos na sistematica tradicional, a semelhanca
morfoldgica entre esses géneros presume que Guapira e Neea ndo sejam grupos naturais. O
segundoproblema esta na circunscricdo de Pisonia, ainda ndo estando claro se as espécies com
antocarpos sem glandulas provenientes do Velho Mundo estejam relacionadas com as espécies com
antocarpos glandulosos do Velho Mundo e dos Neotrdpicos ou, se na realidade formam um grupo
distinto. A reconstrucdo filogenética da tribo poderia resolver esses dois problemas, e a Unica ja
realizada utilizou uma amostragem insuficiente de espécies para resolver a delimitacdo dos
principais géneros de Pisonieae. Desta forma, este projeto pretende reconstruir a filogenia da tribo
Pisonieae com uma maior amostragem de espécies de Guapira e Neea, além de utilizar espécies de
Pisonia provenientes tanto dos Neotropicos quanto do Velho Mundo, e reconstruir os estados
ancestrais dos caracteres morfoldgicos dessas espécies. A filogenia molecular sera reconstruida
atraves da analise de sequéncias de DNA nuclear (ITS) e do cloroplasto (rps16). Este projeto visa
obter uma delimitagdo mais robusta dos principais géneros de Pisonieae, baseada numa abordagem
filogenética, além de detectar as sinapomorfias morfoldgicas para estes grupos.



1-INTRODUCAO
Avancos do estudo sistematico da familia Nyctaginaceae

A familia Nyctaginaceae Juss. compreende cerca de 400 espécies de arvores, arbustos,
trepadeiras e ervas (perenes ou anuais) distribuidas em aproximadamente 30 géneros (BRITTICH &
KUHN, 1993), e ocorrendo em areas quentes do globo, mas com predominancia no Novo Mundo,
onde estdo os dois centros de diversidade da familia: a regido arida do oeste da América do Norte e
os Neotrépicos (Douglas & Spellenberg, 2010).

Embora possua uma grande diversidade de habitos, algumas caracteristicas s&o comuns a
muitas de suas espécies, como o perianto uniseriado derivado do célice (Bittrich & Kiihn, 1993),
sem apresentar, portanto, uma corola verdadeira (LEVIN, 2000), e o fruto do tipo aquénio,
circundado pela regido basal do célice, formando uma estrutura chamada antocarpo (BITTRICH &
KUHN, 1993), cujas diferentes estruturas como asas, costelas e glandulas de mucilagem, séo
adaptativas para a dispersao.

Nyctaginaceae é parte da linhagem das Caryophyllales-nucleo (Centrospermae), um grupo
h& muito reconhecido como natural (Heimerl, 1934), devido, principalmente a placentacdo do tipo
central a basal, além do dvulo campil6tropo e presenca de perisperma, e caracteristicas de natureza
embrioldgica, ultraestrutural e fitoquimica, como a presenca de pigmentos betalainicos, ao invés de
antocianinas, e plastideos “P”, com feixes proteicos periféricos circundando cristais proteicos
globulares (Cronquist, 1988; Bittrich & Kiihn, 1993).

Apesar das Caryophyllales ser um dos grupos mais estudados de angiospermas (Bittrich,
1993), e a inclusdo de Nyctaginaceae nesse grupo ser um consenso entre os botanicos (Bittrich &
Kihn, 1993), a delimitacdo de Caryophyllales e as relacGes de parentesco entre seus membros
(inclusive Nyctaginaceae) ndo estavam claras até os anos 90 (Bittrich, 1993). Cronquist (1988),
embora utilizando técnicas filéticas, reconheceu Nyctaginaceae como uma familia basal desse grupo
e relacionada a familia Phytolaccaceae, devido ao seu gineceu monocarpelar. Anos depois, Novos
trabalhos com filogenia molecular envolvendo Caryophyllales (Downie et al., 1997; Meimberg, et
al. 2000; Savolainen et al., 2000; Soltis et al. 2000) confirmaram uma relagdo préxima entre
Nyctaginaceae e Phytollacaceae, ndo como um clado basal, mas em um subclado das
Caryophyllales- ntcleo (clado da “inclusdo globular”), caracterizado pela presenca de cristal
proteico globular no plastideo-P (Cuénod et al., 2002; Brockington et al., 2009).

Os estudos sistematicos de Nyctaginaceae foram iniciados por Choisy (1849), que a dividiu
em trés tribos, considerando a presenca e a forma dos involucros florais. No entanto, ap6s uma
revisdo mais ampla com base em estudos do indumento do ovério, habito da planta, forma do
embrido, fusdo dos estames, sexualidade da flor, ocorréncia de antocarpo, estrutura do polen, entre
outras, Heimerl (1934) propds nova classificagdo com uma divisdo infrafamiliar em cinco tribos,
Boldoeae, Colignonieae, Leucastereae, Mirabileae e Pisonieae.

Mais recentemente, Bittrich & Kihn (1993) propuseram nova classificacdo interna para a
familia, também baseada em caracteres morfolégicos, com reconhecimento de seis tribos. As
principais diferencas entre essa classificagdo e a proposta por Heimerl (1934) estdo: (1) no
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reconhecimento da tribo Mirabileae como Nyctagineae; (2) na criagdo das tribos Abronieae e
Bougainvilleeae (entdo subtribos de Mirabileae); (3) na supresséo da tribo Colignonieae (inserida na
categoria de subtribo de Nyctagineae); e (4) na divisdo da subtribo Boerhaviinae (tribo
Nyctagineae) em duas subtribos: Boerhaviinae sensu strictu e Nyctagininae.

O primeiro estudo filogenético de Nyctaginaceae foi publicado por Levin (2000), utilizando
sequéncias de DNA nuclear (ITS) e de cloroplasto (accD 5’ e regido espacadora entre accD 5’ e
rbcL). Esse trabalho foi bastante restrito, se limitando a elucidar relacdes de parentesco de espécies
norte americanas dos géneros Acleisanthes, Mirabilis e Selinocarpus (subtribos Nyctaginineae e
Boerhaavineae). Posteriormente, Douglas & Manos (2007) realizaram um estudo mais amplo com
utilizacdo de trés sequéncias de DNA de cloroplasto (ndhF, rps16 e rpl16) e uma de DNA nuclear
(nrITS). Embora o objetivo principal desse trabalho tenha sido o estudo das relagdes de parentesco
entre taxons xerofiticos norte-americanos da tribo Nyctagineae, foram incluidas também espécies de
todas as tribos de Nyctaginaceae sensu Bittrich & Kuhn (1993), inclusive da tribo Pisonieae. As
relacBes de parentesco entre as tribos obtidas pelo resultado desse trabalho estdo apresentadas no
cladograma da figura 1. Os resultados desse estudo serviram de base para a proposta de
reestruturacdo tribal de Douglas & Spellenberg (2010), a primeira efetuada com bases filogenéticas
para Nyctaginaceae. Esses autores demonstraram que as categorias supragenéricas da familia
anteriormente propostas ndo se comportaram como grupos monofiléticos, como, por exemplo, a
tribo Nyctagineae e suas subtribos. Assim, rearranjos foram realizados, como a segregacao da tribo
Colignonieae e a inclusdo da tribo Abronieae da tribo Nyctagineae. Houve também a criacdo da
tribo Caribeeae para abrigar o género Caribea, cujo posicionamento dentro da familia permanece
incerto. Foi entdo proposta a subdivisdo da familia em sete tribos, correntemente aceitas: Boldoeae
Heimerl, Bougainvilleeae Choisy, Caribeeae Douglas & Spellenb., Colignonieae Standl.,
Leucastereae Benth. & Hook.f., Nyctagineae Horan. (sem categorias subtribais) e Pisonieae Meisn.,
sendo esta Ultima objeto de estudo da presente proposta.

A tribo Pisonieae Meisn.

A tribo Pisonieae é composta por plantas lenhosas com distribuicdo pantropical e centro de
diversidade nos Neotropicos (Douglas & Manos, 2007). As espécies desse grupo sdo didicas, com
flores funcionalmente unissexuadas (exceto Pisoniella (Heimerl) Standl.), onde as flores possuem
ambos o0s verticilos reprodutivos, mas em plantas masculinas e femininas, respectivamente, 0s
carpelos e os estames sdo atrofiados; apresentam também, caracteristicamente, embrido nao curvado
(reto) (Heimerl, 1934; Bittrich & Kiuhn, 1993; Furlan, 1996). A delimitacdo taxondmica da tribo
nédo tem sido problematica, exceto pelo posicionamento de Pisoniella, inicialmente inserido na tribo
Pisonieae (Heimerl, 1934), posteriormente, na tribo Nyctagineae (Bittrich e Kihn, 1993) e
recentemente reinserida em Pisonieae (Douglas & Spellenberg, 2010).

A tribo Pisonieae conta atualmente com sete géneros: Cephalatomandra Karst. & Triana,
Grajalesia Miranda, Guapira Aubl., Neea Ruiz & Pav., Neeopsis Lundell, Pisonia L. e Pisoniella
(Heimerl) Standl. (Douglas & Spellenberg, 2010). Os géneros Guapira, Neea e Pisonia
compreendem a maioria das espécies da tribo, que contam, respectivamente, com 70, 80 e 40
espécies (Douglas & Spellenberg, 2010). Os demais géneros sdo pequenos, compreendendo entre
uma (Grajalesia, Neeopsis e Pisoniella) a trés espécies (Cephalotomandra). Uma caracteristica
interessante de Pisonieae é a distribuicdo geografica dos géneros, quase todos restritos aos
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Neotropicos. No entanto, o género Pisonia compreende espécies tanto Neotropicais quanto do
Velho Mundo, principalmente, das ilhas do Oceano Pacifico e do indico, da Austrélia e do Sudeste
Asiatico, sendo que a espécie Pisonia aculeata L. apresenta distribuicdo pantropical (Furlan, 1996).

No entanto, a delimitacdo atual desses géneros e das espécies descritas sdo duvidosas devido
a grande semelhanca morfoldgica entre as espécies (Furlan, 1996), e também pela amostragem
desproporcional de plantas estaminadas e pistiladas presente nos acervos dos herbarios (Furlan,
1996; Douglas & Manos, 2007). Esses dois fatores implicam na dificuldade da identificacdo de
caracteres diagnosticos para 0s géneros na incerteza quanto a monofilia desses grupos, além de
acarretar na descricdo de bindmios invalidos, por terem sido propostos a partir de andlise de
material incompleto, de forma que o nimero de espécies descritas ndo é confiavel.

Um dos problemas na delimitacdo genérica dos membros de Pisonieae esteve em torno da
circunscricdo do género Pisonia, e 0 concomitante reconhecimento de Guapira como género.
Heimerl (1934) dividiu Pisonia em duas se¢Oes, Glanduliferae e Eupisonia, sinonimizando o0s
géneros Guapira e Torrubia, descritos respectivamente por Aublet em 1775 e Velloso em 1825,
nesta Ultima se¢do. A secdo Glanduliferae se diferencia por abrigar espécies pantropicais, com
antocarpos de consisténcia coriacea ou lenhosa, com glandulas em linhas longitudinais. J& a secdo
Eupisonia é caracterizada pelo antocarpo de consisténcia carnosa e distribuicdo predominantemente
Neotropical.

Heimerl (1913) reestabeleceu o género Calpidia, descrito por Thouars em 1805, e criou 0
género Rockia, segregando-os de Pisonia, com base na presenca de antocarpos sem glandulas em
algumas espécies provenientes do Velho Mundo, principalmente, das ilhas do Pacifico. Outros
autores, no entanto, propuseram o inverso: Britton (1904) ndo concordou com o posicionamento de
tdxons com antocarpos carnosos em Pisonia “sensu lato”, restaurando entdo, o género Torrubia
para acomoda-los; Standley (1911, 1916, 1931a, 1931b) descreveu e transferiu diversas espécies
para este género e, por fim, McVaugh (1968) recomendou a conservacdo de Guapira sobre
Torrubia. Desde entdo, Guapira tem sido o género mais aceito para abrigar espécies com
antocarpos carnosos, e novas combinacdes tem sido realizadas para esse género (Woodson & Kidd,
1961; Lundell, 1962; Lundell, 1968; Reitz, 1970; Steyermark, 1987).

Posteriormente, uma reviséo de Pisonia foi realizada por Stemmerik (1964), que considerou
apenas as especies do Velho Mundo, e a delimitacdo desse grupo novamente se modificou com a
criagdo de trés secdes para abrigar espécies com antocarpos sem glandulas (essas secOes
diferenciam-se entre si quanto a presenca de rostrum e numero de estames), enquanto as espéecies
com glandulas no antocarpo permaneceram na ja existente se¢do Glanduliferae. Consequentemente,
0 status genérico de Calpidia e Rockia foi questionado, e suas espécies foram transferidas para
Pisonia. Mas, ainda assim, essa revisdo nao oferece a delimitacdo mais estavel para Pisonia, e 0
posicionamento das espécies do Velho Mundo com antocarpo sem glandulas precisa ser averiguado.
Entretanto, uma clara distingdo entre Guapira e Pisonia, atraves da consisténcia do antocarpo, néo
significa que o conceito genérico de Guapira esteja bem estabelecido. A semelhanca morfoldgica
de Guapira com Neea, um género descrito por Ruiz & Pavon em 1794, cujas espécies também
possuem antocarpos carnosos, tem causado frequentes confusdes e dificultando os autores na tarefa
de delimita-los. Em um estudo com as Nyctaginaceae da regido Noroeste da América do Sul,
Standley (1931b) diferenciou os géneros Torrubia (Guapira) e Neea pela posi¢cdo dos estames em



relacdo ao perianto (inserto em Neea e exserto em Guapira), porém acreditou que essa delimitagdo
fosse artificial, sendo um artificio decorrente da baixa amostragem das espécies desta regido. Por
outro lado, Pool (2001) levantou a suspeita que Guapira e Neea na realidade ndo sdo grupos
naturais ao afirmar que uma revisdo destes géneros resultaria na sua fusao.

Em uma revisdo mais ampla de Pisonieae com foco sobre as espécies ocorrentes no Brasil,
Furlan (1996), mesmo analisando uma grande quantidade de material, optou por manter Neea e
Guapira como géneros distintos. Os caracteres diagnésticos utilizados foram “a posi¢do dos
estames em relacdo ao perianto, e também a forma do perianto da flor estaminada (campanulada em
Guapira e urceolada em Neea)”.

Visto que ndo ha um consenso na sistematica tradicional sobre a delimitacdo dos principais
géneros da tribo Pisonieae, uma solucdo seria a reconstrucdo filogenética deste grupo. A Unica
filogenia de Pisonieae realizada até o presente foi a de Douglas & Manos (2007) e seus resultados
mostraram que ndo houve uma separacao de Guapira e Neea em clados distintos, indicando que nao
sdo grupos monofiléticos (Fig. 1). No entanto, apenas cinco espécies representando os dois géneros
foram utilizadas. J& Pisonia se mostrou como grupo monofilético, apresentando-se como grupo
irmdo do clado Neea-Guapira (Fig. 1), mas sua amostragem também foi muito pequena (apenas
duas espécies neotropicais), € uma amostragem com mais espécies neotropicais, além da incluséo
de espécies do Velho Mundo e da pantropical Pisonia aculeata L., seria necessaria para testar a
monofilia deste género. Por causa da baixa amostragem, esses autores ndo arriscaram a realizar
novas recombinacdes taxonémicas.

O presente projeto faz parte de um cenario atual onde as classificacbes taxondmicas
propostas sdo baseadas em relacBes evolutivas entre os taxons. A delimitacdo genérica da tribo
Pisonieae tem um historico taxonémico complicado, ndo existindo, até o presente, uma clara
delimitacdo dos géneros Neotropicais Guapira e Neea. Os caracteres morfoldgicos utilizados na
delimitagdo destes géneros, além de insuficientes, foram escolhidos sem considerar a sua historia
evolutiva e, muito provavelmente sdo homoplasicos ou plesiomorficos. Além disso, a circunscricdo
de Pisonia tem variado, e por ser o0 Unico género da tribo Pisonieae com distribuicdo pantropical,
sua delimitacdo serd estudada com a amostragem tanto de espécies Neotropicais quanto com as do
Velho Mundo. Desta forma, este projeto contribuira para uma classificacdo genérica mais robusta
de Pisonieae, baseada em uma abordagem filogenética, e com base para posterior revisao
taxondmica e estudos de biogeografia historica.

2-OBJETIVOS

O presente projeto objetiva a reconstrucdo filogenética da tribo Pisonieae, através de
analises de sequéncias de DNA nuclear (ITS) e do cloroplasto (rpsl6) de espécies representativas
da tribo e a reconstrugdo do estado ancestral de caracteres morfoldgicos selecionados, além da
reconstrucdo da biogeogréfica desta tribo.

3-QUESTOES A SEREM RESPONDIDAS

(1) os géneros Neotropicais com antocarpos carnosos Neea e Guapira sdao monofiléticos ou
parafiléticos?
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(2) O género Pisonia, um grupo pantropical com antocarpos secos , € um grupo monofilético, no
qual as espécies com antocarpos glandulosos provenientes do Velho Mundo e dos Neotropicos e as
espécies do Velho Mundo com antocarpos sem glandulas compartilham um mesmo ancestral mais
recente ou um grupo polifilético, no qual essas linhagens (antocarpos secos glandulosos e nao
glandulosos) evoluiram independentemente?

(3) Os caracteres morfoldgicos utilizados na delimitacdo dos géneros Guapira, Neea e Pisonia sdo
apomorficos ou plesiomorficos e homoplasicos?

MATERIAL E METODOS
Amostragem

A amostragem de representantes Neotropicais dos tdxons a serem estudados sera realizada
no Brasil, principalmente, nos estados do Parana e Sdo Paulo, mas também em localidades com
registro de um grande numero de espécies de Guapira e Neea, como a Amazonia Central (AM),
regido de llhéus (BA), além dos estados do Acre e Minas Gerais. Folhas destas espécies serdo
coletadas e desidratadas em silica gel para posterior extracdo de DNA, ao passo que vouchers de
ramos floridos ou com frutos serdo depositados no herbario da Universidade Estadual de Londrina
(FUEL) e nos herbarios das localidades onde as amostras forem realizadas.

Extracéo, amplificacdo e sequenciamento de DNA

O DNA total das folhas desidratadas em silica gel, serd extraido com utilizacdo do DNeasy
Mini Kit (Qiagen), com protocolo de extracdo conforme recomendado pelo fabricante. Para a
amplificagdo da regido de ITS, serdo utilizados os primers ITS 5A/ITS4 (Stanford et al., 2000), e o
protocolo de amplificacdo seguird o proposto por esses autores. A amplificacdo do marcador rps16,
serdo utilizados os primers rpsF e rpsR2 (Oxelman et al.,1997) e o protocolo de amplificacdo
seguira o proposto por esses autores. Os produtos da amplificacdo serdo purificados com utilizacao
do kit QIAquick (Qiagen) e depois serdo encaminhados para sequenciamento. O grupo externo a ser
utilizado contard com espécies da tribo Bougainvilleeae, indicada como grupo irmédo da tribo
Pisonieae (Fig. 1), cujas sequiéncias de DNA nuclear (ITS) e de cloroplasto (rpsl16) se encontram
depositadas no GenBank. As especies de Pisonia do Velho Mundo e de Neea e Guapira extra-
brasileiras, também contam com sequéncias de DNA para esses dois marcadores depositadas no
GenBank.

Alinhamento e analise filogenética

As sequéncias de DNA obtidas serdo alinhadas utilizando o programa Clustal Omega verséo
1.1 (Sievers et al. 2011), com uma posterior checagem manual. As arvores filogenéticas seréo
inferidas a partir da matriz de sequéncias alinhadas e analise Bayesiana, realizada com o programa
MrBayes 3.2 (Ronquist et al., 2005). A selecdo do modelo de substituicdo de nucleotideos mais
apropriado para essas analises sera feita através do programa ModelTest 3.7 (Posada & Crandall,
1998). A robustez das arvores filogenéticas serd estimada atraves de probabilidade posterior (PP).
Por fim, a congruéncia das sequéncias de ITS e rpsl6 sera testada através do teste ILD (Farris et al.,
1994) com auxilio do programa PAUP 4.0b10 (Swofford, 2002).



Levantamento de estados de carater morfoldgicos

Caracteres morfoldgicos selecionados serdo levantados de todas as espécies utilizadas para a
reconstrucdo filogenética, através da analise de material herborizado, solicitados como empréstimos
dos herbarios FUEL, INPA, HRCB, MBM, entre outros. O levantamento dos caracteres
morfoldgicos de espécies extra-brasileiras serd efetuado atraves de literatura especializada. Seréo
analisados o maximo possivel de caracteres morfoldgicos, inclusive aqueles tradicionalmente
utilizados na delimitacdo de Guapira, Neea e Pisonia, como a consisténcia do antocarpo, posicao
dos estames em relacdo ao perianto e forma do perianto estaminado.

Reconstrucdo do estado de carater ancestral

Os caracteres morfolégicos a serem examinados deverdo ser independentes entre si e ndo
continuos, e suas variacOes (estados de carater) serdo codificadas em uma matriz binaria que
posteriormente sera utilizada para a reconstrucdo dos estados ancestrais a partir do método de
parcimdnia, permitindo desta forma uma avaliacdo sobre quais caracteres séo homoplasicos e quais
correspondem a apomorfias. A reconstrucdo dos estados de carater ancestral sera realizada a partir
das arvores obtidas por método Bayesiano, com auxilio do software Mesquite 2.75 (Madison &
Madison, 2011). Todos os caracteres serédo tratados como ndo ordenados.

RESULTADOS ESPERADOS

E esperado que as analises efetuadas com as sequéncias dos segmentos ITS e rps16 resultem
em uma arvore filogenética com clados bem resolvidos e fortemente sustentados, que permitam
clara determinacgéo sobre a monofilia, ou ndo, dos grupos estudados.

A reconstrucdo filogenética do género Pisonia, com utilizacdo de espécies dos Neotropicos e
do Velho Mundo devera indicar se este género é de fato um grupo monofilético, confirmando a
delimitacdo proposta pela sistematica tradicional, ou ndo-monofilético, onde as espécies com
antocarpos secos sem glandulas evoluiram independentemente daquelas com antocarpos secos com
glandulas. Se, de fato estes géneros nao se comportarem como monofiléticos, seus limites serdo
reorganizados, e caracteres morfolégicos apomdrficos obtidos pela reconstrucdo do estado de
carater ancestral serdo utilizados para caracteriza-los.
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Figura 1- Arvore filogenética da familia Nyctaginaceae. O clado da tribo Pisonieae estd localizada no
interior do retangulo vermelho (Modificado de Douglas & Manos, 2007).
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