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ROSSETTO, E.F.S. Filogenia da tribo Pisonieae Meisn. (Nyctaginaceae): delimitacdo
genérica e evolucdo e caracteres morfologicos. 2016. 53 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias
Bioldgicas) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2016.

RESUMO

A familia Nyctaginaceae Juss. compreende entre 300 a 400 espécies agrupadas em cerca de
30 géneros com distribuicdo pantropical, sendo caracterizada pela presenca de antocarpo,
porcdo basal do célice acrescente envolvendo o fruto. Tradicionalmente, Nyctaginaceae tem
sido dividida em cinco ou seis tribos, mas rearranjos taxonémicos propostos pela recente
reconstrucdo filogenética da familia resultaram na sua atual divisdo em sete tribos, sendo uma
delas, a tribo Pisonieae Meisn., que se distingue das demais tribos pelo embrido reto, ndo-
curvo. Os géneros de Pisonieae, no entanto, ndo tem uma delimitacdo clara, e baseado na
consisténcia do antocarpo, na posicdo dos estames no perianto e na presenca de glandulas
adesivas no antocarpo seco, diversas circunscricdes genéricas tem sido propostas sem, no
entanto, alcancarem uma classificacdo estavel. Neste contexto, reconstruimos a filogenia
molecular da tribo Pisonieae, a partir do segmento de DNA nuclear (ITS) e plastideo (rps16)
de 44 espécies (grupo-interno) de quatro dos sete géneros com utilizacdo dos métodos de
parcimonia e analise bayesiana. Nossos resultados indicam que alguns géneros dessa tribo néo
sdo monofiléticos, sendo os caracteres morfoldgicos tradicionalmente utilizados na sua
circunscrigdo plesiomorficos ou homoplésticos.

Palavras-chave: Nyctaginaceae. Filogenia. Biologia comparada. ITS. Rps16.



ROSSETTO, E.F.S. Phylogeny of the tribe Pisonieae Meisn. (Nyctaginaceae): generic
delimitation and morphological character evolution. 2016. 53 p. Dissertation (Master’s degree
in Biological Sciences) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2016.

ABSTRACT

Nyctaginaceae Juss. is a pantropical family with 300-400 species distributed along ca. 5-6
genera, which is recognized by the presence of anthocarp, the acrescent basal portion of the
calyx envolving the fruit. Traditionally, Nyctaginaceae has been divided in 5-6 tribes, but
rearrangements proposed by the recent phylogeny of the family resulted in its current division
of seven tribes, and among them, the tribe Pisonieae Meisn., which is distinguished from
another tribes by the straight embryo. The genera of Pisonieae, however, do not have a clear
delimitation, and based on anthocarp consistency, stamen position and the presence of sticky
glands in the dry anthocarp, several generic circumscriptions have been proposed, without
achieving a stable classification. In this context, molecular phylogeny of the tribe Pisonieae
was estimated, through maximum parsimony and Bayesian inference using nrDNA (ITS) and
CpDNA (rps16) from 44 species representing four of seven recognized genera. The results
indicate some genera are not monophyletic and the morphologic characters traditionally
utilized in its circumscription are plesiomorphic or homoplasic.

Keywords: Nyctaginaceae. Phylogeny. Comparative biology. ITS. Rps16.
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llustracdo original de Pisonia olfersiana Link, Klotzch & Otto, publicada no Icones Plantarum
Rariorum Horti Regii Botanici Berolinensis. Descrita em 1841 sob o género Pisonia, foi transferida para
Torrubia por Paul C. Standley em 1916 e, posteriormente, para Guapira, por Cyrus Lundell em 1968.
Por fim, em 1996, Antonio Furlan sinonimizou a entdo Guapira olfersiana sob Guapira opposita, em sua
ampla delimitagdo, porém, a publicagdo s6 ocorreu em 2014, de forma postuma.
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Imagens de campo de caracteres morfoldgicos da tribo Pisonieae. A) Neea
pendulina, flor pistilada. B) Neea pendulina, flor estaminada. C) Neea
hermaphrodita var. calvata, flores com estames insertos. D) Guapira
cafferiana, flor com estames exsertos. E) Guapira laxa, antocarpos
drupéaceos com auséncia de glandulas. F) Pisonia aculeata, antocarpo seco
com glandulas estipitadas (indicadas pela seta branca). G) Pisonia
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angulos (indicada pela seta branca). Crédito das Imagens: A-B e D: Elson

Felipe Rossetto, C e F: José Marcelo Molina, E. Leonardo Jales Leitdo, e G:
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Esquema do historico da classificagdo generica da tribo Pisonieae. Géneros
e suas secOes sdo representados por retangulos cinza-claros, inseridos em
retingulos cinza-escuros que representam 0s principais tratamentos
taxondmicos para a tribo. Os retdngulos escuros estéo alinhados de forma a
mostrar mudancas na composi¢cdo dos géneros da tribo entre os principais

tratamentos. As flechas indicam as mudangas nos principais tratamentos

taxondmicos, atraves da transferéncia de espécies e se¢des entre 0s géneros ......

Comparacdo das arvores individuais de ITS e rps16, obtidas pelo método de
méaxima parcimonia (MP). Taxons com posi¢Oes conflituosas nas arvores de
genes sdo destacados em negrito. Valores de bootstrap (BS) séo indicados

nos clados com presenca de incongruéncia, sendo evidente a auséncia de

incongruéncias fortemente sustentadas (>85%) em ambas as arvores..................
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Arvore de consenso de maioria da tribo Pisonieae, obtida através de maxima
parcimdnia e inferéncia bayesiana em andlise combinada de ITS e rpsl6.
Valores de probabilidade posterior (PP) estdo indicados na parte superior
dos ramos, os de bootsrap (BS), na inferior. “-* indica valores de BS <50%.
Clados obtidos apenas na inferéncia bayesiana sdo indicados com linhas
tracadas. Os terminais estdo coloridos de acordo com 0s géneros atualmente
aceitos, como mostrado na legenda a esquerda. Os clados e subclados
reconhecidos sdo indicados na direita da arvore, por letras. A arvore de
Pisoniae com comprimento dos ramos é apresentada no canto inferior
esquerdo, sendo notavel ramos curtos no clado C, especicamente na
linhagem de Guapira/Neea. Abreviacdes se referem aos estados do Brasil
dos quais os terminais amostrados sdo provenientes. AC= Acre,
AM=Amazonas, BA=Bahia, MS= Mato Grosso do Sul, MT= Mato Grosso,

PR= Parana, SP=S&o Paulo. Grupo externo, Bougainvillea glabra, B. infesta

e B. spectabilis foram podadas da rvore...........cccoceevvveeieieeiesese s

Estimativa dos estados de caracteres ancestrais por mapeamente estocastico
bayesiano da consisténcia do antocarpo (a) e (b) glandulas adesivas sobre o

antocarpo. Graficos de pizza nos nés das ar vores indicam a propabilidade

posterior dos estados ancestrais dos caracteres analisados ...........cccccceveveveereennene.

Estimativa dos estados de caracteres ancestrais por mapeamente estocastico
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Introducao Geral

Pisonia aculeata L. Extraida de Blanco, M.- Flora de Filipinas, t.394 (1875)



Introducao Geral

AVANCOS NA SISTEMATICA DE NYCTAGINACEAE

A familia Nyctaginaceae Juss. ¢ composta por cerca de 300 a 400 espécies de arvores,
arbustos e ervas, perenes ou anuais, distribuidas em aproximadamente 30 géneros (Brittich &
Kiihn, 1993). A familia ocorre em areas tropicais e subtropicais do globo, com predominancia
no Novo Mundo, onde estdo os dois centros de diversidade da familia, os neotrépicos € a
regido arida do oeste da América do Norte (Douglas & Spellenberg, 2010). Nyctaginaceae se
caracteriza pelo perianto uniseriado derivado do calice (Bittrich & Kiihn, 1993), ndo havendo
corola (Bogle, 1974; Levin, 2000), e a maioria das espécies apresentam um fruto
do tipo aquénio ou nucula circundado pela regido basal do calice, formando uma
estrutura chamada antocarpo (Bittrich & Kiihn, 1993, ver Bogle, 1974 para maior discussao
acerca desse termo), com consisténcia drupéacea e seca, podendo ter linhas longitudinais com
glandulas adesivas ou modificadas em asas, as quais sdo adaptativas para a dispersao.

Nyctaginaceae foi descrita por Jussieu (1789) e tem sido incluida em Caryophyllales
s.s., ou Centrospermae, um grupo formado por taxons com placentacdo do tipo central a
basal e 6vulo campilotropo (Eichler, 1871), bem como a presenca de pigmentos betalainicos, e
feixes proteicos periféricos circundando cristais proteicos nos plastideos de elemento de tubo
crivado (plastideo P3) (Mabry, 1977; Behnke, 1993).

Analises filogenéticas baseadas em sequéncias de DNA (Downie et al, 1997,
Meimberg, et al. 2000; Savolainen et al., 2000; Soltis et al. 2000), confirmaram Caryophyllales
como linhagem monofilética, porém ndo se restringindo a apenas a Centrospermae.
Nyctaginaceae esta posicionada no “clado da inclusdo globular” das Caryophyllales-nucleo
(Centrospermae) como irma de Phytolaccaceae rivinoidea, compartilhando o gineceu
monocarpelar (Cuénod et al., 2002; Brockington ef al., 2009).

Estudos sistematicos de Nyctaginaceae foram iniciados por Meisner (184 1) e
Choisy (1849), nos quais foram descritas as tribos Pisonieae Meisn., Mirabilieae
Meisn., Bougainvilleae Choisy e Boerhaavieae Choisy com base na presenga e morfologia das
bracteas florais. Bentham & Hooker (1880), por sua vez, descreveram a tribo Leucastereae
Benth. & Hook., e expadiram Mirabileae, reduzindo Bougainvilleae e Boerhaavieae como
subtribos (Mirabileae-Bougainvillaceae e Mirabileae- Boerhaavieae), além da descricdo de

Mirabileae-Abronieae € Mirabileae-Boldoeae.



Posteriormente, nas revisdoes de Heimerl (1889, 1934), Mirabileae-Boldoeae foi
elevada a categoria tribal (tribo Boldoeae Heimerl), enquanto Colignonieae Standl. (Standley,
1918) foi reconhecida. Desta forma, Nyctaginaceae passou a ser composta por cinco tribos:
Boldoeae, Colignonieae, Leucastereae, Mirabileae e Pisonieae, sendo Mirabileae a maior tribo,
com a delimitacdo expandida em relagdo aos trabalhos anteriores, compreendendo quatro
subtribos: Phaeoptilinae, Boerhaaviinae, Abroniinae ¢ Bougainvilleinae.

A ultima atualizagdo classificagdo pré-filogenética de Nyctaginaceae foi realizada
por Bittrich & Kiihn (1993). Em relagdo a classificacao tribal de Heimerl (1934), algumas
mudancas foram realizados como: (1) reconhecimento da tribo Mirabileae como Nyctagineae
Horan.; (2) a elevagdo de Mirabileae subtribos Abroniinac e Bougainvilleinae para tribos
Abronieae e Bougainvilleeae, respectivamente; (3) a redu¢do da tribo Colignonieae para a
categoria de subtribo de Nyctagineae (Colignoniinae); (4) e a separagdo da subtribo
Boerhaviinae (tribo Nyctagineae) em duas subtribos: Boerhaviinae sensu strictu e
Nyctagininae.

A primeira reconstrucdo filogenética de Nyctaginaceae foi realizada por Levin (2000)
utilizando segmentos de DNA nuclear (ITS) e de cloroplasto (accD 5° e accD 5’-rbcL). No
entanto, o trabalho foi limitado a elucidar relagdes de parentesco de alguns géneros de
Nyctagineae subtribos Nyctaginineae ¢ Boerhaavineae (sensu Bittrich & Kiihn, 1993), como
Abronia, Acleisanthes, Allionia, Boerhavia, Mirabilis e Selinocarpus. Posteriormente, Douglas

& Manos (2007) realizaram um estudo filogenético, até agora o mais amplo para a familia, a
partir de sequéncias de trés segmentos de cpDNA (ndhF, rps16 e rpl16) e um nuclear (nrITS) de
representantes de todas as tribos de Nyctaginaceae sensu Bittrich & Kiihn (1993). Os
resultados mostraram que a tribo Nyctagineae ndo ¢ monofilética, visto que os representantes das
subtribos Nyctagineae-Phaeoptilineae (Phaeoptilum) e Nyctagineae-Colignoniinae (Colignonia)
estdo distantemente relacionadas das demais Nyctagineae, que por sua vez formam o clado
“xerofitico da América do Norte” (clado NAX, Douglas & Manos, 2007). Por outro lado,
Nyctagineae ¢ parafilético em relagdo a Abronieae (Abronia e Tripterocalyx), ja que os géneros
dessa tribo estdo imersos no clado NAX. Quanto as subtribos Nyctagininae e Boerhaviinae, nao
foi encontrado suporte para a distingdo desses grupos. As andlises também mostram que
Leucastereae ¢ a linhagem irma do restante de Nyctaginaceae, seguido pela divergéncia sucessiva
de Colignonieae (Colignonia), Boldoeae (Boldoa), e o clado formado pelas irmas Bougainvilllea e
Pisonieae mais o clado NAX (Douglas & Manos, 2007). Bougainvilleae e Pisonieae, que

abrigam a maioria das espécies lenhosas de Nyctaginaceae, sio monofiléticas, desde que os



géneros Phaeoptilum (Nyctagineae-Phaeoptlineae) e Pisoniella (Nyctaginae-Colignoniinae)

sejam incluidas nestas tribos, respectivamente (Douglas & Spellenberg, 2010).

O género obscuro Caribea, provavelmente extinto (Douglas & Manos, 2007), também
tradicionalmente incluida em Nyctagineae (Bittrich & Kuhn, 1993), foi transferida para uma
tribo propria, Caribeeae (Douglas & Spellenberg, 2010), devido a morfologia altamente
distinta de qualquer outra espécie de Nyctaginaceae, embora ndo houvessem dados
moleculares suficientes para esclarecer sua posicdo filogenética. Dessa forma, na atual
classificacdo filogenética de Nyctaginaceae, sdo reconhecidas as sete tribos: Boldoeae
Heimerl, Bougainvilleeae Choisy, Caribeeae Douglas & Spellenb., Colignonieae Standl.,
Leucastereaec Benth. & Hook.f., Nyctagineae Horan. e Pisonieae Meisn. Seguindo o avanco em
direcdo a estabilidade na classificagdo tribal de Nyctaginaceae, o proximo passo €a
reconstru¢do filogenética das tribos com historico taxondmico confuso, como ¢ o caso de

Pisonieae.
A Tribo Pisonieae Meisn: historico taxonomico

A tribo Pisonieac Meisn. ¢ uma das sete correntemente aceitas para Nyctaginaceae,
compreendendo sete géneros e cerca de 200 espécies: Cephalatomandra Karst. & Triana,
Grajalesia Miranda, Guapira Aubl., Neea Ruiz & Pav., Neeopsis Lundell, Pisonia L. e
Pisoniella (Heimerl) Standl. (Douglas & Spellenberg, 2010), todos restritos a regido
Neotropical, com exce¢do de Pisonia que possui um segundo centro de diversidade nas ilhas
do Indo-Pacifico. As espécies do grupo sdo, geralmente, lenhosas, dioicas e apresentam uma
caracteristica exclusiva, um embrido do tipo nao curvado (Heimerl, 1934; Bittrich & Kiihn,
1993; Furlan, 1996; Furlan & Giulietti, 2014).

Pisonieae ¢ conhecido pela instabilidade na classificagdo a nivel genérico, sendo notavel
o conflito entre diferentes tratamentos taxondmicos quanto a delimitagdo dos géneros. Esse
conflito estd relacionado a baixa combinacdo de caracteres diagnoOsticos para a caracterizacao
dos géneros, que poderiam ser utilizados tanto na expansdo da delimitagdo de certos géneros,
bem como sua fragmentacdo em géneros segregados. Em outras palavras, a instabilidade
taxondmica da tribo Pisonieae estd em torno da circunscri¢do do género Pisonia, alternando de
um conceito amplo (Heimerl, 1889) para um conceito estrito, concomitante ao reconhecimento
de outros géneros como Guapira e Calpidia (Heimerl, 1934), retornando novamente para um

conceito amplo (Stemmerik, 1964).

Heimerl (1889), e, seu primeiro tratamento, reconheceu apenas Neea € Pisonia, sendo

este ultimo, com uma delimitagdo bastante ampliada, abrigando cinco se¢des. Em trabalhos



posteriores, Heimerl (1911; 1913) reconheceu os géneros Calpidia e Pisoniella, além de criar
o género Rockia, reduzindo, assim, a delimitacdo de Pisonia. Como resultado, em sua ultima
revisdo, Heimerl (1934), dividiu Pisonia em apenas duas secdes, Glanduliferae e
Eupisonia,sendo Glanduliferae abrigando antocarpos de consisténcia coridcea ou lenhosa com
linhas logitudinais cobertas por glandulas adesivas conspicuas, e se¢do FEupisonia ¢
caracterizada pelo antocarpo de consisténcia carnosa, com glandulas ausentes. Ainda assim,
Britton (1904) ni3o concordou com o posicionamento de tdxons com antocarpos carnosos em
Pisonia “sensu lato”, restaurando, entdo, o género Torrubia Vell. para acomoda-los;
Standley (1911, 1916,

1931a, 1931b) descreveu e transferiu diversas espécies para esse género e, por fim, McVaugh
(1968) recomendou a conservacao de Guapira sobre Torrubia. Desde entdo, Guapira tem sido
0 nome mais aceito para abrigar parte das espécies com antocarpos carnosos, € novas
combinagdes tem sido realizadas para esse género (Woodson & Kidd, 1961; Lundell, 1962;
Lundell, 1968; Reitz, 1970). No entanto, o caminho inverso foi realizada por Stemmerik
(1964), e a delimitacdo de Pisonia foi expandida novamente com a inclusao de taxons com
antocarpos com glandulas inconspicuas dos géneros Calpidia e Rockia, que por sua vez foram

sinonimizados.

Embora seja consenso a distingdo entre Guapira e Pisonia, proposta a partir da
consisténcia do antocarpo, ndo significa que o conceito genérico de Guapira permanega bem
estabelecido. A semelhanca morfologica de Guapira com Neea, um género também
caracterizado pelos antocarpos carnosos, tem causado frequentes confusodes 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 posicdo dos estames em relagdo 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 hipotese de que
Guapira e Neea ndo sao grupos naturais, ao afirmar que uma revisdo desses géneros resultaria
na sua fusdo. De forma oposta, na revisdo de Pisonieae com foco sobre as espécies ocorrentes
no Brasil, Furlan (1996) defendeu a manutengdo da distingdo entre Neea e Guapira,
considerando, como caracteres diagnosticos, a posi¢do dos estames em relagdo ao perianto, que
¢ exserto em Guapira e inserto em Neea, além da forma do perianto da flor estaminada, que ¢

campanulada em Guapira e urceolada em Neea.

O historico taxondmico de Pisonieae ¢ um exemplo de que, se ndo for considerada a

relacdo de parentesco entre os tdxons abordados, os sistemas de classificagdo apresentam



delimitacdes de grupos de forma artificial, e caracteres homoplasicos e/ou plesiomorficos
sdo utilizados para caracterizacdo dos grupos taxondmicos, além de serem passiveis de

instabilidade por ndo serem apoiadas em hipoteses filogenéticas.

O presente trabalho teve por objetivo o estudo filogenético da tribo Pisonieae, a partir dos
segmentos nrITS e o intron do gene rpsl6 do cloroplasto, para testar o monofiletismo de
Pisonia, bem como investigar a evolugdo dos caracteres tradicionalmente utilizados na
distingdo dos géneros, como consisténcia do antocarpo, posicdo dos estames no perianto € tipo

da glandula adesiva, além da dioicia.
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Capitulo 1: Filogenia da tribo Pisonieae (Nyctaginaceae): delimitagdo genérica e

evolugdo e caracteres morfoldgicos

Artigo formatado de acordo com as normas do periddico Taxon.

Neea hirsuta Poepp. & Endl. Extraida de Poeppig, E.- Nova genera ac
species plantarum, v. 2, t.161 (1838)



Filogenia da tribo Pisonieae (Nyctaginaceae): delimitagdo genérica e evolugdo e
caracteres morfoldgicos

RESUMO: A tribo Pisonieae Meisn. (Nyctaginaceae) apresenta um historico taxondmico instavel, devido a
diversas modificagdes na circunscricdo dos seus géneros, efetuadas com base na consisténcia do antocarpo,
posi¢do dos estames no perianto ¢ presenca e tipo de glandulas adesivas no antocarpo seco. O presente trabalho
objetivou investigar esse grupo, a partir de estudo filogenético, realizado com utilizagdo de sequéncias de DNA
nuclear (ITS) e plastidial (rps16), de representantes de quatro dos sete géneros reconhecidos para a tribo. Além
disso, também foi estudada a evolugdo de caracteres morfologicos utilizados na delimitagdo dos géneros, além de
dioicia, através de mapeamento estocastico bayesiano. Os resultados da analise filogenética indicam a presenca
de trés linhagens distintas, em que o género Pisonia é apresentado como parafilético; Pisoniella ¢ as espécies de
Pisonia anteriormente segregadas no género Ceodes formam um clado monofilético caracterizado pela auséncia
de bracteas na base da flor, e Pisonia sandwicensis, previamente incluida no género Rockia, esta relacionado aos
géneros Guapira e Neea, que por sua vez estdo ndo sdo monofiléticas. Os resultados indicam ainda que Ceodes,
incluindo Pisoniella, e Rockia devem ser ressuscitados; Guapira ¢ Neea devem ser unidas, e Pisonia deve ser
reduzida a um conceito estrito, correspondendo ao clado onde esté inserido a espécie tipo do género. Os estudos
das analises da evolugdo de caracteres mostram que estames exsertos sdo ancestrais em Pisonieae, porém,
reversoes para esse estado de carater ocorreram na linhagem de Guapira/Neea, a partir de ancestral com estames
inclusos e que, nesta mesma linhagem ocorreu o surgimento do antocarpo drupaceo a partir do antocarpo seco
ancestral; que as glandulas adesivas e as glandulas capitatas evidentes sdo ancestrais em Pisonieae, enquanto as
glandulas inconspicuas evoluiram duas vezes de forma independente na tribo e que a dioicia é o estado ancestral
em Pisonieae, havendo duas reversdes para o hermafroditismo.

Palavras-chaves: Dioicia, Guapira, Neea, Pisonia,.

INTRODUCAO

Pisonieae Meisn. ¢ uma das sete tribos de Nyctaginaceae atualmente reconhecidas
(Douglas e Spellenberg, 2010), se apresentando, em geral, como plantas lenhosas e dioicas,
sendo as flores estaminadas e pistiladas distintas (embora possuam verticilo do outro sexo, mas
ndo desenvolvido) (Heimerl, 1934; Furlan & Giulietti, 2014) (Fig. 1A-B), e as folhas, em geral
se oxidando quando secas, tornando se escuras. Assim como as demais tribos (exceto alguns
membros da tribo basal Leucastereae), Pisonieae tem o fruto envolvido por uma estrutura
derivada da por¢do inferior do calice, conhecida por antocarpo (Fig.1E-G). No entanto,
Pisonieae se distingue por possuir o embrido ndo curvado (Heimerl, 1934; Bittrich & Kiihn,

1993; Furlan & Giulietti, 2014).
Pisonieae compreende sete géneros: Cephalotomandra H.Karst & Triana (1-3 sp),
Guapira Aubl. (70 spp.), Grajalesia Miranda (1 sp.), Neea Ruiz & Pav. (80 spp.), Neeopsis
Lundell (1 sp.), Pisonia L. (40 spp.), e Pisoniella Standl. (1-2 spp.) (Douglas & Spellenberg,



2010). Todos os géneros apresentam distribui¢do restrita as areas tropicais e subtropicais da

América, com excecdo de Pisonia, que possui um segundo centro de diversidade no Indo-

Pacifico (Bogle, 1974). Esses géneros tém sido delimitados, principalmente, com base na

consisténcia do antocarpo, posicdo dos estames em relagdo ao perianto, formato do calice

estaminado e presenca de glandulas adesivas sobre o antocarpo (Heimerl, 1889; Heimerl,
1934; Stemmerik, 1964; Furlan & Giulietti, 2014).

Cephalotomandra, assim como Neea, apresentam estames inclusos no calice (Fig.1C),
mas os dois géneros podem ser caracterizados por diferengas na consisténcia do antocarpo,
formato do calice estaminado e nimero de estames. Cephalotomandra apresentam antocarpo
seco e calice campanulado com até 30 estames (Woodson Jr. & Kidd, 1961) enquanto Neea
apresentam antocarpo drupaceo e o calice, em geral, urceolado com 5-13 estames (Heimerl,
1889; Heimerl, 1934). Caso semelhante ocorre com Guapira e Pisonia: ambos apresentam
perianto com estames exsertos (Fig.1D), porém, com diferencas na consisténcia do antocarpo,
sendo seco em Pisonia (Fig.1F-G) e drupaceo em Guapira (Fig.1E) (Furlan, 1996; Furlan &
Giulietii, 2014). Pisonia e Pisoniella sao os Unicos géneros que apresentam glandulas
adesivas sobre as linhas longitudinais do antocarpo. Entretanto, em Pisoniella as glandulas
sdo evidentes, com estrutura capitata (Fig.1F) (Standley, 1911), enquanto que em Pisonia,
além de glandulas evidentes, ocorrem também glandulas inconspicuas, e a viscosidade ¢
secretada ao longo das proprias linhas longitudinais (Stemmerik, 1964) (Fig.1G). Ja
Grajalesia e Neeopsis, sao segregados monotipicos de Pisonia ¢ Neea, caracterizados pela
presenca de antocarpos alados (Miranda, 1950) e célice estaminado campanulado (Lundell,
1976), respectivemente.

O primeiro tratamento para a tribo foi realizado por Bentham e Hooker (1880), no qual
foram reconhecidos quatro géneros: Cephalotomandra, Pisonia, Neea ¢ Timeroya Benth. &
Hook.f. (Fig. 2). Nos anos seguintes, Anton Heimerl foi o autor dos principais trabalhos
envolvendo a tribo, sendo o maior responsdvel pelas mudancas na delimitacdo de géneros e
secoes. Em sua primeira revisdo, Heimerl (1889) reconheceu apenas Neea e Pisonia,
reduzindo Cephalotomandra e Timeroya como se¢des de Pisonia, além de descrever outras
quatro secdes (Pisoniella Heimerl, Glanduliferae Heimerl, FEupisonia Heimerl e
Prismatocarpae Heimerl). Como resultado, Pisonia teve sua ampliacdo ampliada, formado
por seis se¢oes (Fig. 2) morfologicamente heterogéneas. Por exemplo, as se¢des Pisoniella e
Glanduliferae apresentam antocarpos secos com glandulas viscosas capitatas, e estames

exsertos, enquanto as espécies da secdo Timeroya também apresentam frutos secos, porém,
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com glandulas inconspicuas, enquanto as espécies da secdo Eupisonia apresentam antocarpos

drupéceos e sem glandulas.

No préximo tratamento, Heimerl (1934), alterou drasticamente a circunscricdo do
género Pisonia, reconhecendo apenas as se¢des Glanduliferae ¢ Eupisonia (Fig. 2), com base
na consisténcia do antocarpo e presenga de glandulas, enquanto as demais se¢des foram
elevadas a categoria genérica. O gé€nero Calpidia Thouars foi ressuscitado (Heimerl, 1913a)
para acomodar tédxons caracterizados pela auséncia de bracteas na base das flores e antocarpos
secos com glandulas inconspicuas. Desta forma, Pisonia se¢ao Timeroya € Pisonia segao
Prismatocarpae, foram transferidos para Calpidia, como Calpidia se¢ao Timeroya Heimerl e
Calpidia se¢dao Excelsae Heimerl, respectivamente, se distinguindo entre si pelo numero de
estames presentes na flor masculina (Heimerl, 1934). Além disso, uma terceira secdo foi
descrita, Calpidia secao Paucistaminate Heimerl (Fig. 2), caracterizada pelo rostro, estrutura
estéril no apice do antocarpo. Por outro lado, o género monotipico Rockia Heimerl, descrito
em 1913 para acomodar Pisonia sandwicensis Hillebr., espécie endémica do Havai com
glandulas inconspicuas e rostro, teve seu status genérico mantido nesse tratamento, devido a
presenca de bracteas na base das flores (Heimerl, 1913b) (Fig. 2). Porém, contrariando o
principio da prioridade de nomenclatura (McNeill, et al., 2012), Calpidia foi reabilitada ao
invés do nome mais antigo Ceodes Foster. Skottsberg (1936), de acordo com esse principio,
reabilitou Ceodes J.R.Forst. & G.Forst., reestabelecendo Ceodes umbellifera J.R.Forst. &
G.Forst. como espécie-tipo, que havia sido transferida para Pisonia por Seemann (1862).

Questionamentos a classificagdo de Heimerl surgiram a partir de Standley (1911), que
elevou Pisonia secdo Pisoniella a categoria genérica, mudanca que foi reconhecida no
tratamento de Heimerl (1934) e Britton (1904), que restaurou o género Torrubia Vell., até
entdo tratado como sindnimo de Pisonia secdo Eupisonia (Heimerl, 1934) (Fig.2). Britton
notou que o bindmio Pisonia obtusata era um homénimo para dois tdxons, um com
antocarpos secos (P. obtusata Sw.) e outro drupaceo (P. obtusata Jacq.), discordando assim
da circunscricdo ampla de Pisonia, com inclusdo de uma se¢do para tdxons com antocarpos
carnosos. Entretanto, as transferéncias para o género Torrubia se limitaram a algumas
espécies caribenhas, e a delimitacdo desse género so foi ampliada por Standley (1911, 1916,
1931a, 1931b, 1937), em seus diversos trabalhos focados nas plantas da América Tropical.
Uma nova mudanga nomenclatural aconteceu no inicio da década de 60, quando Woodson Jr.
& Kidd (1961), reabilitaram Guapira, outro género tido como sindnimo de Pisonia se¢ao
Eupisonia. Esses autores propuseram a conservagdo de Guapira sobre Torrubia, sob o

argumento de que a ilustragdo-tipo do primeiro ¢ mais passivel de andlise do que a de
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Torrubia. Por fim, a proposta de conservacdo de Guapira sobre Torrubia foi aceita pelo
Comité para Espermatofita (McVaugh, 1968) e, a partir de entdo, Guapira tem sido mais
aceito para abrigar espécies com flores com estames exsertos € antocarpos carnosos, € novas
combinagdes tém sido realizadas para esse género (Little, 1968; Lundell, 1968; Reitz, 1970;
Furlan & Giulieti, 2014) (Fig. 2). Embora Guapira seja aceito como um género distinto de
Pisonia, seu conceito genérico ainda ndo estd estabelecido. Guapira, assim como Neea,
apresenta antocarpos drupdceos, e esses géneros sdao semelhantes morfologicamente
(Standley, 1931b), sendo distinguidos com base apenas na posi¢do dos estames em relacdo ao
perianto, que € exserto em Guapira e incluso em Neea. Isso resulta na dificuldade em
diferenciar as espécies de Guapira e Neea, que sao muitas vezes confundidas em herbarios
(Furlan, 1996), principalmente, espécimens com antocarpos maduros.

Por fim, Stemmerik (1964), revisou Pisonia, porém considerando apenas as espécies
dos tropicos do Velho Mundo, e a circunscricdo desse género foi novamente ampliada,
passando a incluir espécies com glandulas inconspicuas. Calpidia foi sinonimizada e Pisonia
secdo Timeroya e Pisonia secdo Prismatocarpae sensu Heimerl (1934) foram restauradas
(Fig. 2). Ja Rockia (Hillebr.) Heimerl e Calpidia se¢ao Paucistaminate foram sinonimizadas
sob Pisonia se¢do Paucistaminatae, caracterizadas apenas pela presenca de rostro no
antocarpo, ndo sendo considerada a presenga de bracteas na base da flor. Desde entdo, a tnica
revisdo realizada para a tribo (Furlan, 1996; Furlan & Giulietti, 2014) se restringiu a
mudancas a nivel especifico. Em resumo, a atual delimitacdo de Pisonicae permanece
controvertida, sendo o resultado de um histérico instavel, onde os géneros sofreram
sucessivas mudangas na sua circunscri¢do, algumas delas propostas em trabalhos regionais,
ndo havendo uma revisdo global para grupo em tempos recentes

Filogenias prévias (Douglas & Manos, 2007; Hayward & Horton, 2014), mostraram
que Guapira, Neea e Pisonia ndo sao grupos monofiléticos, porém ndo houve discussdo
aprofundada a respeito da delimitacdo desses géneros, além da baixa amostragem de
representantes de Guapira e Neea.

O presente trabalho apresenta a reconstrucdo filogenética de Pisonieae com base nas
sequéncias combinadas de ITS e rps16, e amostrando quatro dos seis géneros reconhecidos
para a tribo. A partir dessa filogenia, foram investigados a monofilia de Pisonia e suas
relagdes com géneros proximos, e a evolugdo de caracteres morfologicos morfologicos

tradicionalmente utilizados na delimitagcdo genérica.
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Material e métodos

Amostragem

Foram amostradas 44 espécies ¢ uma variedade de quatro dos sete géneros
reconhecidos (Guapira, Neea, Pisonia e Pisoniella) para a tribo. E estimado que a tribo
Pisonieae ¢ composta por 200 sp. (Douglas & Spellenberg, 2010), e portanto, apenas 22% das
espécies da tribo foram amostrada nesse trabalho. Porém, essa estimativa nao ¢ confidvel, em
vista da inexisténcia de revisdo taxonOmica global para a tribo a nivel especifico, de forma
que muitos bindmios que podem ser sindnimos ou mesmo invalidos estdo sendo levados em
consideracdo nessa estimativa; assim, a proporcao de espécies amostradas na filogenia em
relacdo ao nimero de espécies total que compde a tribo ¢ incerta. Para o grupo externo, foram
utilizadas trés espécies do género Bougainvillea Commerson, que sao representantes da tribo
Bougainvilleeae Choisy, a qual € resolvida como irma de Pisonieae (Douglas & Manos, 2007)
(Anexo 1). Especificamente para Pisonia, foram amostradas espécies da se¢do Glanduliferae
(sensu Heimerl, 1889; 1934; Stemmerik, 1964), bem como das secdes Prismatocarpae,
Paucistaminatae e Timeroya sensu Stemmerik (1964). A amostragem de Guapira ¢ Neea se
concentraram no Brasil, e algumas espécies conhecidas pela ampla distribuicdo geografica e
polimorfismo morfolégico, como Guapira opposita (Vell.) Reitz e Guapira hirsuta (Choisy)
Lundell, tiveram sequéncias obtidas de mais de uma amostra. Taxons amostrados,

informagdes das espécies, e numeros de acesso estdo listados em Anexos.

Marcadores moleculares

Para as analises filogenéticas foram utilizados sequéncias do espagador transcrito
interno (ITS) do DNA nuclear ribossomal (nrfDNA) e o intron do gene plastideo 7ps16. Esses
marcadores foram selecionados por terem maior disponibilidade de sequéncias no GenBank,
para espécies cujo material ndo pode ser obtido. A regido de ITS, inicialmente, foi
amplificada com utilizagdo de primers universais ITS4/ITS5 (Stanford et al., 2000), mas,
devido a presenca de bandas inespecificas, estes foram substituidos pelo par 17SE/26SE (Sun
et al., 1994) (Tab. 1), especifico para Angiospermas. Os primers rpsF e rpsR2 (Oxelman et
al.,1997) foram utilizados para o intron do rps16 (Tab. 1).

Extracao, amplificacido e sequenciamento de DNA

O DNA total foi extraido de folhas frescas desidratadas em silica gel, através do

método 2 x CTAB (Doyle & Doyle, 1987). Embora as folhas de muitas espécies da tribo
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sofram oxidacdo, tornando-se escuras logo apds coletadas, a extracdo proporcionou aliquotas
em alta concentragdo de DNA (>1000 ng/uL), que foram diluidas entre 20 a 50 ng/ul para as
amplificagdes. As reacdes de amplificagdo de ITS e rpsl6 foram conduzidas utilizando-se
1,0uL da aliquota de DNA diluido, 7,5uL de GoTaq® Green Master Mix (Promega); 0,6 uL
de cada primer (10 uM), e agua ultra-pura para completar o volume da reagdo para 10 pL. As
condigoes da reacdo de amplificacdo de ITS foram: 1 minuto a 97°C, seguido de 40 ciclos de
30 segundos a 97°C, 30 segundos a 55°C e 30 segundos a 72°C, com acréscimo de 4
segundos de extensdo por ciclo e uma extensdo final de 72°C por 7 minutos (Sun et al. 1994).
Para rps16, as condi¢cdes foram: desnaturagdo inicial de 95°C por 5 minutos, seguida de 34
ciclos de 30 segundos a 95°C, 60 segundos a 56°C e 60 segundos a 72°C, com uma extensao
final de 7 minutos a 72°C. Os produtos amplificados foram visualizados em gel de agarose a
1,4%, e purificados com ExoProstar® (GE Healthcare), seguindo as instrugdes do fabricante.
ApOs esse passo, foram conduzidas as reagdes de sequenciamento, utilizando-se 0,67 pL de
BigDye® (Perkin-Elmer Applied technologies), 2,33 pL de tampao BigDye 5x; 5uM de
primer ¢ 1 pL de aliquota de DNA amplificado e dgua ultra pura para completar a reacao para
10 pL. Para cada amostra, houveram duas reagdes, uma com o primer Foward, e outra com o
Reverse, e as condigdes das reacdes de sequenciamento foram as mesmas utilizadas para as

amplificagdes de cada regido.

Alinhamento e analise filogenética

Sequéncias foram montadas a partir dos eletroferogramas com auxilio dos programas
pregap4 e gap4 do pacote Staden (Staden er al., 1998). Durante esse processo, para o
marcador ITS, foram encontrados picos duplos ou triplos, sendo alguns deles polimorfismos
que ocorrem em menores frequéncias nas multiplas copias do ITS, e que ndo foram
eliminadas pela evolugdo em concerto. Esses polimorfismos intraindividuais (2ISPs) foram
codificados com simbolos de ambiguidade e foram utilizados nas andlises. As sequéncias
foram alinhadas com auxilio do ClustalW (Thompson ef al., 1994) implementado no BioEdit
v.7.2.5 (Hall, 1999), com modificagdes manuais posteriores realizadas no Mesquite v.3.04
(Madison & Madison, 2015). Foram realizadas andlises filogenéticas dos segmentos
separados, bem como em conjunto para a obtencdo das arvores da maxima parcimdnia e
inferéncia bayesiana. Gaps das sequéncias foram codificados através do modelo simples de
Simons & Ochoterena (2000), implementado no programa SeqState v. 1.4 (Miiller, 2005), e

inseridos na andlise, visto que ndo foi detectada incongruéncia entre os gaps e os caracteres de
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DNA (P<0,7), de acordo com o teste de incongruéncia da diferenga do comprimento (ILD;
Farris et al, 1994), indicando que os gaps ndo contribuem para uma arvore com maior
quantidade de homoplasias retidas. A andlise de parcimdnia, foi conduzida utilizando
oprograma PAUP* v.4.0b10 (Swofford, 2001), através de 1000 réplicas de busca
heuristica com a permutag¢do de ramos do tipo TBR e retencdo de 10 arvores por réplica, com
um limite de 10.000 arvores salvas (maxtrees=10.000). Em sequéncia, foram filtradas as
arvores com melhor score (filter best=yes permdel=yes), e a partir delas, foi gerada
uma arvore de consenso de maioria. A sustentacdo dos nos foi acessado pela
reamostragem por bootstrap nao-paramétrico (BS), atraves de 1000 réplicas com 100 adi¢des
de sequéncia aleatérias para cada réplica de bootstrap. Para a inferéncia bayesiana, foi
utilizando o programa Mrbayes v.3.2.6 implementado na plataforma CIPRES (Ronquist &
Huenselbeck, 2003; Miller et al.,

2010). Os modelos de substituicdo nucleotidicas foram obtidos através do software jModeltest
v.2.1.7 (Darriba et al., 2012), sob o critério de informagdo bayesiana (BIC). Para uma
modelagem de evolugdo molecular mais precisa, ITS foi particionado em ITS1, 5.8S e ITS2,
visto que essas regides tem diferentes taxas de substituicdo nucleotidica. Os modelos para
ITS1, 5.8S e ITS2 foram TrNef+G, TrNef e TIM3ef+G respectivamente e F81+G para rps16.
A inferéncia bayesiana consistiu em quatro corridas de 50x10° geracdes de Monte Carlo via
cadeias de Markov (MCMC), com amostragem a cada 5000 geragdes. O desempenho das
corridas e convergéncia das cadeias foram checadas através do software Tracer v.1.6
(Rambaut et al., 2013), utilizando, para o ultimo, o tamanho efetivo da amostra (sigla em
inglés ESS), sendo ESS > 200 um indicativo de amostragem satisfatoria. As primeiras 25%
das arvores da distribui¢ao posterior foram descartadas como burnin, e a partir das restantes
foi obtida uma arvore de consenso de maioria. As arvores resultantes das andlises de
parcimdnia e andlise bayesiana, bem como os valores de suporte dos nds por probabilidade
posterior (PP) foram visualizadas com auxilio do programa FigTree v.1.4.2 (Rambaut, 2014).
Para o suporte dos nds, no caso da probabilidade posterior (PP), clados com PP > 0,95 foram
considerados fortemente sustentados, enquanto valores de BS >85% sdo indicativos de alto
suporte (Kress et al., 2002). Incongruéncias entre as arvores individuais foram checadas
através da comparacdo das arvores de MP de cada segmento. Visto que os valores de PP
podem superestimar suporte dos nds, (Douady et al. 2003; Erixon et al. 2003), foi utilizado
suporte de bootstrap para identificar clados com posicdes conflituosas entre as arvores
(Cardoso et al., 2015), de forma que diferengas nas topologias com forte sustentacdo de

bootstrap foram tratadas como incongruéncias.
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Estimativa dos caracteres ancestrais

Para a reconstrucdo dos caracteres morfologicos, foram selecionados aqueles
tradicionalmente  utilizados na  delimitacdo  genérica  como consisténcia  do
antocarpo,glandulas viscideas, posicdo do estames no perianto, além da dioicia, cujos estados
estdo codificados na Tabela 2. As informagdes sobre os caracteres analisados foram obtidas
através da literatura taxonomica do grupo (Heimerl, 1889; Heimerl, 1913; Heimerl, 1934;
Skottsberg,

1936; Little Jr. & Wadsworth, 1964; Stemmerik, 1964; Bogle, 1974; Friedmann, 1986; Sykes,
1987; Furlan, 1996; DeFilipps & Maina, 2003), além de analise de materiais dos acervos dos
herbarios FUEL, HUEFS, INPA e NTBG. Outros caracteres utilizados na delimitacdo dos
géneros, como a forma do calice estaminado e do estigma (Furlan & Giulietti, 2014), foram
excluidos da andlise devido aos diferentes termos utilizados para esses caracteres entre os
tratamentos taxondmicos considerados, impossibilitando a codificagdo dos seus estados,
sendo, portanto, necessario uma revisao taxondmica para a padronizacdo da descricdo desses
caracteres.

O estado ancestral dos caracteres analisados foi estimado através do mapeamento
estocastico bayesiano (Bolback, 2006), implementado no pacote Phytools v.0.4.6 (Revell,
2012) no R (R Core Team, 2015) com utilizagdo da arvore ultramétrica de maxima
credibilidade dos clados obtidas a partir dos segmentos combinados através do pacote de
programas Beast v.1.8.2 (Drummond & Rambaud, 2007). Esta arvore foi podada de forma
que houvesse apenas um terminal representando cada espécie, com excec¢dao de G. opposita,
no qual um terminal proveniente do estado da Bahia (Brasil) se trata de uma espécie distinta a
ser descrita. Teste de log-verossimilhanca foi utilizado para selecionar o modelo de transi¢ao
dentre os trés disponiveis, como o modelo de um parametro de taxas de transicao iguais (ER),
o modelo simétrico com taxas frente e reverso entre os estados de caracteres iguais (SYM) e o
modelo com todas as taxas de transi¢do distintas (ARD). O mapeamento etocastico dos
caracteres foi realizado através da fungdo make.simmap, utilizando 1000 simulagdes e

Q="mcmc” com 100.000 geragdes com amostragem a cada 100 geragoes.

Resultados
Dados moleculares

Para o grupo interno, foram analisadas 103 sequéncias das quais 74 foram obtidas pela
primeira vez, enquanto as as demais forma obtidas do GenBank. O conjunto de terminais foi o

mesmo para ITS e rps16, com exce¢do de Neea hermafrodita S.Moore e Pisonia aculeata L.
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(Texas), para as quais ndo havia sequéncias disponiveis no Genbank para rpsl6, e Guapira
venosa (Choisy) Lundell, para a qual ndo foi possivel amplificar ITS. A matriz alinhada de
ITS contém 782 caracteres, dos quais 718 caracteres sdo nucleotideos e 64 sdo gaps

codificados, enquanto em rps16, dos 955 caracteres, 920 sdo

nucleotideos e 35 sdo gaps codificados. A regido do ITS se mostrou bem mais variavel, com
163 caracteres parcimOnio-informativos, representando 24,3% da matriz, enquanto que em
rps16, 63 caracteres foram parcimdnio-infomativos, representando apenas 6,6% da matriz.
Nao foram encontradas inversoes nos segmentos. No total, a matriz combinada apresentou

1737 caracteres, dos quais 253 sdo parcimdnio-informativos.

Analises filogenéticas de ITS e rps16 individuais

As arvores obtidas a partir das andlises dos segmentos ITS e rps16, separadamente, se
mostraram congruentes entre si (Fig. 3), e as diferengas entre as topologias se deram
basicamente na resolu¢cdo das linhagens. A andlise de parcimonia do segmento ITS gerou
10000 arvores com comprimento de 443 passos, indice de consisténcia (IC) = 0,559 e Indice
de retengdo (IR) =0,824. A analise de rps16 gerou 48 arvores com comprimento de 92 passos,
IC=0,695 e RI=0,909. A arvore de consenso de rps16 teve uma resolucdo menor nas relacdes
entre os clados, como em Pisonia, com parte de suas linhagens colapsadas em uma politomia
(Fig. 3). Pisoniella arborescens (Lag. & Rodr.) Standl. tem diferentes posigdes nas arvores
individuais, porém, no mesmo clado (Fig. 3), prevalecendo o suporte apenas na arvore de
rps16 (BSips16=100% vs. BSirs=55%). Ocorreu também incongruéncia nas posicdes de
Guapira fragrans (Dum.Cours.) Little e Neea tristis Heimerl (Fig. 3), porém, com sustentagao
em apenas um dos segmentos (N. tristis: BSps16=53% vs. BSirs=96%) ou mesmo ndo
havendo suporte em ambos os segmentos (G. fragrans: BSipsi6=64% vs. BSirs=65%). Dessa
forma, os tdxons incongruentes ndo foram excluidos das andlises, e a discussdo se deu da

arvore resultante dos segmentos combinados.

Analises filogenéticas de ITS e rps16 combinados

A topologia gerada a partir dos segmentos combinados de ITS e rpsl6 mostra
Pisonieae como um grupo monofilético (BS= 100%, PP=1), cujos nos profundos foram
resolvidos com alto suporte. Foram identificados trés clados, aqui nomeados como A, B e C,
sendo que clado A ¢ apresentado como grupo irmao dos clados B e C (BS=98%, PP=1) (Fig.
4). No clado A, Pisoniella arborescens e o “clado Ceodes” emergem como irmas com alta

sustentagdo (BS=100%, PP=1). O “clado Ceodes”, formado por espécies de Calpidia
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[=Ceodes] segdes Excelsae e Timeroya sensu Heimerl (1934) ou Pisonia secdes
Prismatocarpae e Timeroya (exceto Pisonia sandwicensis) sensu Stemmerik (1964),
apresentou diferencas na topologia quanto ao tipo de andlise utilizado, e, em ambas, com
sustentagdo baixa ou moderada. Na arvore de maxima parcimonia, Pisonia brunoniana Endl.
e Pisonia artensis Montrouz ex Heimerl divergiram sucessivamente, com suporte de boostrap
baixo para ambas as relagdes (BS=64% e BS=58%), enquanto na arvore resultante da analise
bayesiana, essas espécies compartilharam o mesmo ancestral, formando um subclado com
baixo suporte (PP=0.53) que, por sua vez, ¢ apresentado, com suporte moderado (PP=0.91),
como grupo-irmao das demais espécies do clado. O clado B compreende as espécies de
Pisonia secao Glanduliferae (Heimerl, 1889; Heimerl, 1934; Stemmerik, 1964) (BS=88%,
PP=1), e pode ser divido em dois subclados, B1 e B2, de acordo com a presenca de espinhos
no ramo. O clado B1 ou “Clado espinescente”, no qual esta a espécie tipo do género, Pisonia
aculeata (BS=100%, PP=1), e o clado B2, formado por dois subclados (BS=88%, PP=0.99)
geograficamente estruturados. Espécies do clado Bl compreende espécies endémicas do
Caribe e Indo-Pacifico. O subclado B2 compreende espécies arbdreas ndo espinescentes,
endémicas da América do Sul (Fig.4). No clado C, Pisonia sandwicensis (Rockia
sandwicensis, sensu Heimerl, 1934), ¢ irma do clado formado pelos géneros Guapira e Neea

(BS=86%, PP=1), que, por sua vez, ndo sao monofiléticos (BS=83%, PP=1) (Fig.4).

Estimativa dos caracteres ancestrais

Os testes de log-verossimilhanga apontaram o modelo de 1-parametro ER como
apropriado para todos os caracteres analisados. A estimativa do carater ancestral por meio de
mapeamento estocastico mostrou que em relacdo ao carater 1 (consisténcia do antocarpo), o
antocarpo seco ¢ plesiomoérfico em Pisonieae, havendo apenas uma transi¢do para o antocarpo
drupéceo no clado C, mais especificadamente no nd ancestral do clado de Guapira/Neea (Fig.
5). Em relagdo ao tipo de glandula adesivas (carater 2), foi inferida que o antocarpo com
glandulas capitadas evidentes como o estado ancestral da tribo Pisoniae, com as glandulas
inconspicuas evoluindo independentemente no “Clado Ceodes” no clado A, e na linhagem de
Pisonia sandwicensis no clado C, embora nesse clado, onde as glandulas foram perdidas ao
longo da sua evolucdo, o estado ancestral ndo pode ser estimado (Fig. 5). Em relacdo a
posicao dos estames (carater 3), estames exsertos foi estimado como o estado ancestral da
linhagem de Pisonieae, havendo uma transicdo do estames exsertos para estames no nivel do
perianto no ancestral de Pisonia brunoniana Endl., enquanto uma historia evolutiva mais
complexa ocorreu no clado C, com o surgimento do perianto com estames inclusos no no
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ancestral da linhagem de Guapira/Neea com reversdes de estames inclusos para estames
exsertos ao longo dessa linhagem, seguido por uma segunda reversdo para estames exsertos
(Fig. 6). A dioicia (carater 4) ¢é plesiomorfica em Pisonieae, ocorrendo duas transigdes

indepentendes para a flor morfologicamente hermafrodita, ambas no clado A (Fig. 6).

Discussiao
Visao geral e ndo-monofilia de Pisonia

Pisonieae, tanto no presente estudo como em trabalhos prévios (Douglas & Manos,
2007; Hayward & Horton, 2014) apresenta alta sustentagdo como grupo monofilético,
corroborando o fato de que o embrido reto, tradicionalmente utilizado para a distingdo da
tribo, € sinapomorfia para o grupo, visto que nas demais tribos de Nyctaginaceae, o embrido ¢
curvado ou em forma de ferradura (Heimerl, 1934; Bittrich & Kiihn, 1993). Apesar da
circunscrigdo de Pisonieae ter um historico estavel, com excecdo da transferéncia de
Pisoniella para a tribo Nyctagineae-Colignoniinae na classificagdo de Bittrich & Kiihn
(1993), os resultados do presente trabalho mostraram que a delimitacdo dos seus géneros nao
reflete sua historia evolutiva. Pisonia nao ¢ monofilética, com parte de suas espécies
compartilhando ancestrais com Pisoniella, Guapira ¢ Neea. Dessa forma, discute-se a seguir a
delimitacdo genérica da tribo Pisonieae, proposta por tratamentos taxondmicos tradicionais,
bem como a histéria evolutiva de caracteres utilizados na distingdo dos géneros, como a
posi¢cdo do estame no perianto, além do dimorfismo das flores, e, por fim, suas implicagdes

para a reorganizagdo taxondmica da tribo.

Delimitacio genérica
Relacdes filogenéticas no clado A: Pisoniella+Ceodes

O clado A tem como sinapomorfia morfologica a auséncia de bracteas na base da flor.
Pisoniella arborescens ocorre nas areas altas da regido central do México, e também na regido
andina da Bolivia e Argentina, embora populagdes dessa tltima regido, ndo amostradas neste
trabalho, tém sido tratados como uma espécie distinta, Pisoniella glabrata (Heimerl) Standl.
(Standley, 1911). Ja as espécies do “clado Ceodes” ocorrem nos tropicos do velho Mundo,
exceto Africa, principalmente, nas ilhas do Indo-Pacifico e Australasia, com algumas espécies
se estendendo ao sudeste asiatico.
Pisoniella se distingue dos demais géneros de Pisonieae por apresentar inflorescéncias

umbeladas, além de ter habito arbustivo, incomum na tribo, indicando ser uma adaptacao a
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areas de alta altitude. Nos resultados das andlises filogenéticas, o “clado Ceodes” se mostrou

monofilético, embora com sustentacdo baixa, corroborando a proposta de Heimerl (1913b;

1934) de tratar espécies com flores sem bracteas e antocarpos secos, com viscosidade

secretada ao longo das linhas longitudinais por glandulas inconspicuas, como um género

distinto de Pisonia. Porém, as glandulas inconspicuas ndo podem ser consideradas
sinapomorfia para esse clado, visto que esse estado de carater ¢ homoplasico.

No clado A, o “clado Ceodes” compartilha com Pisoniella um ancestral comum mais
recente. Interessantemente, essa relagdo ja havia sido notada por Heimerl (1913b), a partir de
dados palinologicos. De acordo com esse autor, Pisoniella e Calpidia compartilham o polen
do tipo pantoporado, enquanto que em Pisonia se¢ao Glanduliferae e Pisonia se¢ao Eupisonia
[=Guapira], o polen ¢ do tipo tricolpado. A partir da reconstru¢ao do estado ancestral da
forma do pdlen no estudo filogenético de Nyctaginaceae de Douglas & Manos (2007), ¢
possivel inferir que o pdlen pantocolpado ¢ o estado de carater ancestral em Pisonieae, sendo
conservado nas espécies do clado A. Uma andlise mais detalhada da morfologia polinica em
Pisonieae resultaria no incremento de dados para a caracterizacao dos seus clados.

Considerando apenas as espécies analisadas no presente trabalho, o hermafroditismo ¢
restrito ao clado A (Fig. 5), tendo evoluido de forma independente em Pisoniella arborescens
e Pisonia brunoniana. Skottsberg (1941) descreveu o género Heimerliodendron, transferindo
P. brunoniana para esse género, com base no hermafroditismo floral. As analises
filogenéticas ndo corroboram Heimerliodendron como um género distinto, ao invés disso, P.
brunoniana estd imersa no “clado Ceodes”, embora sua relacio com outras espécies desse
clado nao indique sustentacao. Além disso, Stemmerik (1964) considerou P. brunoniana
como sindnimo de Pisonia umbellifera, o que também ndo apresentou sustentacdo nas
andlises. Pisonia umbellifera ¢ uma espécie dioica com ampla distribui¢do geografica e, nos
resultados das andlises filogenéticas, ¢ apresentada como irmd de Pisonia wagneriana
Fosberg, taxon endémico da ilha de Oahu, no Havai, que pode ser incluida entre as variagdes
de P. umbellifera (Fosberg, 1987). Sob o modelo bPTP (Bayesian poisson tree process) para a
delimitagdo de espécies filogenéitcas (Zhang et al., 2013), P.wagneriana e P.umbellifera
podem ser considerados como uma Unica espécie, porém com suporte moderado (PP=0,86).

Foi observado também, no clado A (Fig. 4), a presenca de tdxons geograficamente
isolados em ramos longos, como por exemplo, Pisonia sechellarum F.Friedmann, que é.
endémica da ilha Silhouette (Seychelles), no Oceano Indico, Esta espécies é semelhante a P.
umbellifera se diferindo pelo lobo do célice pistilado ndo reflexo (Friedmann, 1987).

Seychelles ¢ um arquipélago com origem Gonduénica, com histérico de isolamento de ca. 65
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milhdes de anos, quando se separou do subcontinente indiano (Plummer, 1998). O ramo longo
em P. sechellarum poderia ser explicada pelo acimulo de mudangas nas sequéncias de DNA
através da deriva genética, decorrente do longo isolamento geografico da espécie. Como

ramos longos podem ser efeito da baixa amostragem de tdxons (Heath et al, 2008), ¢é

necessario avaliar o tamanho dos ramos no clado A com a inclusdo de mais taxons, como as
endémicas da Polinésia Francesa Pisonia amplifolia (Heimerl) J.Florence, ¢ P. brownii
J.Florence (Florence, 2004), em estudos futuros.

Heimerl (1934) dividiu o género Calpidia [=Ceodes] em trés secdes, das quais duas
foram amostradas no presente trabalho: Calpidia se¢ao Excelsae e Calpidia se¢dao Timeroya.
Essas se¢des foram transferidas para o género Pisonia por Stemmerik (1964), com Calpidia
secdo Excelsae correspondendo a Pisonia se¢do Prismatocarpae. As analises mostraram que
os representantes dessas secoes estdo intercalados no clado, porém, com baixa sustentagao.
Calpidia secao Timeroya, composta por Pisonia artensis, endémica da Nova Caledonia, ¢
caracterizada pela presenca de flor estaminada com até 40 estames (Heimerl, 1934). Dessa
forma, o alto nimero de estames deve ser considerado como um estado de carater

autopormofico de P. artensis.

Relacoes filogenéticas no clado B: Pisonia s.s.

O clado B, formado por espécies de Pisonia secao Glanduliferae (Heimerl, 1889,
1934; Stemmerik, 1964), uma linhagem monofilética, sustenta a reducdo da circunscri¢ao de
Pisonia, de forma a corresponder apenas ao clado B, ja que Pisonia aculeata L., a espécie-
tipo do género, estd incluida nesse clado. Apesar de monofilética, ainda nao foi possivel
identificar sinapomorfias para Pisonia se¢do Glanduliferae (a partir de agora Pisonia s.s.).
Glandulas capitatas evidentes ao longo das linhas do antocarpos tém sido tradicionalmente
utilizadas na caracterizagdo desse grupo (Heimerl, 1889, 1934; Stemmerik, 1964; Bogle,
1974), porém, esse estado de carater ¢ plesiomorfico, sendo apresentado também por
Pisoniella, no clado A. Por outro lado, o clado B pode ser caracterizado por uma combinagao
de caracteres, tais como inflorescéncias em cimeiras, flores bracteoladas e antocarpos com
glandulas evidentes.

No clado B, as espécies com espinhos e lianescentes, e as espécies arborescentes sem
espinhos, apareceram em subclados distintos. O subclado Bl tem como sinapomorfia a
presenca de espinhos no ramo. No entanto, a baixa resolucdo na relagdo observada nesse
subclado reflete observada a similaridade morfoldgica entre as suas espécies, as quais sao

fracamente diferenciadas. O género monotipico Grajalesia compartilha com os taxons do
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subclado B1 a presenca de espinhos e o padrio de ramificacdo, se diferenciando pela
modificagdo das linhas longitudinais do antocarpo em asas. As andlises baseadas em
sequéncias de matK (N. Douglas, dados ndo publicados) corroboram a presenga de uma
linhagem espinescente em Pisonia s.s. na qual esta inclusa Grajalesia fasciculata (Standl.)
Miranda. Isso indica que Grajalesia ndo tem sustentagdo como um género distinto, sendo um
segregado de Pisonia s.s. baseado em estado de caracter automorfico. Pisonia aculeata, a
unica espécie de Pisonieae com distribuicdo pantropical, foi representada apenas por trés
amostras provenientes da América do Sul (Sul do Brasil), Caribe (Dominica), € do limite de
distribuicdo da espécie na América do Norte (Texas). No entanto, ndo foram incluidas
amostras dos tropicos do Velho Mundo, e a hipotese de que essa espécie foi introduzida
nessas regides (Spellenberg, 2003) poderia ser testada através de uma abordagem
filogeografica.

O subclado B2 de Pisonia s.s. ¢ fomado por duas linhagens irmds de arvores nao
espinescentes, estreitamente relacionadas com sua distribuicdo geografica. Uma das linhagens
¢ formada por espécies restritas ao Caribe como P. albida (Heimerl) Britton, P. rotundata
Griseb., P. taina Trejo e P. subcordata Sw., além da ndo caribenha P. grandis R.Brown, da
regido Indo-Pacifico, cujo padrdo de distribui¢do pelas ilhas esta relacionado a sua dispersao
por aves marinhas (Burguer, 2005). De forma muito interessante, ¢ notavel a dominancia de
P. grandis em éreas de colonias de aves marinhas nas ilhas e atdis, o que sugere a preferéncia
dessas espécies por areas ricas em nutrientes do guano das aves para a germinagdo das
sementes (Shaw, 1952). A observacao de que espécies da linhagem caribenha apresentam
associagdo com rochas calcareas (Shaw, 1952, Little Jr. & Wadsworth, 1964; Spellenberg,
2003, Trejo-Torres, 2005) poderia ser um caso de conservatismo de nicho filogenético. O fato
de P. grandis estar embebida na linhagem caribenha do subclado B2, sugere que houve um
evento de colonizacdo do Indo-Pacifico a partir do Caribe. No entanto, a dispersdo para o
Indo-Pacifico da linhagem caribenha necessita de maior investigagdo, de modo a testar a
hipotese de que a linhagem caribenha apresente divergéncia mais antiga que aquela mostrada
na datacdo de Hayward & Horton (2010), com a colonizagdo do Indo-Pacifico ocorrendo
antes da formacdo da mesoamérica como barreira geografica entre essa regido e o Caribe, no
Plioceno, entre ca. 4,2-3,5 m.a.a. (Graham, 2003). Provavelmente, a associacdo com
ambientes calcareos ¢ uma condi¢do ancestral nessa linhagem, e foi conservada durante a
colonizagdo do Indo-Pacifico. Isso explicaria o predominio de P. grandis em atdis de rochas
calcareas, mas ndo nas ilhas vulcanicas. Apesar do papel das aves marinhas na dispersao de P.
grandis, o predominio dessa espécie em atdis de rochas calcareas, provavelmente, ¢ uma

retengdo da preferéncia ancestral por esse substrato, o que pode ter impedido sua colonizagdo
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em larga escala de ambientes geologicamente distintos como ilhas vulcanicas. A linhagem

irma da linhagem caribenha ¢ formada por espécies da América do Sul.

Na linhagem sul-americana do subclado B2, Pisonia floribunda Hook.f. ¢ endémica
das Ilhas Galapagos, embora, possivelmente, ocorra na parte continental do Equador (Harling,
2010). Apesar de possuir antocarpos secos, essa espécie foi transferida erroneamente para o
género Torrubia por Standley (1931b), a partir de um material com antocarpo jovem, cuja
consisténcia ndo foi verificada por esse autor. Pisonia ambigua Heimerl e Pisonia zapallo
Griseb. ocorrem no leste da Bolivia, com P. zapallo se estendendo ao norte da Argentina, e P.
ambigua alcancando a regido sul e até algumas regides do leste do Brasil (Furlan & Giulietti,
2014). Essas espécies, no entanto, colapsaram em uma politomia, devido a insuficiéncia de

caracteres informativos, o que impossibilita maiores discussoes.

Relacoes filogenéticas no clado C: Rockia+Guapira/Neea

No clado C, Pisonia sandwicensis, endémica do Havai, compartilha o mesmo ancestral
com a linhagem formada pelos géneros neotropicais Guapira ¢ Neea. Outros casos de estreita
relacdo entre linhagens havaianas e neotropicais tém sido documentados, como em Gunnera
(Gunneraceae) (Wanntorp & Wanntorp, 2003), Polypodiaceae (Geiger et al., 2007) e a tribo
Vinceae (Apocynaceae) (Simdes ef al., 2016). Os resultados das analises do presente trabalho
corroboram a proposta de Heimerl (1913b) de transferir P. sandwicensis para Rockia, um
género distinto de Calpidia [=Ceodes], caracterizado pela presenga de bracteas na base da
flor, além de polen tricolpado. O fato de P. sandwicensis estar distantemente relacionado do
“grupo Ceodes” do clado A, sugere que a presenga de glandulas inconspicuas ¢ homoplasico
em Pisonieae, apesar de ambos apresentarem glandulas nos antocarpos. Posteriormente,
Stemmerik (1964) fez o caminho inverso, e Rockia sandwicensis (Hillebr.) Heimerl foi
transferida para Pisonia se¢ao Paucistaminatae que compreende espécies da Papua Nova
Guiné, como Pisonia longisrostris T. & B. e Pisonia diandra Pulle, devido a presenca do
rostro, uma estrutura estéril na parte superior do antocarpo, subtendido por uma coroa apical
derivado dos lobos do calice persistente, podendo alcancar comprimento de cerca de 40cm em
P. longisrostris, espécie que nao foi incluida no presente trabalho.

E possivel que o rostro seja derivado do espessamento de tecido que circunda parte do
estilete, na parte superior do perigonio feminino. Essa estrutura parece isolar o ovario na flor,
¢ encontrada em P. sandwicensis e nas espécies de Guapira e Neea, sendo uma potencial

sinapomorfia do clado C. Porém, estudos ontogenéticos sdo necessarios para confirmar o
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rostro como sendo estrutura derivada do espessamento de tecido. Além disso, ¢ necessario a
realizacdo de novas analises filogenéticas, com inclusdo de outras espécies com rostro, como
por exemplo, P. diandra e P. longirostris, para testar a relacdo dessas espécies com o clado C,
mais especificamente com a linhagem de Rockia.

Dentro do clado C ¢ encontrada a tnica linhagem da tribo Pisonieae com antocarpos
drupéceos, formada por Guapira e Neea. No entanto, trabalhos prévios (Douglas & Manos,
2007; Hayward & Horton, 2010) mostraram que esses géneros nao correspondem a clados
distintos. Ainda sim, ndo ficou claro se essa relacao era de fato parafilética ou simplesmente
melhor explicada pela baixa amostragem ou mesmo pela identificacdo dos terminais incluidos
nas andlises. Amostragem aumentada de terminais nesse trabalho confirma a ndo-monofilia de
Guapira e Neea, no qual suas espécies estao mescladas entre si no clado. Esse resultado ndo ¢
surpreendente, visto que ndo ha uma clara distincdo morfoldgica entre esses géneros, a qual ¢
baseada apenas na posicao dos estames no perianto, sendo exerto em Guapira € incluso em
Neea. Caracteres alternativos tem sido utilizados na distincdo desses géneros (Furlan &
Giulietti, 2014), porém tem se mostrado inconstantes (Standley, 1931b). Dessa forma, as
analises sustentam a transferéncia das espécies de Neea sob o nome mais antigo Guapira,
como proposto em trabalhos de taxonomia tradicional (Burguer, 1983; Pool, 2001). A baixa
resolucdo das relagdes entre as espécies e os ramos curtos (Fig. 4) sdao evidéncias de uma

recente radiacdo de taxons com antocapos drupaceos na evolugdo da tribo Pisonieae.

Evoluc¢ao dos caracteres morfologicos e implicagoes taxonomicas em Pisonieae

Os resultados das analises de estimativa do estado de carater ancestral mostram que o
ancestral comum mais recente das linhagens de Pisonieae tinha antocarpos secos e glandulas
adesivas capitatas. Isso explica a ndo-monofilia de Pisonia, cuja circunscri¢dao tradicional
(Heimerl, 1889, 1934; Stemmerik, 1964) ¢ baseada em estados de caracteres plesiomorficos e
homoplasicos. Dessa forma, a circunscrigdo de Pisonia deve ser reduzida de forma a apenas
corresponder ao clado B, embora ndo seja conhecida sinapomorfia morfologica, visto que a
presenca de glandulas capitadas ¢ um estado de caraccter plesimorfico, retido nesse clado e
em Pisoniella, no clado A. As glandulas inconspicuas, por sua vez, ¢ um estado de caracter
homoplasico, que evoluiu independentemente no “clado Ceodes” (clados A) e Pisonia
sandwicensis (clado C) (Fig. 5). Essas linhagens apresentam distribuicdo insular, no Indo-
Pacifico e também no sudeste asiatico e partes da Australasia, o que sugere que, por favorecer
dispersdo a longa distancia, a presenca das glandulas ¢ vantagem adaptativa. Porém, P.

sandwicensis ¢ endémica do arquipélago havaiano, e a associagdo especifica desta espécie
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com um baixo numero de fungos micorrizicos, possivelmente, endémicos desta regido
(Hayward & Hynson, 2014), poderia estar impedindo sua dispersdo para outras ilhas do Indo-
Pacifico. Desta forma, as andlises sugerem a reabilitacio do género Ceodes, porém com a
sinonimizagdo de Pisoniella sob esse género, de forma a corresponder ao clado A, uma vez
que a circunscricdo desse género restrito ao “clado Ceodes” encontrou baixo suporte nas
analises (Fig. 4). Por outro lado, P. sandwicensis como irmd de Guapira/Neea deve ser
transferida para o género Rockia a ser ressuscitada. Além disso, a delimitacdo de Rockia pode
ser novamente alterada em futuros estudos, dependendo da posicao filogenética de outros
taxons com antocarpos rostrados. Pisonia sandwicensis se separou antes da origem dos
antocarpos carnosos, que evoluiram uma unica vez em Pisonieae, na linhagem de
Guapira/Neea (Fig. 5).

Os antocarpos drupaceos parecem ser uma inovag¢do evolutiva em Pisonieae, pois
estdo associados com a mudanca da estratégia de dispersdo do antocarpo, baseada na
endocoria. Essa forma de dispersdao pode ter sido vantajosa na colonizagdo de ambientes
continentais, pois ao contrario dos antocarpos com glandulas adesivas, antocarpos
endocoricos sao dispersos em distancias menores, o que pode ter permitido a colonizagdo de
diferentes formagdes vegetacionais dos Neotrdpicos e, consequentemente, resultado em uma
irradiagdo de tadxons com antocarpos carnosos, como evidenciado pelo grande nimero de
espécies descritas para Neea, por exemplo (Hernandez-Ledezma et al., 2015), apesar do
namero de espécies descritas para Pisonieae ndo estar ainda claro, devido a auséncia de uma
revisdo para a tribo. Apesar de Guapira e Neea compartilharem os antocarpos drupaceos,
esses géneros vém sendo tratados como distintos, com base na posicdo dos estames no
perianto, sendo exserto em Guapira e incluso em Neea. A histéria complexa da posi¢do dos
estames no clado C, mostra que esse caracter ¢ altamente homoplasico (Fig. 6), ndo sendo util
para a delimitagdo dos géneros com antocarpos carnosos. No entanto, as pressdes evolutivas
para a mudanga da posicdo dos estames em Guapira/Neea ainda ndo sdo conhecidas e podem
estar relacionadas com interagdes com polinizadores, sendo necessario testar a hipdtese de
que em Guapira/Neea esta ocorrendo uma divergéncia de linhagens com diferentes posi¢des
de estames no perianto em resposta a mudangas de polinizadores. Apesar dos resultados das
analises filogenéticas indicarem Guapira € Neea como um Unico género, a auséncia de
amostra da espécie-tipo de Neea (Neea verticillata Ruiz & Pav.), assim como a baixa
sustentacdo obtida para relagdes entre os taxons desses géneros, ndo permitem uma proposta
para sua reorganizagdo taxondmica no presente trabalho. Além, disso, ¢ necessario confirmar

se Guapira eggersiana Heimerl, amostrada nas andlises, ¢ sindnimo da espécie-tipo do género
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(G. guianensis Aubl.) como tem sido sugerido (Woodson Jr. & Kidd, 1961). Por fim, estudos

futuros, envolvendo técnicas de sequenciamento de proxima geragdo poderdo fornecer maior

resolucdo na relacdo entre as espécies de Guapira e Neea, como observado em outras
linhagens de origem recente, como /nga (Nicholls et al., 2015).

A estimativa de carater ancestral mostra que o ancestral comum de Pisonieae era
didico, ocorrendo duas reversds independentes para hermafroditismo no clado A (Fig. 6). No
entanto, a dioicia em Pisonieae ¢ morfologica, devido ao dimorfismo morfolégico das flores,
ainda que Orgdos ndo-funcionais do sexo oposto ocorram nas flores pistiladas e estaminadas.
Funcionalmente, a sexualidade em Pisonieae ¢ mais complexa, sendo que as espécies de
Pisonieae ndo parecem estritamente didicas, visto que foram observados antocarpos em
inflorescéncias de flores estaminadas em Guapira opposita, por exemplo (F. Rossetto, obs.
pess.), sendo portanto, indicio de que o pistiloidio em flores estaminadas, sob certas condi¢cdes
ainda ndo compreendidas, passam a ser funcionais. Evolu¢do de hermafroditismo em grupos
dioicos foi também observado na tribo Vanguerieae (Rubiaceae) (Razafimandimbison et al.,
2009), e da mesma forma como observado em Pisonieae, ndo houve irradiacdo de taxons
hermafroditas. Portanto, a dioicia morfolégica pode ser uma vantagem adaptativa, mesmo na
colonizagdo de ilhas, cujas populagdes precisam ser fundadas por plantas pistiladas e
estaminadas. A manuten¢do da dioicia morfologica ao longo da evolugao de Pisonieae pode
estar relacionada a processos ecologicos e genéticos (Barrett & Hough, 2012) que precisam
ser esclarecidos. Por outro lado, Pisonia brunoniana e Pisoniella arborescens, sao
morfologicamente hermafroditas por causa da auséncia de flores sexualmente dimorficas.
Estudos reprodutivos sdo necessarios para testar a hipotese da presenca de auto-compatilidade
nas espécies hermafroditas de Pisonieae, além de avaliar se suas populagdes estdo em um
cendrio de “garantia reprodutiva” (Weeks et al., 2013), no qual o hermafroditismo seria
vantajoso sobre a dioicia.

Os resultados dos estudos de evolugdo de caracteres mostram que estames exsertos sao
ancestrais em Pisonieae, porém, reversdes para esse estado de carater ocorreram na linhagem
de Guapira/Neea, a partir de ancestral com estames inclusos e que, nesta mesma linhagem
ocorreu o surgimento do antocarpo drupédceo a partir do antocarpo seco ancestral; que as
glandulas adesivas e as glandulas capitatas evidentes sdo ancestrais em Pisonieae, enquanto as
glandulas inconspicuas evoluiram duas vezes de forma independente na tribo e que a dioicia ¢

o estado ancestral em Pisonieae, havendo duas reversoes para o hermafroditismo.
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Fig. 1. Imagens de campo de caracteres morfologicos da tribo Pisonieae. A) Neea pendulina, flor pistilada. B)
Neea pendulina, flor estaminada. C) Neea hermaphrodita var. calvata, flores com estames insertos. D) Guapira
cafferiana, flor com estames exsertos. E) Guapira laxa, antocarpos drupaceos com auséncia de glandulas. F)
Pisonia aculeata, antocarpo seco com glandulas estipitadas (indicadas pela seta branca). G) Pisonia umbelifera,
antocarpos secos com glandulas inconspicuas ao longo dos angulos (indicada pela seta branca). Crédito das
Imagens: A-B e D: Elson Felipe Rossetto, C e F: Jos¢ Marcelo Molina, E. Leonardo Jales Leitdo, e G: Ching-I
Peng.
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* Woodson Jr. & Kidd (1961)

Fig. 2. Esquema do historico da classificagdo genérica da tribo Pisonieae. Géneros e suas se¢des sdo
representados por retdngulos cinza-claros, inseridos em retangulos cinza-escuros que representam os principais
tratamentos taxondmicos para a tribo. Os retangulos escuros estdo alinhados de forma a mostrar mudangas na
composic¢ao dos géneros da tribo entre os principais tratamentos. As flechas indicam as mudangas nos principais
tratamentos taxonOmicos, através da transferéncia de espécies e se¢des entre os géneros.
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Fig. 4. Arvore de consenso de maioria da tribo Pisonieae, obtida através de méaxima parcimonia e inferéncia
bayesiana em andlise combinada de ITS e rps16. Valores de probabilidade posterior (PP) estdo indicados na
parte superior dos ramos, os de bootsrap (BS), na inferior. “-* indica valores de BS <50%. Clados obtidos
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TABELAS

Tab. 1. Primers e suas respectivas sequéncias utilizadas no estudo

Regido  Primer Sequéncias 5°-3’

ITS 17SE (F) ACGAATTCATGGTCCGGTGAAGTGTTC Sun et al., 1994
26SE (R) TAGAATTCCCCGGTTCGCTCGCCGTTAC

rpsl6 psF (F) GTGGTAGAAAGCAACGTGCGACTT Oxelman et
rpsR2 (R) TCGGGATCGAACATCAATTGCAAC al.,1997

Tab. 2. Caracteres e seus estados utilizados na estimativa do estado ancestral

Consisténcia do antocarpo: 0 seco, 1 drupaceo
Tipos de glandulas: 0 Ausente, 1 Capitadas, 2 Inconspicuas

1

2

3. Posi¢do dos estames no calice: 0 Exserto, 1 Inserto, 2 Altura do perianto
4

Dioicia: 0 Hermafrodita, 1: Dioico

39



Anexo 1. Nome das espécies, localidade, informagdes de voucher e nimero de acesso do
GenBank para as sequéncias utilizadas na reconstru¢do filogenética (ITS, rpsl6,
respectivamente). O traco “-” indica sequéncia nao disponivel para o segmento. O asterisco
(*) indica as sequéncias que ainda ndo foram depositadas no GenBank.

Guapira cafferiana (Casar.) Lundell, Brazil, Parana, Rossetto, 325 (FUEL)*.

Guapira discolor (Spreng.) Little, USA, Florida, Spellenberg, 13294 (NMC), EF079476, EF079626.
Guapira eggersiana (Heimerl) Lundell, French Guiana, Mori, 25540 (NY), EF079496, EF079643.
Guapira fragrans (Dumm.Cours.) Little, Puerto Rico, JX844233, JX844270.

Guapira graciliflora (Mart. ex J.A.Schmidt) Lundell, Brazil, Mato Grosso, Rossetto 310 (FUEL)*.
Guapira aff. hirsuta (Choisy) Lundell, Brazil, Bahia, Popovkin, 1432 (HUEFS)*.

Guapira hirsuta (Choisy) Lundell,Brazil, Mato Grosso do Sul, Rossetto, 383 (FUEL)*.

Guapira hirsuta (Choisy) Lundell, Brazil, Parana, Rossetto, 408 (FUEL)*.

Guapira laxa (Netto) Furlan, Brazil, Pernambuco, Oliveira, 2325 (HVASF,FUEL)*.

Guapira noxia (Netto) Lundell, Brazil, Mato Grosso, Rossetto, 318 (FUEL)*.

Guapira noxia (Netto) Lundell, Brazil, Sao Paulo, Rossetto, 407 (FUEL)*.

Guapira obtusata (Jacq.) Little, Brazil, Bahia, Popovkin & Mendes, 1599 (HUEFS)*.

Guapira opposita (Vell.) Reitz, Brazil, Mato Grosso do Sul, Rossetto, 345 (FUEL)*.

Guapira opposita (Vell.) Reitz, Brazil, Parana, Rossetto, 412 (FUEL)*.

Guapira opposita (Vell.) Reitz,Brazil Popovkin, 1577 (HUEFS)*.

Guapira opposita (Vell.) Reitz, Popovkin, 1602 (HUEFS), *.

Guapira venosa (Choisy) Lundell , Brazil, Bahia, Popovkin, 1358 (HUEFS).

Guapira sp, Brazil, Bahia, Popovkin, A.V. 1477 (HUEFS), *.

Neea buxifolia Heimerl, Puerto Rico, JX844242, 1X844272.

Neea constricta Spruce ex J.A.Schmidt, Brazil (Mato Grosso), Rossetto, 314 (FUEL), *.

Neea aff. floribunda Poepp. & Endl., Brazil, Bahia, Popovkin, 1362 (HUEFS)*.

Neea floribunda Poepp. & Endl., Brazil, Amazonas, Rossetto, 420 (FUEL) *.

Neea hermafrodita S.Moore, Bolivia, Nee, 51426 (NY), EF079489.

Neea hermafrodita var. calvata Chodat & Hassl., Brazil, Mato Grosso do Sul, Rossetto, 358 (FUEL)*.
Neea hermafrodita var. calvata Chodat & Hassl., Brazil, Acre, Perdiz, 2373 (UFACPZ, FUEL)*.
Neea krukovii Standl., Brazil, Amazonas, Rossetto, 419 (FUEL)*.

Neea madeirana Standl., Brazil, Amazonas, Vicentini, 754 (INPA)*.

Neea oppositifolia Ruiz & Pav., Brasil, Amazonas, Rossetto, 423 (FUEL)*.

Neea ovalifolia Spruce ex J.A.Schmidt, Brazil, Amazonas, Souza, 286 (INPA)*.

Neea pendulina Heimerl, Brazil, Parana, Rossetto, 328 (FUEL)*.

Neea theifera Oerst., Brasil, Mato Grosso, Rossetto, 317 (FUEL)*.

Neea tristis Heimerl, Brasil, Acre, Costa, 415 (UFACPZ, FUEL), *.

Pisonia aculeata L., Brazil, Parana, Rossetto, 305 (FUEL)*.

Pisonia aculeata L., Dominica, JX844235, JX844269.

Pisonia aculeata L., USA, Texas, DQ317077.

Pisonia albida (Hemerl) Britton, Puerto Rico, JX844237, JX844273.

Pisonia ambigua Heimerl, Brazil, Parana, Rossetto, 304 (FUEL)*.

Pisonia artensis Mountrouz ex Heimerl, New Caledonie (NOU)*.

Pisonia floribunda Hook f., Ecuador, Galapagos, Jeppensen, 3042 (AAU)*.

Pisonia brunoniana Endl. USA, Hawaii, JX844243, JX844277.

Pisonia capitata (S.Watson) Standl., Mexico, Sonora, AL Reina, G. (20000-193) (NMC) EF079484, EF079635.
Pisonia grandis R.Br., Rota, CNMI, JX844234, JX844276.

Pisonia macranthocarpa (Donn.Sm.) Donn.Sm. Nicaragua, Nueva Segovia, Stevens, 33602, (MO)*.
Pisonia rotundata Griseb. USA, Florida, Spellenberg, 13293 (DUKE), EF079475, EF079625.
Pisonia sandwicensis Hillebr., USA, Hawaii, Kauai, Periman, 24080 (NTBG, FUEL)*.

Pisonia sechellarum F.Friedmann, Seychelles, JX844240, JX844275.

Pisonia subcordata Sw., Puerto Rico, Taylor, 11689 (MO)*.

Pisonia umbellifera (J.R Forst. & G.Forst.) Seem. USA, Hawaii, Kauai, Lorence, 10451 (NTBG, FUEL), *.
Pisonia wagneriana Fosberg, USA, Hawaii, Kauai, Lorence, 10450 (NTBG, FUEL) *.

Pisonia zapallo Griseb., Brazil, Mato Grosso do Sul, Rossetto, 388 (FUEL)*.

Pisoniella arborescens (Lag. & Rodr.) Standl. Mexico, Oaxaca, LeDuc, 231 (NMC), EF079485, EF079636.
Bougainvillea glabra Choisy, USA, North Carolina Douglas, 2121 (DUBG), EF079463, EF079614.
Bougainvillea infesta Griseb., Bolivia, Nee, 51442 (NY), EF079498, EF079644.

Bougainvillea spectabilis Willd., USA, California, Stone, s.n. (DAV) L78087.
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Bougainvillea spectabilis Willd., South Africa, Klak, 987, -, AJ532732.
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