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I. INTRODUCAO

1. Sistematica Molecular

Em passado relativamente recente, sistemas de classificagdo de angiospermas foram
criados, procurando incorporar caracteres de todas as fontes até entdo disponiveis, como
morfologia, anatomia, ultra-estrutura, fisiologia, bioquimica, citologia, palinologia e quimica (Judd
et al. 1999). Exemplos de tais sistemas “enciclopédicos” sdo os de Cronquist (1981), Dahlgren et
al. (1985) e Takhtajan (1991). Na atualidade, os resultados de todo esse esforgo t&€m apenas
interesse histérico (com excegdo de alguma contribuicdo nomenclatural), devido ao enorme
impacto imposto pelo uso combinado de evidéncias moleculares e métodos da sistemdtica
filogenética. A obtengdo de informagdes sobre evidéncias moleculares foi viabilizada pela
introdugdo de tecnologia que torhou possivel o sequenciamento de segmentos de DNA. Os
métodos de andlise filogenética foram introduzidos em época que antecedeu as conquistas da
biologia molecular aplicadas & taxonomia; mas a sua aplicagdo na andlise de evidéncias moleculares
foi decisiva para que se chegasse d metodologia atualmente empregada em sistemdtica molecular.
A andlise do enorme volume de informagSes moleculares, segundo os critérios da sistemdtica
filogenética, tornou-se exequivel gragas aos continuos avangos na techologia de computagdo, com
a conquista de sistemas que abreviam cada vez mais o fempo de andlise de grandes volumes de
dados. O que se conseguiu com a combinagdo desse conjunto de tecnologias foi a criagdo de um
novo critério para o estabelecimento de filogenias de organismos, assumido como o que de melhor
se conseguiu até agora dos pontos de vista de objetividade, adequago metodolégica e amplitude
de base de dados. Com isso, assume-se que temos atualmente a possibilidade de conseguir
robustez em nossas andlises. A aplicagdo desses métodos em filogenia e classificagdo constitui o
que comumente se denomina sistemdtica molecular.

O aclimulo de dados moleculares culminou na criagdo do sistema APG (Angiosperm
Phylogeny Group). A versdo impressa mais recente é o APG II (APG 2003), baseado nha
combinagdo de sequéncias de regi6es de DNA nuclear e do cloroplasto. Entretanto, o site
http://www.mobot.org/MOBOT/research/APWeb/ periodicamente faz atualizagdes do sistema

APG.

O uso de caracteres moleculares viabilizou reconstrugdes filogenéticas antes

impensdveis, como a comparagdo entre organismos de reinos distintos. O melhor exemplo é a



ambiciosa construgdo da “drvore da vida", baseada em sequéncias de RNA ribossémico (Doolittle
1999, Lecointre & Le Guyader 2006). Caracteres fenotipicos sdo escassos para comparagdes em
niveis acima de familia. Por essa razdo, antes do advento da filogenia molecular, era muito dificil
o estabelecimento de afinidades entre ordens, por exemplo, o que representava uma fonte de
infinitas controvérsias entre os propositores de sistemas gerais de classificagdo de
angiospermas. Os caracteres moleculares possibilitam o estabelecimento de relacionamentos
consistentes entre grupos em qualquer nivel de hierarquia. Os grupos fterminais no sistema de
classificagdo APG (APG 1998, 2003) t&ém nivel de ordem, o que propicia a construgdo de um
cladograma de todas as angiospermas com um nimero de terminais facilmente apreensivel huma
rdpida andlise.

Nas angiospermas, é possivel a utilizagdo de sequéncias de regides do DNA de trés
genomas: mitocondrial, nuclear e plastideos (Judd et a/ 1999). O genoma mais amplamente
utilizado em filogenia de angiospermas é o do cloroplasto. Exemplos de regides transcritas que
vem sendo amplamente utilizadas sdo rbd. (Chase et al/ 1993, Olmstead & Reeves 1995,
Asmussen & Chase 2001), atpB (Hahn 2002), ndhF (Olmstead & Reeves 1995) e mafK (Gravendeel
et al. 2001). Regides ndo-transcritas, como introns e espagadores, também sdo comumente usadas
em filogenia, como frrL-F (que corresponde ao intron trrL e o espagador #raL-F) (Wallander &
Albert 2000, Salatino et a/. 2001, Ronsted et a/ 2002, Albach et al/. 2005), atpB-rbcl (Gongalves
et al. 2007), trrD-T e trnQ-rpslé (ambas regides analisadas por Hahn 2002) e rpsl6 (Albach &
Chase 2004). Marcadores do genoma mitocondrial sdo mais utilizados nos trabalhos de filogenia
animal, mas também sdo utilizados para as filogenias de plantas como: NAD (Dumolin-Lapégue et

al. 1998) e outros.

1.1 Métodos Filogenéticos em Sistematica Molecular

Para o estabelecimento de relagdes entre tdxons em qualquer nivel hierdrquico, desde
espécies até ordens, é possivel o emprego de métodos filogenéticos, distintos entre si devido ao
critério em que se baseiam. Quatro métodos vem sendo empregados em sistemdtica molecular:
métodos de distancia (UPGMA - “"Unweighted Pair-Group Method with Aritmetic mean" e NJ -
"Neighbor joining"), mdxima parcimdnia, mdxima verossimilhanga (“maximum likelihood", ou ML) e

andlise bayesiana.



Os métodos de distancia (ou agrupamento) UPGMA e NJ sdo métodos algoritimicos, isto
¢, métodos que usam cdlculos especificos para o estabelecimento de relagdes entre as unidades
taxondmicas operacionais (UTO, ou seja, os tdxons ou organismos sob andlise). O cdlculo envolve a
manipulagdo da matriz obtida pelo alinhamento mdltiplo das sequéncias de bases do DNA. Com
base nesse alinhamento, ambos os programas calculam para cada par de UTOs um valor de
distancia (de O a 1) entre duas sequéncias (Hall 2001). O método UPGMA assume que a drvore é
ultramétrica, ou seja, que todas as UTOs tenham a mesma distdncia em relagdo a raiz da drvore.
O método NJ é semelhante ao UPGMA na manipulagdo da matriz para o cdlculo de distancias
entre as UTOs, iniciando com a formagdo de grupos com a menor distdncia. Esse método difere
do UPGMA, entre outras razdes, por ndo assumir que todos os ferminais apresentem a mesma
distancia da raiz (Hall 2001). Os métodos de distancia sdo raramente empregados em sistemdtica
molecular baseada em sequéncias de DNA.

Os métodos de mdxima parciménia, mdxima verossimilhanga e bayesiana partem também
de uma matriz obtida com o alinhamento mdltiplo de sequéncias, comparando os estados de
caracteres em cada coluna da matriz. Cada sitio no alinhamento é um cardter e cada cardter pode
apresentar diferentes estados (A, C, 6 e T, no caso de sequéncias de DNA) em tdxons
diferentes. Esses métodos sdo amplamente empregados em sistemdtica molecular. A mdxima
parcimdnia baseia-se na hipétese de que a melhor drvore é aquela que requer o menor nimero de
passos para explicar os estados de caracteres observados no alinhamento. A premissa bdsica da
mdxima parcimdnia é que tdxons compartilham estados de caracteres em comum (sinapomorfias),
porque eles herdam essas caracteristicas de ancestrais comuns. Havendo conflitos nessa
premissa (as homoplasias), admite-se que elas derivam de reversdes (ocorreu uma mudanga na
caracteristica, mas ela reverte para o estado ancestral), convergéncias (tdxons oriundos de
distintos ancestrais acabam compartilhando o mesmo estado de um cardter) ou paralelismos
(tdxons ndo relacionados podem fter uma predisposicdo ao desenvolvimento de certas
caracteristicas, independentemente, portanto de heranga de um ancestral comum).

Nem todos os caracteres sdo (teis na construgdo da drvore mais parcimoniosa.
Caracteres invaridveis sdo aqueles que apresentam o mesmo estado em todos os tdxons, sendo
ignorados pelo método. Os caracteres que apresentam variagdo de estado em apenas um tdxon
sdo caracteres varidveis, mas ndo informativos e, portanto, indteis filogeneticamente. Desse
modo, somente caracteres varidveis e informativos sdo Uteis em mdxima parciménia.

A mdxima parcimdnia seleciona a drvore ou drvores que minimizam o nimero de passos

evolutivos, incluindo as homoplasias. Para a obtengdo dessas drvores podem-se utilizar trés tipos



de buscas: exaustiva, "branch-and-bound” e heuristica. Na busca exaustiva todas as drvores sdo
analisadas; entretanto, essa busca sé é possivel com matrizes contendo até dez terminais. A
busca “branch-and-bound” permite encontrar a(s) melhor(es) drvore(s), sem nhecessidade de
pesquisar todas as drvores possiveis. Nessa busca, adicionam-se terminais (UTOs) segundo
diversas combinagdes; quando uma nova combinagdo necessita de mais passos que a anterior,
descarta-se o Ultimo caminho e prossegue-se a partir da combinagdo anterior. Apesar de ser
alternativa atil de busca, o algoritmo “branch-and-bound” é também limitado pelo nimero de
terminais. Quando se tem uma grande quantidade de terminais a dnica busca exequivel é a
heuristica, que utiliza um algoritmo “"morro acima”, no qual uma drvore inicial é selecionada e
rearranjos sdo feitos nela drvore. Essa busca ndo garante encontrar-se a melhor drvore. Para
obterem-se inferéncias filogenéticas baseadas no método da mdxima parcimdnia, emprega-se o
programa PAUP (Swofford 2002).

O método ML, fambém implementado no programa PAUP, tenta estabelecer a filogenia, ou
caminho evolutivo, que maximiza a probabilidade de se chegar a matriz construida com o
alinhamento mdltiplo. Com os estados de caracteres observados ha matriz de sequéncias de DNA,
o método calcula as probabilidades de acordo com um determinado modelo evolutivo, que deve ser
previamente estabelecido. Os modelos evolutivos sdo obtidos por meio de programas que analisam
a frequéncia dos nucleotideos (estados de caracteres) na matriz e diz qual o modelo mais
condizente com o alinhamento obtido. O programa mais utilizado é o MrModeltest (Nylander
2004). Sdo utilizados basicamente seis modelos para seqiiéncias de DNA: JC (Jukes Cantor), F81
(Felsenstein), K80 (Kimura), HKY85, SYM e GTR (“General Time-Reversible"). Alguns modelos
fazem distingdo entre transigbes e reversdes, outros ndo. Nesses modelos ainda podemos
encontrar mais duas varidveis: I e 6. I indica que existe uma proporgdo substancial de bases
invaridveis e G indica que estd sendo utilizada uma distribuigdo gama para considerar a variagdo
da razdo entre as bases. Como hd seis modelos (JC, F81, K80, HKY, SYM e GTR) que podem ndo
ter varidveis I e G, ou ter uma delas (T ou G) ou ambas (I + G), segue-se que o total de modelos
evolutivos possiveis é 24 (Posada 2003).

A ML sempre produz uma Unica drvore. De modo semelhante a mdxima parciménia, em ML
também hd busca heuristica para obtengdo da melhor drvore. Também como em mdxima
parcimdnia, a drvore obtida em ML pode ndo corresponder & que apresenta a mdxima
verossimilhanga. Uma desvantagem da ML é que sua andlise é mais lenta que a da mdxima

parcimdnia, requerendo tempo computacional muito maior.



O emprego da estatistica bayseiana em filogenia é o método mais recente em sistemdtica
molecular. Trata-se de uma variante do método ML. A andlise bayesiana é similar ML porque ela
requer o estabelecimento de um modelo evolutivo e o programa procura as melhores drvores que
sdo consistentes com o modelo e com a matriz de sequéncias. Os modelos evolutivos sdo os
mesmos utilizados em ML. O método bayesiano é baseado na idéia de probabilidades posteriores,
isto €, a probabilidade é estimada, baseando-se em algum modelo (probabilidade a priori) depois
de ter incorporado alguma coisa sobre os seus dados (probabilidade posterior).

As inferéncias filogenéticas baseadas em andlise bayesiana sdo realizadas com o
programa MrBayes (Hall 2001), que utiliza o0 método da cadeia de Markov Monte Carlo (MMC). O
método realiza buscas independentes, que ocasionalmente trocam informagdes. Essa busca
permite que ocasionalmente salte um vale, um evento que ndo ocorre no método da mdxima
parcimdnia nem em ML. O produto final na andlise bayesiana é um grupo de drvores que o
programa visitou repetidamente, aumentando a probabilidade de se chegar as drvores 6timas (que
estdo no "topo da montanha"). Assim, em vez de construir uma drvore com a mdxima
probabilidade, a andlise bayesiana produz um grupo de drvores que apresentam aproximadamente
a mesma probabilidade. Na busca, as drvores com menor probabilidade sdo eliminadas. Apds
eliminar essas drvores, faz-se um consenso de maioria das demais drvores. A andlise bayesiana é
mais fdcil de ser interpretada, pois a freqiiéncia com que um determinado clado aparece no grupo
de drvores é assumida como a sua probabilidade (o suporte do clado na filogenia).

Os métodos que vém sendo mais empregados recentemente em sistemdtica molecular sdo
a mdxima parciménia e a andlise bayesiana. Apesar de serem métodos baseados em critérios
muito distintos, resultados com alta congruéncia t&m sido obtidos com uma mesma matriz de
dados (Prado et a/. 2007, Feldberg et al. 2009, Feng et al. 2009, Zhang et al. 2009). Isso é uma
evidéncia da robustez dos métodos usados em sistemdtica molecular.

A sistemdtica molecular parece ser isenta de fragilidades, como subjetividade na selegdo
de caracteres e no julgamento de suas mudangas de estado e caréncia de metodologias
suficientemente poderosas. Ha que se levar em conta, porém, que, apds a obtengdo das sequéncias
de DNA dos organismos sob andlise, elas precisam ser alinhadas. Com grande fregiiéncia,
principalmente quando se utilizam regides ndo-codificantes, um grande nimero de insergdes e
delegdes que se acumularam no curso da evolugdo dificultam sobremaneira a tarefa de obtengdo
do alinhamento mlltiplo. Pode-se dizer que essa fase é o “calcanhar de Aquiles” na metodologia da
sistemdtica molecular. Dado um conjunto de seqiiéncias de DNA, é possivel que duas pessoas

cheguem a distintos alinhamentos mdltiplos (a distintas matrizes). Dependendo do grau de



distingdo entre essas matrizes, pode-se chegar a filogenias mais ou menos distintas. Os
alinhamentos podem ser realizados a mdo ou com auxilio de programas de computador; apds a
obtengdo do alinhamento por computador, pode-se fazer uma otimizagdo manual. No alinhamento
local, subsessdes das sequéncias sdo alinhadas sem se preocupar com o padrdo global das
sequéncias (Morgenstern 2009). Um programa que foi amplamente utilizado no comego foi o
programa ClustalW, um programa de alinhamento global (Morgenstern 2009). O alinhamento
global assume que a totalidade das sequéncias é sequencialmente homdloga e tenta alinhar todas
as bases; isto €, o alinhamento estd relacionado ao comprimento total da sequéncia, tendendo a
inserir menos insergdes ("gaps”) que os programas de alinhamento local. As insergdes sdo
colocadas para que todas as sequéncias apresentem um mesmo comprimento. Buscas heuristicas

podem ser usadas para calcular o 6timo de alinhamentos miltiplos (Morgenstern 2009).

2. Scrophulariaceae

O histérico da classificagdo das Scrophulariaceae inclui grande diversidade de
tratamentos que diferem entre si na delimitagdo da familia (Olmstead & Reeves 1995). Vdrias
classificagdes contempordneas derivam diretamente do tratamento proposto por Bentham (1846,
1876), que reconheceu trés subfamilias: Pseudosolaneae, Antirrhinoideae (Scrophularioideae) e
Rhinanthoideae. Apés os trabalhos de Bentham (1846, 1876), diversas alterages foram
propostas, mas geralmente com pequena receptividade, como a inclusdo de Orobanchaceae,
Globulariaceae, Selaginaceae, Plantaginaceae e Lentibulariaceae em Scrophulariaceae (Hallier
1903, Melchior 1964, Barringer 1993, Olmstead et a/. 2001).

Entre as familias reconhecidas em Lamiales (sensu APG 2003), Scrophulariaceae
encontra-se entre os grupos que certamente incorporam as alteragdes mais significativas
propostas em trabalhos recentes sobre filogenia (Bremer et al 2002, Albach et al 2005,
Oxelman et a/. 2005, Rahmanzadeh et a/. 2005, Tank et a/. 2006, Souza (comunicagdo pessoal)).

Uma das primeiras filogenias moleculares de Scrophulariaceae s./ (Olmstead e Reeves
1995) baseou-se em duas regies do cloroplasto (rbd. e ndhF), resultando em dois clados para
Scrophulariaceae, indicando que a familia € polifilética. O primeiro clado, denominado “scroph I",
contém Buddleja, Celsia, Nicodemia, Scrophularia, Selago e Verbascum e vem sendo tratado como
Scrophulariaceae s.s. (Judd et al 1999). O segundo clado, “scroph II", inclui Antirrhinum,
Digitalis, Veronica e representantes de Callitrichaceae, Hippuridaceae e Plantaginaceae, e vem

sendo chamado de Plantaginaceae (Judd ef a/. 1999, Oxelman et a/. 2005; Albach et a/. 2005).



Trabalhos posteriores (Olmstead et al. 2001, Albach et a/. 2005, Oxelman et a/. 2005) também

evidenciaram grupamentos semelhantes, consolidando uma nova delimitagdo para Plantaginaceae.

2.1 Scrophulariaceae no Brasil

Os primeiros estudos taxondmicos de Scrophulariaceae no Brasil sdo os da Flora
Brasiliensis (Schmidt 1862), compreendendo os tratamentos taxondmicos pioneiros e completos
das espécies brasileiras da familia. Posteriormente, Barroso (1952) realizou novo levantamento
das espécies nativas e cultivadas de Scrophulariaceae do Brasil. Mais recentemente, Souza
(1996) atualizou o levantamento das espécies nativas, propondo o reconhecimento de trés novos
géneros, dez novas espécies e dezesseis novas combinagdes, ressaltando que diversos pontos
sobre as Scrophulariaceae deveriam ser investigados em maior profundidade, incluindo aspectos
referentes ao parasitismo e ds relag8es entre géneros préximos.

Embora seja uma familia bem representada no Brasil, com cerca de 30 géneros e 150
espécies (Souza, 1996), apenas os géneros brasileiros que apresentam distribuicdo geogrdfica
mais ampla t&m sido incluidos em andlises filogenéticas, de tal forma que nessas andlises ndo
figuram géneros endémicos deste pais, como Anamaria, Nothochilus, Physocalyx, Tetraulacium, ou

géneros importantes por sua representatividade na flora nativa, como Esterhazyae Mecardonia.

3. Posicionamento de Gratiolaceae em Scrophulariaceae s./.

Albach et a/. (2005) analisaram Plantaginaceae, baseando-se em quatro marcadores, sendo
um do genoma nuclear (ITS) e trés do genoma mitocondrial (intron matk-trak, intron rpsié e
tral-traL-F). Com base na filogenia e comparando com a classificagdo proposta por Wettstein
(1895 apud Albach et al. 2005), Albach et al. propuseram a divisdo de Plantaginaceae em diversas
tribos: Angelonieae, Antirrhineae, Callitricheae, Cheloneae, Digitalideae, Globularieae, Gratioleae,
Hemiphragmeae, Plantagineae, Russelieae, Sibthorpiea e Veroniceae (Albach et a/. 2005, Tabela

01).



Tabela 1. Lista de géneros incluidos em trés tribos de Plantaginaceae, segundo Albach et al,
(2005).

Tribo Tribo
Género Género

Gratioleae
Achetaria Limnophila
Adenosma Limosella
Ambulia Mecardonia
Amphianthus Morgania
Artanema Otacanthus
Bacopa Scoparia
Bryodes Stemodia
Bythophyton Plantagineae
Dyzygostemon Aragoa
Dodartia Plantago (incluindo Littorella)
Dopatrium
Encopella Angelonieae
Geochorda Angelonia
Gratiola Basistemon
Hydrathelium Melosperma
Hydrotriche Monttea
Ildefonsia Monopera
Tetraulacium Ourisia

Estudando diversos grupos de Scrophulariaceae s./, Rahmanzadeh et a/ (2005)
sequenciaram duas regides do cloroplasto, o intron #r7K e o gene mafK. Com o objetivo de
verificar o posicionamento de Lindernia e géneros préximos, esses autores incluiram trés
espécies da fribo Gratioleae. Verificaram tratar-se de duas linhagens isoladas e, assim,
sugeriram o fratamento desses dois clados como duas familias independentes: Linderniaceae e
Gratiolaceae. O tratamento dado a Gratiolaceae é questionado pelo sistema APG
(http://www.mobot.org/MOBOT/Research/APweb/), uma vez que a proposta baseou-se em
estudo com estreita base amostral.

Um trabalho mais recente envolvendo espécies pertencentes a Gratiolaceae (Estes &
Small 2008), verificou o posicionamento de Amphianthus (género monoespecifico), baseando-se
em dois marcadores do genoma mitocondrial: ndhF e trnS-trnG-trné. Observou-se que
Amphianthus se posicionou dentro do clado de Gratio/a, sendo proposta sua inclusdo como
sinonimia de Gratiola.

A sustentagdo de Gratiolaceae como familia independente foi evidenciada em estudo de
Souza et al. (comunicagdo pessoal), com base em sequéncias de duas regides do cloroplasto, rbc.

e trol-trol-trol-F.



3.1 Sistematica molecular, taxonomia e quimiotaxonomia de Gratiolaceae

Independentemente do nivel hierdrquico atribuido a Gratioleae (Gratiolaceae) (tribo:
Olmstead e Reeves 1995, Olmstead et al. 2001, Oxelman et al. 2005, Albach et al 2005, Estes e
Small 2008; ou familia: Rahmanzadeh et a/. 2005 e Souza et al. (comunicagdo pessoal)), o grupo
invariavelmente emerge nas filogenias como monofilético. O nimero de representantes da tribo
(familia) incluido nessas pesquisas é aparentemente insuficiente para prover seguranga quanto ao
nivel hierdrquico a ser atribuido ao grupo. A pesquisa realizada até agora sobre o grupo com
amostragem mais ampla foi a de Souza ef a/. (comunicagdo pessoal, Figura 1), que sugere a
adequagdo de se reconhecé-lo em nivel de familia, excluindo dele o género Capraria. Diversas
pendéncias permanecem sem solugdo, incluindo principalmente o fato de Stemodia ser
parafilético, diversas de suas espécies agrupando-se com outros géneros de Gratiolaceae (Souza
et al. comunicagdo pessoal, Figura 1). Tudo isso torna as delimitagdes de géneros pouco claras,
uma circunstdncia que é agravada pelo fato de que diversas espécies ainda ndo foram incluidas
nas andlises. A divisdo de Stemodia em diversos outros géneros jd havia sido proposta por Minod
(1918), baseando-se principalmente na estrutura do gineceu. Esse tépico ndo foi ainda

suficientemente investigado, levando-se em conta os géneros que agora incluiriam espécies de

Stemodia.
&: Achetaria erecta
50 |100 Achetaria scutellarioides
75 | 71 .99 Stemodia durantifolia
100 W: Stemodia maritima
60 Stemodia microphylla
69 Scoparia dulcis
98 78 T: Stemodia verticillata
52 180% 29 Stemodia pratensis
97 Stemodia trifoliata
86 73 — Philcoxia minensis
100 86 —— Stemodia stellata
95 Bacopa angulata
98 'W: Bacopa monnieri
P.
10 SR Bacopa salzmanii

Figura 01 - Arvore parcial da andlise baseada em sequéncias de rbd. (Souza et dl.
(comunicagdo pessoal)) em mdxima parcimdnia e andlise bayesiana, incluindo representantes de
Gratiolaceae. Digitos acima e abaixo dos ramos correspondem a valores de “bootstrap” e
probabilidades porteriores, respectivamente.



Baseando-se em caracteres morfoldgicos, Fischer (2004 apud Rahmanzadeh et a/. 2005)
reconhece em Gratiolaceae 32 géneros, agrupados em trés tribos: Gratioleae, Stemodieae e
Limoselleae (Tabela 02). Duas tribos apresentam espécies brasileiras: Gratioleae, com dezesseis
géneros, seis deles com espécies brasileiras (Bacopa, Capraria, Gratiola, Mecardonia, Philcoxia e
Scoparia), e Stemodiaeae, com quinze géneros, seis deles com espécies brasileiras (Achetaria,

Conobea, Dizygostemon, Otacanthus, Stemodiae Tetraulacium).

Tabela 2 - Classificagdo de Gratiolaceae segundo Rahmanzadeh et al.
(2005), baseada na classificagdo de Fisher.

Tribo Tribo
Género Género
Gratioleae Stemodieae
Amphianthus Achetaria
Bacopa Adenosma
Benjaminia Cheilophy/!lum
Boelckea Conobea
Braunblanquetia Darcya
Capraria Dizygostemon
Deinostema Leucospora
Dopatrium Lindenbergia
Gratiola Morgania
Hydrotriche Otacanthus
Limnophila Schistophragma
Maeviella Schizosepala
Mecardonia Stemodia
Philcoxia Stemodiopsis
Scoparia Tetraulacium
Sophronanthe Limoselleae
Limosella

Diversos trabalhos baseados em dados macromoleculares mostraram que Capraria ndo é
membro de Gratiolaceae (Oxelman et a/. 2005, Tank et a/. 2006, Souza comunicagdo pessoal). A
distribui¢do de espécies dessa familia no Brasil é bem ampla, abrangendo todos os estados. Em
geral, os individuos sdo ervas de locais Gmidos, como beira de riachos, sombras de rochas ou solo
arenoso (Souza 1996).

Considerando apenas os géneros que ocorrem no Brasil, tem-se a seguinte lista (nimero
de espécies entfre parénteses): Achetaria (4), Bacopa (26), Conobea (4), Dizygostemon (1),
Gratiola (1), Mecardonia (4), Otacanthus (4), Philcoxia (3), Scoparia (6), Stemodia (14),
Tetraulacium (1). Dentre os onze géneros com ocorréncia no Brasil, trés sdo restritos ao

territério brasileiro: Dizygostemon e Tetraulacium (monoespecificos e restritos ao nordeste do
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Brasil) e Philcoxia (com ocorréncia em trés estados: Bahia, Goids e Minas Gerais). Stemodia e
Bacopa sdo os géneros com maior niimero de espécies (Souza 1996).

Nem todos os géneros apresentam espécies com homes vulgares; os que apresentam sdo
listados a seguir: Bacopa (B. sessiliflora - pataqueira, B. aguatica - comida-de-tracajd, bacopd),
Conobea (C. aquatica - pataqueira, vassourinha-d'dgua, vassourinha-do-brejo; ¢ scoparioides -
pataqueira, vassourinha-do-brejo), Otacanthus (O. coeruleus - incenso), Scoparia (5. dulcis -
vassourinha, vassourinha-de-botdo, vassourinha-doce), Stemodia (S. maritima - meladinha; S.
stricta - meladinha-ereta; S. durantifolia - meladinha-verdadeira, paracari; S. foliosa -
meladinha; S. trifoliata - meladinha-de-trés-folhas; S. verticillata - meladinha-and) (Souza 1996).

Baseando-se nha morfologia, ¢ dificil definir Gratiolaceae, mas algumas caracteristicas
ajudam a separd-las de outras Scrophulariaceae s./. (Rahmanzadeh et a/ 2005). Os caracteres
mais importantes sdo do évulo e da anatomia da semente. As camadas intermedidrias do
indumento do évulo sdo formadas por 1-3 células endoteliais e estdo arranjadas em 6-8 colunas
longitudinais, grandes e transversalmente alongadas que se espessam somente em diregdo ao
endosperma. O endosperma da semente madura € liso ou sulcado, as sementes apresentam
ranhuras longitudinais, e as células da testa mostram-se como ganchos de paredes espessadas
(Rahmanzadeh et a/. 2005).

Grayer et al. (1999) caracterizam quimicamente as Scrophulariaceae s./. pela presenga de
iriddides, a tendéncia de produzir flavonas 6- e/ou 8-hidroxiladas, a presenga de verbascosideo e
a presenca de dcidos caféicos conjugados. Os trabalhos de Ramesh et al (1979),
Grayerbarkmeijer & Tomasbarberan (1993) e Proliac et a/ (1991) analisaram quatro espécies:
Scoparia dulcis, Stemodia viscosa, Gratiola officinalis e Bacopa monnieri, encontrando principal
ou exclusivamente a presenga de flavonas, algumas delas 6- e/ou 8-hidroxiladas.

O ndmero de trabalhos abordando Gratiolaceae é escasso. Devido a isso, na revisdo de
Scrophulariaceae s./ de Tank et al (2006) poucos comentdrios puderam ser feitos sobre
Gratiolaceae, com a mengdo de que esse é um dos grupos de Scrophulariaceae s./ com menos
estudos. Os autores comentam que géneros anterioremente incluidos em Gratioleae séo agora
posicionados em outras familias: Melosperma e Monttea em Plantaginaceae, Angelonieae;
Artanema, Craterostigma, Crepidorhopalon, Lindernia, Micranthemum, Picria, Stemodiopsis e
Torenia em Linderniaceae; Capraria e Limosella em Scrophulariaceae s.s. e Lindenbergia em
Orobanchaceae. Os Unicos géneros, com poucos ou apenas um terminal, que foram incluidos em
filogenias moleculares e mantidos em Gratiolaceae foram: Amphianthus, Bacopa, Gratiola,

Mecardonia, Otacanthus, Scoparia e Stemodia.
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Uma vez que hd poucos estudos sobre delimitagdo de Gratiolaceae em nivel de familia e
género, e que o nimero de tdxons estudados do ponto de vista filogenético até o momento é
muito pequeno, esta tese tem como objetivo realizar uma inferéncia filogenética envolvendo a
familia, incluindo o maior nimero possivel de espécies heotropicais. Foram selecionados trés
marcadores para fins de andlise filogenética: as regiées NAD (mitocondrial), traL-tral-tral-F e

rpslé (ambas do cloroplasto).
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II. MATERIAL E METODOS

1. Material

Exsicatas do material coletado foram depositadas nos Herbdrios SPF (Instituto de
Biociéncias, USP) e ESA (ESALQ, USP). Diversos estados do Brasil foram visitados para coleta
de material suficiente para cobrir a ampla distribui¢cdo de Gratiolaceae no Brasil. A Tabela 3
apresenta uma lista de espécies da ordem Lamiales analisadas, incluindo espécies de Gratiolaceae
e de outras familias, com vistas ao estabelecimento de relagdes de Gratiolaceae com familias
proximas. Para fins de andlise filogenética, foi escolhido como grupo externo Olea europaea:
Oleaceae, Plocospermataceae e Tetrachondraceae estdo na base de Lamiales, segundo o site do
APG (www.mobot.org/mobot/research/apweb/welcome.html). Algumas espécies tiveram de ser
verificadas pelo site do APG (www.mobot.org/mobot/research/apweb/welcome.html),

modificando apenas o grau hierdrquico de tribo para familia (Gratioleae - Gratiolaceae).
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Tabela 3 - Lista de espécies de Gratiolaceae utilizadas em inferéncia filogenética baseada em sequéncias
de bases de DNA. Sdo apresentados os respectivos niimeros de coletores ( V.C.Souza - Vinicius Castro e
Souza, C.D.N.Rodrigues - Cristiane Del Nero Rodrigues). Sequéncias do Genbank utilizadas apresentam
respectivos nimeros de acesso e referéncias bibliogrdficas. (* - No Genbank a sequéncia foi depositada
como M. flagellaris, mas neste trabalho é tratada como M. procumbens var. flagellaris)

Familia Coletor e o n°. de No. de acesso | No. de acesso Referéncia
Espécies coleta do Genbank do Genbank
tral-trol-F rpslé
Gratiolaceae
Achetaria erecta (Spreng.) V.C.Souza 28935
Wettst.
Achetaria ocymoides (Cham. C.D.N.Rodrigues 103
&Schltdl.) Wettst. (A)
Achetaria ocymoides (Cham. V.C.Souza 32002
&Schltdl.) Wettst. (B)
Achetaria scutellarioides C.D.N.Rodrigues 73
(Benth) Wettst. (A)
Achetaria scutellarioides C.D.N.Rodrigues 80
(Benth) Wettst. (B)
Achetaria scutellarioides V.C.Souza 26028
(Benth) Wettst. (C)
Bacopa angulata (Benth.) V.C.Souza 28716
Edwall
Bacopa aquatica Aubl. V.C.Souza 28715
Bacopa eisenii (Kellogg) Pennell EF467888 Fritsch et a/. 2007
Bacopa gratioloides (Cham.) C.D.N.Rodrigues 64
Edwall (A)
Bacopa gratioloides (Cham.) V.C.Souza 29900
Edwall (B)
Bacopa monnieri(L.) Pennell V.C.Souza 28954
(A)
Bacopa monnieri(L.) Pennell (B) V.C.Souza 32001
Bacopa monnieri(L.) Pennell (C) AY492170 AY492196 Albach et a/. 2005
Bacopa monnierioides (Cham.) C.D.N.Rodrigues 90
Robinson
Bacopa myriophylloides V.C.Souza 32412
(Benth.) Wettst.
Bacopa reptans (Benth.) V.C.Souza 32457
Wettst. ex Edwall (A)
Bacopa repens (Sw.) Wettst. EF467887 Fritsch et a/ 2007
(8)
Bacopa salzmanii (Benth.) V.C.Souza 26766
Wettst. (A)
Bacopa salzmanii (Benth.) V.C.Souza 28771
Wettst. (B)
Bacopa scabravar. laxiflora V.C.Souza 32461
(Benth.) V.C.Souza
Bacopa stricta (Schrad.) C.D.N.Rodrigues 111
Wettst.
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Tabela 3 - (Continuagdo)

Familia
Espécies

Coletor e o n°. de
coleta

No. de acesso
do Genbank
tral-trnl-F

No. de acesso
do Genbank
rpslé

Referéncia

Gratiolaceae

Conobea multifida Benth.

AJ608597

Oxelman et al. 2005

Conobea scoparioides (Cham. &
Schltdl)

V.C.Souza 30718

Dopatrium junceum (Roxb.)
Buch.-Ham.. ex Benth.

EF467885

Fritsch et al 2007

Gratiola brevifolia Raf.

AY727441

Shaw et al. 2005

Gratiola neglecta Torr.,

AY727433

Shaw et al. 2005

Gratiola pilosa Michx.

AJ608591

AJ609182

Oxelman et al. 2005

Gratiola virginiana L.

AY727445

Shaw et al. 2005

Hydrotriche hottoniiflora
Zucc.

EF467886

Fritsch et al 2007

Limnophila x ludoviciana
Thieret

EF467890

Fritsch et al 2007

Mecardonia procumbens (Mill.)
Small var. procumbens (A)

C.D.N.Rodrigues 25

Mecardonia procumbens (B)

V.C.Souza 32387

Mecardonia procumbens (Mill.)
Small var. procumbens (C)

V.C.Souza 32146

Mecardonia procumbens (Mill.)
Small var. procumbens (D)

V.C.Souza 32008

Mecardonia procumbens (Mill.)
Small (E)

AY492184

AY492215

Albach et al. 2005

Mecardonia procumbens var.
caespitosa (Cham.) V.C.Souza (A)

C.D.N.Rodrigues 24

Mecardonia procumbens var.
caespitosa (Cham.) V.C.Souza (B)

V.C.Souza 32094

Mecardonia procumbens var.
tenella (Cham. & Schltdl.)
V.C.Souza

C.D.N.Rodrigues 136

Mecardonia procumbens var.
flagellaris* (Cham. & Schltdl.)
V.C.Souza

AJ608627

AJ609166

Oxelman et al. 2005

Otacanthus azureus (Linden)
Ronse

C.D.N.Rodrigues 26

Oftacanthus platychilus (Radlk.)
Taub. (A)

C.D.N.Rodrigues 108

Oftacanthus platychilus (Radlk.)
Taub. (B)

V.C.Souza 29678

Otacanthus fernandensii Ronse

V.Demuner 2966

Otacanthus sp2

AY492188

AY492219

Albach et al 2005

Philcoxia minensisV.C.Souza &
Giul. (A)

C.D.N.Rodrigues 117

Philcoxia minensis V.C.Souza &
Giul. (B)

V.C.Souza 25444

Philcoxia minensis V.C.Souza &
Giul. (€)

EF467889

Fritsch et al 2007
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Tabela 3 - (Continuagdo)

Familia Coletor e o n°. de No. de acesso | No. de acesso Referéncia
Espécies coleta do Genbank do Genbank
traL-tral-F rpslé
Gratiolaceae
Scoparia dulcis L. (A) C.D.N.Rodrigues 36
Scoparia dulcis L. (B) V.C.Souza 25377
Scoparia duleis L. (C) V.C.Souza 32148
Scoparia dulcis L. (D) AY492191 AY492223 Albach et a/. 2005
Scoparia duleis L. (E) AJ609140 Oxelman et al. 2005
Scoparia ericacea Cham & C.D.N.Rodrigues 99
Schltdl. (A)
Scoparia ericacea Cham & C.D.N.Rodrigues 102
Schltdl. (B)
Scoparia montevidensis €.D.N.Rodrigues 101
(Spreng.) R.E.Fr. (A)
Scoparia montevidensis V.C.Souza 32411
(Spreng.) R.E.Fr. (B)
Scoparia pinnatifida Cham. C.D.N.Rodrigues 129
Stemodia durantifolia (L.) Sw. C.D.N.Rodrigues 51
(A)
Stemodia durantifolia (L.) Sw. V.C.Souza 28714
(B)
Stemodia durantifolia (L.) Sw. AY492225 Albach et al. 2005
©
Stemodia foliosa Benth. (A) C.D.N.Rodrigues 81
Stemodia foliosa Benth. (B) V.C.Souza 25748
Stemodia foliosa Benth. (C) V.C.Souza 28938
Stemodia glabra Spreng. AJ608566 AJ609138 Oxelman et a/. 2005

Stemodia maritimal. (A)

C.D.N.Rodrigues 38

Stemodia maritimal. (B)

V.C.Souza 28666

Stemodia maritimal. (C)

V.C.Souza 28673

Stemodia microphylla C.D.N.Rodrigues 8
J.A.Schmidt. (A)
Stemodia microphylla V.C.Souza 28444

J.A.Schmidt. (B)

Stemodia stellata B.L.Turner

(A)

C.D.N.Rodrigues 118

Stemodia stellata B.L.Turner
(B)

V.C.Souza 28474

Stemodia trifoliata (Link)
Reichb. (A)

V.C.Souza 27514

Stemodia trifoliata (Link)
Reichb. (B)

V.C.Souza 32147

Stemodia vandellioides
(Benth.) V.C.Souza (A)

V.C.Souza 27504

Stemodia vandellioides
(Benth.) V.C.Souza (B)

V.C.Souza 32151

Stemodia veronicoides
J.A.Schmidt.

C.D.N.Rodrigues 104
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Tabela 3 - (Continuagdo)

Familia Coletor e o n°. de No. de acesso | No. de acesso Referéncia
Espécies coleta do Genbank do Genbank
troL-tral-F rpslé
Gratiolaceae
Stemodia verticillata (Mill.) C.D.N.Rodrigues 30
Hassl. (A)
Stemodia verticillata (Mill.) V.C.Souza 30067
Hassl. (B)
Stemodia verticillata (Mill.) V.C.Souza 32149
Hassl. (C)
Stemodia sp C.D.N.Rodrigues 121
Tetraulacium veroniciforme C.D.N.Rodrigues 94
Turcz. (A)
Tetraulacium veroniciforme V.C.Souza 28919
Turcz. (B)
Plantaginaceae
Tribo Plantagineae
Plantago australis Lam. AJ101929 Ronsted et a/ 2002
Plantago coronopus L. AF486419 Albach et a/ 2004
Plantago lanceolatal. (A) C.D.N.Rodrigues 28
Plantago lanceolatal. (B) AY101952 Ronsted et al. 2002
Plantago majorL. (A) C.D.N.Rodrigues 27
Plantago majorL. (B) AY101917 Ronsted et al. 2002

Tribo Angelonieae

Angelonia arguta V.C.Souza 26371
Angelonia biflora (A) C.D.N.Rodrigues 23
Angelonia biflora (B) V.C.Souza 28688
Angelonia cornigera V.C.Souza 26233
Angelonia crassifolia V.C.Souza 25385
Angelonia procumbens V.C.Souza 30684
Angelonia pubescens (A) C.D.N.Rodrigues 84
Angelonia pubescens (B) V.C.Souza 28936
Angelonia salicariifolia V.C.Souza 29679

Acanthaceae

Acanthaceae spl

C.D.N.Rodrigues 71

Acanthaceae sp2

C.D.N.Rodrigues 76

Acanthaceae sp3

C.D.N.Rodrigues 87

Bignoniaceae

Arrabideae sceptrum (Cham.)
Sandwith

C.D.N.Rodrigues 20

Jacaranda caroba (Vell.) A.DC.

€.D.N.Rodrigues 16

Jacaranda racemosa Cham.

C.D.N.Rodrigues 7

Calceolariaceae

Calceolaria tripartitaRuiz &
Pav.

V.C.Souza 28017
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Tabela 3 - (Continuagdo)

Familia
Tribo
Espécies

Coletor e o n°. de
coleta

No. de acesso
do Genbank
tralL-tral-F

No. de acesso
do Genbank
rpslé

Referéncia

Gesneriaceae

Cubitanthus alatus (Cham.
&Schltdl.) Barringer

V.C.Souza 30746

Lamiaceae

Hypenia sp.

C.D.N.Rodrigues 17

Linderniaceae

Lindernia crustacea (L.) F.
Muell. (A)

C.D.N.Rodrigues 31

Lindernia crustacea (L.) F.
Muell. (B)

C.D.N.Rodrigues 48

Micranthemum umbrosum
S.F. Blake

V.C.Souza 30001

Stemodiopsis buchananii
Skan

AJ608565

AJ609137

Oxelman et al. 2005

Torenia thouarsii (Cham. &
Schitdl.) Kuntze

C.D.N.Rodrigues 109

Oleaceae

Olea europaeal.. (A)

FJ490798

Ferri et al. 2009

Olea europaeal.. (A)

AJ431047

Bremer et al 2002

Olea europaeal.. (B)

AF225275

Wallander & Albert
2000

Orobanchaceae

Lindenbergia philippensis
(Cham. & Schltdl.) Benth.

AJ608586

AJ609169

Oxelman et al. 2005

Lindenbergia sp.

AJ430924

AJ431049

Bremer et al 2002

Schlegeliaceae

Schlegelia sp.

V.C.Souza 29684

Scrophulariaceae

Capraria bifloral. (A)

C.D.N.Rodrigues 22

Capraria bifloral. (B)

V.C.Souza 28689

Capraria bifloral. (C)

AJ608608

AJ609198

Oxelman et al. 2005

Limosella aguatical.

AJ608587

Oxelman et al. 2005

Limosella grandifiora Benth.

AJ609170

Oxelman et al. 2005

Scrophularia agquatical. (A) V.C.Souza 33119

Scrophularia aquatica L. (B) cultivado
Verbenaceae

Lippia sp. C.D.N.Rodrigues 15

Phyla sp. C.D.N.Rodrigues 75
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2. Métodos

2.1. Sequenciamento de DNA

O DNA total foi extraido de folhas armazenadas em gel de silica com indicador de
umidade, segundo Ferreira & Grattapaglia (1996). A qualidade do DNA obtido e sua quantidade
relativa foi avaliada por eletroforese em gel de agarose 1%. A visualizagdo foi feita com auxilio
de brometo de etideo, em transiluminador de luz UV.

O protocolo para amplificagdo em termociclador compreendeu o uso de diversos
reagentes como: iniciadores (Tabela 4) a 10 uM, dNTPs a 2 mM cada, Tag DNA polimerase,
tampdo 5X, betaina 5 M, TMACI e 2 pL de extrato de DNA gendmico total. As quantidades
utilizadas de cada reagente para cada marcador, assim como sua programagdo em termociclador,

encontram-se na Tabela 6. Todas as reagdes foram feitas com volume final de 50 pL.

Para a reagéio de amplificagdo foram testadas diversas regides dos trés genomas como
apresentado na Tabela 4 e 5. Os dois marcadores do genoma nuclear testados (rpb2 e ncpGS)
tiveram problemas. Para a regido rpbZ obteve-se o amplificado, entretanto seu amplificado
apresentou poucas bases (cerca de 200 pb), apresentando pouca variagdo entre as poucas
sequéncias testadas. Para a regido ncpGS, obtiveram-se alguns amplificados, entretanto
ocorreram problemas com o sequenciamento, descartando-se esse marcador. Todas as
amplificag@oes obtidas de NAD (genoma mitocondrial) apresentaram um produto secunddrio de
+/- 200 pb. Para eliminar esse contaminante, todo o volume da reagdo de amplificagdo foi
analisado em gel de agarose 2% e a banda de interesse (com maior nimero de pares de bases) foi
eluida do gel. A purificagdo do material amplificado satisfatoriamente, tanto na forma liquida
quanto eluida do gel, foi feita com o Kit "Concert Rapid PCR Purification System - Gibco BRL", de
acordo com protocolo recomendado pelo fabricante.

A reagdo de amplificagdo para sequenciamento foi feita com 2 uL de BigDye Terminator
(ABI Systems) versdo 3.0, 0,25 uL de iniciador a 10 nM e de 3-9 uL do produto amplificado e
purificado. Foi usado o seguinte programa para o termociclador: 40 ciclos, 96°C, 10 seg; 49-51°C,

20 seg; 60°C, 4 min; 15°C por tempo indeterminado.
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Tabela 4 - Iniciadores utilizados para amplificagdo e sequenciamento das regides rpb2 (Oxelman
& Bremer 2000 '), trnL-trnl-F (Taberlet et al 1991 ?), rpslé (Oxelman et al 1997 3), ncp6S
(Emshwiller & Doyle 1999%) e NAD (Dumolin-Lapégue et a/ 1997 °) em andlise filogenética de
Gratiolacae. Iniciadores assinalados com asterisco foram utilizados exclusivamente para fins de
sequenciamento. O iniciador nad 400 foi desenhado no laboratdrio °.

Marcador Iniciador Sequéncia (5' - 3" Sentido
rpb2 6935F ! TCTGGTGAGGATGTTATCATTGGGAA direto
rpb2 8032R! GCTCCTGGAARAGCARTTTGCADGCATA reverso
traL-tral-F tab ¢ ? CGAAATCGGTAGACGCTACG direto
traL-tral-F tab f 2 ATTTGAACTGGTGACACGAG reverso
traL-tral-F tab d #* GGGGATAGAGGGACTTGAAC reverso
trol-trol-F tab e 2* GGTTCAAGTCCCTCTATCCC direto
rpslé rpsf GTGGTAGAAAGCAACGTGCGACTT direto
rpslé rpsr2 * TC6GGATCGAACATCAATTGCAAC reverso
ncp6S GScp 687f *  GATGCTCACTACAAGGCTTG direto
ncpGS GScp 994r*  AATGTGCTCTTTETGGCGAAG reverso
NAD 7/2e7/3 nad 7/2° GCTTTACCTTATTCTGATCG direto
NAD 7/2e7/3 nad 7/3° TGTTCTTGGGCCATCATAGA reverso
NAD 7/2e7/3 nad 400 * TAGGAGCATTCGGTGGAACCGGTGAA direto

Tabela 5 - Quantidade de reagentes e programagdo do termociclador usados para cada regido de
DNA em andlise filogenética de Gratiolaceae.

Marcadores rpb2 trol-trol-Fe ncpGS NAD
rpsi16
Reagentes
Tampdo 5X 10 uL 10 uL 10 uL 10 uL
Iniciadores (10 uM) 1uL 0,5 uL 1uL 15uL
dNTPs (2 mM cada) 4 uL 3ulL 4 uL 4 ulL
Taq DNA Polimerase 0,25 uL 0,25 uL 0,25 uL 0,5 uL
TMACI 20 uL - 20 uL 20 uL
Agua MiliQ 11,75 uL 33,75 uL 11,75 uL 10,5 uL
Pragramagdo do
termociclador
1 ciclo 96°C - 4 min 94°C - 3 min 96°C - 4 min 94°C - 2 min
40 ciclos 96°C - 1 min 94°C - 1 min 96°C - 1 min 94°C - 1 min
54-56°C - 1 mine | 50-53°C-1mine | 56°C-1mine | 55-60°C-1mine
45 s 30s 45 s 45 s
72°C - 3 min 72°C - 2 min 72°C - 3 min 72°C - 3 min
1 ciclo 72°C - 10 min; 72°C - 7 min 72°C - 10 min; 72°C - 10 min
15°C - indefin. 15°C - indefin. 15°C - indefin. 15°C - indefin.
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Apés a reagdo de amplificagdo para sequenciamento, o DNA foi precipitado com 40 ulL de
isopropanol 75% em cada local da placa de 96 pogos por 20 min a temperatura ambiente e
centrifugado a 4000 rpm por 40 min. O sobrenadente foi descartado e adicionados 200 L de
etanol 70%, centrifugando-se a 4000 rpm por 10 min. O sobrenadante foi descartado e o residuo
foi seco em “speed vaccum” até secura total. A solubilizagdo do residuo foi feita segundo
procedimento adequado ao modelo de sequenciador a ser utilizado. O sequenciamento foi feito em
equipamento ABI Prism 3100 ou 3700.

As sequéncias diretas e reversas de uma mesma amostra foram complementadas e
posteriormente alinhadas em computador PC, com o programa BioEdit. (Anexo 1 - Protocolo
detalhado oferecido ha Oficina de filogenia em jan/2009). Para as inferéncias filogenéticas, os
caracteres foram ndo ordenados e sem pesagem. Foram construidos cladogramas pelo critério da
mdxima parcimdnia com o programa PAUP 4.0b (Swofford 2002), usando-se busca heuristica. Foi
feita a avaliagdo da consisténcia dos clados pelo método “bootstrap” (BS) com 1000 réplicas
(Felsenstein 1985). Valores de "bootstrap” (BS) iguais ou superiores a 85 foram assumidos como
indicativos de forte apoio; entre 85 e 70, apoio mediano; abaixo de 70, fraco apoio (Anexo 2 -
protocolo detalhado). Para a combinagdo de matrizes de distintos marcadores foi realizado o
teste de congruéncia ILD. Foi testada a combinagdo das matrizes de rpsi6 e trnl-trnl-F. Ndo se
cogitou incluir a matriz de NAD, uma vez que se conseguiram sequéncias para nimero muito
menor de terminais, quer devido a dificuldades encontradas nas andlises moleculares, quer pelo
limitado nimero de sequéncias ho GenBank. A andlise filogenética com base em seqiiéncias de
rpsi6 + tral-tral-F serd denominada de agora em diante AC (andlise combinada). O critério para
decisdio sobre congruéncia ou ndo baseou-se no valor P=0,05, assumindo-se como indicativos de
congruéncia valores acima desse nivel critico (Mason-Gamer & Kellog 1996, Barker & Lutzoni
2002) (Anexo 3 - protocolo detalhado).

A fim de ampliar a confiabilidade da inferéncia filogenética, foram realizadas também
andlises pelo método bayesiano, usando-se o programa MrBayes (Hall 2001). Determinou-se o
melhor modelo evolutivo para cada marcador com o programa MrModeltest v.2.3 (Nylander
2004). A andlise bayesiana para cada marcador baseou-se em duas rodadas simultdneas com
quatro cadeias (uma quente e trés frias) em cada rodada. Foram obtidas 10.000.000 de geragdes
para cada cadeia, salvando-se uma drvore a cada 1.000 geragdes, com excegdo da AC, para a qual
sé foi possivel obter 8.322.000 geragdes. Foram considerados clados com alta sustentagdo
aqueles que apresentaram valores de probabilidade posterior (PP) iguais ou superiores a 0.95

(Anexo 4 - protocolo detalhado).
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A edigdo das drvores foi feita com o programa Tree Graph, associado aos programas

TreeView, Crimson Editor e Inkscape. (Anexo 5 - protocolo detalhado).
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ITII. Resultados e Discussdo

1. Comentdrios sobre Gratiolaceae e sua posi¢do na filogenia de Lamiales

Os pardmetros obtidos na andlise de mdxima parciménia (nimero de caracteres, niimero
de terminais, nimero de passos, CI, RI, RC) e na andlise bayesiana (modelo evolutivo e “burn-in")
dos trés marcadores analisados isoladamente (NAD, rpsi6 e trnlL-trnL-F) e para a AC (rpsi6 e
tral-tral-F) estdo apresentados na Tabela 6.

O fteste de congruéncia ILD foi realizado duas vezes. Combinaram-se as matrizes de
rpsi6 e tralL-trnl-F, incluindo-se o terminal Mecardonia procumbens var. flagellaris, obteve-se
P=0.1, indicando que as topologias baseadas nas matrizes individualmente sdo incongruentes
(P<0.05). Outra andlise foi realizada excluindo-se o terminal anteriormente citado, obtendo-se
entdo P=0,65, indicando, portanto, congruéncia. Se observarmos a emergéncia de M. procumbens
var flagellaris nas andlises com os marcadores rpsi6 (Figuras 2 e 3) e trnl-trnL-F (Figuras 4 e 5),
verificamos que na andlise de rps/6 o terminal inclui-se no clado de Mecardonia, enquanto na
andlise de traL-trnL-F ele emerge junto com Scrophularia aguatica. Dai a incongruéncia indicada
por ILD. Os resultados das andlises filogenéticas sdo discutidos com base na AC, excluindo-se,
portanto, M. procumbens var flagellaris. Consideragbes sobre essa variedade sdo feitas mais
adiante, na discussdo sobre Mecardonia.

Dos onze géneros de Gratiolaceae com ocorréncia nho Brasil nove foram incluidos nas
andlises deste trabalho: Achetaria, Bacopa, Conobea, Mecardonia, Oftacanthus, Philcoxia,
Scoparia, Stemodia, Tetraulacium. Ndo tendo sido incluido dois géneros que no Brasil apresentam
uma espécie (Dizygostemon floribundum e Gratiola peruviana). Cada género serd discutido a
seguir separadamente, com excegdo de Achetaria-Otacanthus e Bacopa-Conobea.

O clado correspondente a Gratiolaceae é fortemente apoiado em todas as andlises
filogenéticas realizadas, exceto na de mdxima parcimdnia com base em rpsi6 (BS 67, Figura 2).
Em AC, o clado recebe forte apoio, tanto por mdxima parciménia (BS 99) quanto na andlise
bayesiana (PP 1,00) (Figuras 6 e 7, respectivamente). Também nas andlises baseadas em
sequéncias de NAD o clado Gratiolaceae é fortemente apoiado: BS 97 e PP 0,96 (Figuras 8 e 9,
respectivamente). Nas andlises baseadas em NAD, hd uma incongruéncia no confronto das
topologias correspondentes a mdxima parcimdnia (Figura 8) e bayesiana (Figura 9): no primeiro

caso, Philcoxia emerge fora do clado de Gratiolaceae, junto com Plantago, embora com fraca
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sustentagdo (BS 66); no segundo caso, Philcoxia é grupo irmdo das demais Gratiolaceae, e sua
exclusdo do clado implica em forte redugdo do grau de sustentagdo (de PP 0,96 para 0,68).

Levando-se em conta a delimitagdo de Rahmanzadeh et a/. (2005) para as Gratiolaceae
(Tabela 02), observa-se que quatro géneros (Capraria, Limosella, Lindenbergia e Stemodiopsis)
ndo se encontram no clado de Gratiolaceae nas Figuras 2 - 7. Na revisdo de Tank et a/. (2006),
esses quatro géneros posicionam-se em outras familias (Stemodiopsis: Linderniaceae; Capraria e
Limosella.  Scrophulariaceae ss.. Lindenbergia.  Orobanchaceae). Analisando-se  os
relacionamentos dos quatro géneros com outros grupos nas Figuras 2 - 7, nota-se que Capraria e
Limosella emergem no clado em que se situa Scrophularia aguatica, corroborando sua inclusdo em
Scrophulariaceae s.s. Embora se tenha obtido fraco apoio em algumas andlises (rpsi6: BS 67 e
traL-tral-F. PP 0,71), em AC o clado combinando Capraria e Limosella com Scrophularia é
fortemente sustentado (BS 90 e PP 1,00, Figuras 6 e 7, respectivamente). A inclusdo de
Stemodiopsis em Linderniaceae (Tank et a/ 2006) torna essa familia parafilética, segundo os
resultados observados nas Figuras 2 -7. a monofilia seria alcangada com a fusdo entre
Linderniaceae e Gesneriaceae, pois Stemodiopsis emerge junto com Cubitanthus (Gesneriaceae)
num clado fortemente sustentado em todas as andlises (Figuras 2-7). Os resultados das andlises
realizadas ndo ajudam a esclarecer a situagdo de Lindenbergia. As duas amostras analisadas
situam-se num grupamento fracamente sustentado, incluindo representantes de vdrias familias
(Acanthaceae, Bignoniaceae, Gesneriaceae, Lamiaceae, Linderniaceae e Schlegeliaceae, Figuras 2-
7). Além disso, nenhum outro género de Orobanchaceae foi incluido nas andlises. Portanto, para
que a delimitagdo de Gratiolaceae sensu Rahmanzadeh et a/. (2005) satisfaga a condigdo de
monofilia, seria necessdria a exclusdo de Capraria, Limosella, Linderbergia e Stemodiopsis.

Por seu turno, a delimitagdo de Gratioleae proposta por Albach et a/ (2005) (Tabela 01)
também ndo satisfaz a condigdo de monofilia, que requeriria, segundo as Figuras 2-7, a exclusdo
de Limosella e inclusdo de Conobea e Philcoxia. Na revisdo do grupo realizada por Tank et a/.
(2006), as Gratioleae compreendem sete géneros: Amphianthus, Bacopa, Gratiola, Mecardonia,
Otacanthus, Scoparia e Stemodia. As andlises correspondentes ds Figuras 2-6 indicam que outros
seis géneros devem ser incluidos no grupo para tornd-lo monofilético: Achetaria, Conobea,

Dopatrium, Hydrotriche, Philcoxiae Tetraulacium.
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Tabela 6 - Pardmetros obtidos nas andlises de parcimdnia e bayesiana. Os pardmetros sdo
apresentados para as regides analisadas separadamente (NAD, rpsi6 e trnl-trnl-F) e para as
regi6es combinadas (rpsi6 e trnL-tral-F).

Método NAD rpsi6 tral- rpsi6 +
Pardmetros frol-F frot-
trol-F
Mdxima parciménia
No. de terminais 82 106 119 98
No. de passos 429 1449 1256 2407
No. de caracteres informativos 218 461 413 806
No. de caracteres constantes 976 511 330 901
No. de caracteres varidveis e ndo 113 110 90 208
informativos
Indice de Consisténcia (CI) 0.8811 0.5942 0.6067 0.6157
Indice de Consisténcia Reescalonado | 0.8449 0.4956 0.5232 0.5198
(RS)
Indice de Retengdo (RI) 0.9589 0.8341 0.8624 0.8442
Andlise bayesiana
Modelo Evolutivo JC+G GTR+I+6 | GTR+I+G | GTR+I+G
“Burn-in" 44 90 110 81

Observando-se as andlises de rpsi6, trnL-tral-F e combinada as Figuras 2 - 7 mostram
que Angelonia é grupo irmdo de Gratiolaceae, embora os valores que sustentem essa condigdo
sejam diversos. Na AC, a sustentagdo é robusta: BS 89 e PP 1.00 (Figuras 6 e 7). Porém, nas
andlises baseadas em marcadores isolados o apoio ndo é forte (rpsi6 - PP 0,67, traL-trnl-F - BS
53, PP 0,67, Figuras 3, 4 e 5) ou negligencidvel (rps16, mdxima parciménia, Figura 2). Resultados
semelhantes fambém foram encontrados por Albach ef a/. (2005), em que Angelonieae (Angelonia,
Basistemon, Melosperma e Monttea) apresentou-se como grupo irmdo de Gratioleae. No trabalho
de Oxelman et al (2005) Angelonia, Basistemon, Melosperma, Monttea e Ourisia também se
caracterizaram como grupo irmdo das espécies aqui tratadas em Gratiolaceae.

O DNA mitocondrial (ho caso deste trabalho, o gene NAD) indica um outro grupo na
condi¢do de irmdo de Gratiolaceae: trata-se de um clado relativamente grande, incluindo
Linderniaceae, Scrophulariaceae s.s., Bignoniaceae, Plantaginaceae, além de Angelonia. O apoio
para esse clado, porém, é negligencidvel (mdxima parciménia, Figura 8) ou fracamente (PP 0,91,
Figura 9).

Em todas as andlises, as Plantaginaceae ndo se apresentam como grupo monofilético,
dividindo-se em dois clados, Angelonieae e Plantagineae (Figuras 2-9). Em seu trabalho, Souza

(comunicagdo pessoal) propde a promogdo de Angelonieae (tribo) para familia.
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Os relacionamentos entre as familias de Lamiales ainda ndo estdo claros. No sistema
mostrado no site do APG, Lamiales apresenta em posigdo basal Plocospermataceae, Oleaceae,
Tetrachondraceae e uma politomia composta por Calceolaria, Gesneriaceae e demais familias
(Acanthaceae, Bignoniaceae, Byblidaceae, Carlemanniaceae, Cyclocheilaceae, Lamiaceae,
Lentibulariaceae, Martyniaceae, Myoporaceae, Orobanchaceae, Paulowniaceae, Pedaliaceae,
Phrymaceae, Plantaginaceae, Schlegeliaceae, Scrophulariaceae, Stilbaceae e Verbenaceae). Esse
grande grupo ndo é representado num clado, apenas listado. No trabalho de Tank et a/ (2006),
uma grande parte dessas familias também forma uma politomia.

A relagdo de Schlegeliaceae com outras familias mostrou-se distinta nas andlises deste
trabalho. Schlegelia mostrou-se como grupo irmdo de Lindenbergia (Orobanchaceae) fracamente
sustentada (trnl-tral-F - 0,82 PP, AC - 0,93 PP, Figuras 5 e 7) ou negligencidvel (trnL-trnL-F
mdxima parciménia, Figura 4). Em outras andlises, posicionou-se num grande clado fracamente
sustentado (rpsi6 0.78 PP, AC 51 BS, Figuras 3 e 6) com Acanthaceae, Bignoniaceae, Lamiaceae,
Orobanchaceae, Verbenaceae, ou huma grande politomia com todas as familias analisadas (rps16
mdxima parcimdnia, Figura 2). Na andlise baseada em NAD, Schlegelia posicionou-se hum clado
fracamente sustentado (NAD 64 BS, 0,80 PP, Figuras 8 e 9) e sem resolugdo interna, junto com
Bignoniaceae e Verbenaceae. Um posicionamento incerto de Schlegelia também foi apresentado
em diversos trabalhos. Olmstead et a/ (2001) encontrou fraco suporte para Schlegelia como
grupo irmdo de Bignoniaceae (44BS); em Bremer et al/ (2002), o grupo relaciona-se com
Acanthaceae, porém com fraco apoio (71% "jackknife") e em Oxelman et al (2005) Schlegelia
situa-se numa grande politomia com as verdadeiras ("core") Lamiales.

Em algumas andlises, as familias Acanthaceae, Bignoniaceae, Lamiaceae, Orobanchaceae,
Schlegeliaceae e Verbenaceae apresentaram-se num clado bem sustentado (#rnl-tral-F. 0.99 PP
e AC: 1.00 PP - Figuras 5 e 7), fracamente sustentado (rpsi6: 0.78 PP, AC 51 BS, NAD: 64 BS,
0.80 PP - Figuras 3, 6, 8 e 9), apoio negligencidvel (mdxima parciménia trnL-trnL-F - Figura 4) ou
numa grande politomia de Lamiales (mdxima parcimdnia rps16 - Figura 2). Afinidades entre essas
familias também foi observada por Oxelman ef a/. (2005). Analisando Lamiales, Oxelman et al.
(2005) obtiveram dois clados como grupo irmdo: um, contendo Acanthaceae-Bignoniaceae-
Verbenaeae-Lentibulariaceae-Martyniaceae, e outro, contendo Orobanchaceae-Lamiaceae-
Pedaliaceae-Phrymaceae.

Essas familias mostraram-se monofiléticas nas andlises baseadas em sequéncias de
regides do cloroplasto, excegdo feita a Bignoniaceae, em cujo clado AHypenia (Lamiaceae) aninhou-

se. O alinhamento das segqiiéncias correspondentes a essas espécies foi verificado, ndo se
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observando erros. Se observarmos todas as andlises, pode-se observar padrdo semelhante. A
Unica hipétese de erro levantada foi a possibilidade de troca de material no inicio do processo. A
verificagdo dessa hipdtese poderd ser feita, realizando-se nova extragdo de DNA de Hjypenia,

novo sequenciamento de um dos marcadores e comparar com a sequéncia jd obtida.
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Figura 02 - Arvore de consenso estrito em andlise filogenética de Lamiales, baseada em
sequéncias de rps16 e método da maxima parciménia. Os digitos acima dos ramos correspondem a

valores de "bootstrap”. O contorno tracejado delimita o clado com as espécies de Gratiolaceae.
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Figura 03 - Arvore de consenso de maioria em andlise filogenética de Lamiales, baseada
em sequéncias de rpsi6 e andlise bayesiana. Os digitos acima dos ramos correspondem a valores

de probabilidades posteriores. O contorno tracejado delimita o clado com as espécies de

Gratiolaceae.
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Figura 04 - Arvore de consenso estrito em andlise filogenética de Lamiales, baseada em
sequéncias de trnlL-trnl-F e método da mdxima parcimdnia. Os digitos acima dos ramos
correspondem a valores de “bootstrap”. O contorno tracejado delimita o clado com as espécies de

Gratiolaceae.
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Figura 05 - Arvore de consenso de maioria em andlise filogenética de Lamiales, baseada
em sequéncias de tralL-trnl-F e andlise bayesiana. Os digitos acima dos ramos correspondem a
valores de probabilidades posteriores. O contorno tracejado delimita o clado com as espécies de

Gratiolaceae.
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Figura 06 - Arvore de consenso estrito em andlise filogenética de Lamiales, baseada na
combinagdo de sequéncias de rpsi6 e tral-trnL-F e método da mdxima parciménia. Os digitos
acima dos ramos correspondem a valores de "bootstrap”. O contorno tracejado delimita o clado

com as espécies de Gratiolaceae.
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Figura 07 - Arvore de consenso de maioria em andlise filogenética de Lamiales, baseada
na combinagdo de sequéncias de rpsi6 e trnl-trnL-F e andlise bayesiana. Os digitos acima dos
ramos correspondem a valores de probabilidades posteriores. O contorno tracejado delimita o

clado com as espécies de Gratiolaceae.
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Figura 08 - Arvore de consenso estrito em andlise filogenética de Lamiales, baseada em
sequéncias de NAD mitocondrial e método da mdxima parciménia. Os digitos acima dos ramos
correspondem a valores de “bootstrap”. O contorno tracejado delimita o clado com as espécies de

Gratiolaceae.
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Figura 09 - Arvore de consenso de mairia em andlise filogenética de Lamiales, baseada em
sequéncias de NAD mitocondrial e andlise bayesiana. Os digitos acima dos ramos correspondem a
valores de probabilidades posteriores. O contorno tracejado delimita o clado com as espécies de

Gratiolaceae.
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2. Comentdrios sobre os géneros de Gratiolaceae e sua posi¢do na filogenia da familia

Achetaria e Otacanthus

Achetaria no Brasil é representado por quatro espécies; trés delas foram incluidas na
presente andlise. Ha cinco espécies nativas de Oftacanthus e trés delas foram analisadas.
Morfologicamente, Achetaria e Otacanthus podem ser diferenciados pela presenga de brdcteas
em Achetaria (embora elas possam ocorrer em Otacanthus) e pelo tamanho das flores:
Otacanthus apresenta flores maiores que Achetaria, embora ndo se possam estabelecer limites
absolutos.

Em todas as andlises, Achetaria e Otacanthus encontram-se num mesmo clado, quase
sempre com elevados valores de sustentagdo (rpsZ6: BS 100, PP 1,00; trnl-tral-F: BS 96, PP 1,00;
AC: BS 100, PP 1,00; NAD: BS 63, PP 0,98, Figuras 2-9). Santos (1997) analisou a morfologia
polinica de algumas espécies de Achetaria e Otacanthus. Observou que A. erecta e A.
scutellarioides apresentam grdos de pélen com forma suboblata. Nos cladogramas da presente
andlise, baseados em sequéncias de DNA do cloroplasto, essas espécies formam clados com
elevado suporte (Figuras 2-7). No entanto, Achetaria ocymoides emerge em um clado juntamente
com espécies de Otacanthus, numa relagdo que frequentemente recebe suporte robusto (Figuras
2, 3, 5-7). Existe apoio também na morfologia polinica para esse relacionamento: A. ocymoides e
O. platychillus possuem pélen oblato-esfeoidal (Santos 1997). Nenhuma topologia da presente
andlise filogenética é consistente com a delimitagdo atual de Achetaria e Otacanthus e todas

provém apoio a fusdo entre os dois géneros, como sugerido por Souza (1996).

Scoparia

As espécies brasileiras de Scoparia concentram-se na regido sul do Brasil, com excegdo
de Scoparia dulcis que apresenta ampla distribuigdo. Scoparia diferencia-se dos demais géneros
de Gratiolaceae por apresentar flores com corola tetrdmera e rotdcea. Dentre as seis espécies
de Scoparia nativas do Brasil, quatro estdo representadas na presente andlise.

O apoio provido pela morfologia a condigdo de Scoparia como género distinto encontra

paralelo na evidéncia molecular. Em todas as andlises do presente trabalho, Scoparia emerge
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como grupo monofilético, com elevados valores de sustentagdo (rpsi6: BS 100, PP 1,00; traL-tral-
F. 98, PP 1,00; AC: BS 100, PP 1,00; NAD: BS 89, PP 1,00; Figuras 2-9). Todas as andlises
mostraram Scoparia dulcis como grupo irmdo das demais espécies do género. E interessante
notar que Scoparia dulcis distingue-se das outras espécies por apresentar quatro sépalas, em vez
de cinco como as outras espécies.

Nas andlises baseadas em rpsi6, trnl-trnl-F e AC (Figuras 2-7) observa-se
invariavelmente a topologia: S. dulcis (S. montevidensis (S. pinnatifida (S. ericacea))). Em relagdo
a distribuigdo dessas espécies, hd uma tendéncia de restricéo da drea geogrdfica. S. dulcis (grupo
irmdo das demais espécies) apresenta uma ampla distribuigdo no Brasil. S. montevidensis
apresenta distribui¢do um pouco mais restrita que S. du/cis, podendo ser encontrada hos estados
do sul, mas estendendo-se até o Mato Grosso e parte da Amazdnia. Quanto a S. pinnatifidae S.
ericacea, a distribui¢do de ambas é restrita ao sul do Brasil (Souza 1996).

A filogenia basead em NAD mostra fopologia semelhante, com 5. du/cis emergindo como
grupo irmdo de um clado contendo as demais espécies. Uma diferenca em relagdo as andlises
baseadas em sequéncias de regides do cloroplasto é que nas andlises baseadas em NAD a
sustentagdo e a resolugdo do clado S. montevidensis /5. ericacea /S. pinnatifida sdo

substancialmente inferiores (Figura 6 e 7).

Bacopa e Conobea

Bacopa é representada no Brasil por 26 espécies, sendo que dez delas foram incluidas nas
presentes andlises. Bacopa é o género com maior nimero de espécies de Gratiolaceae com
ocorréncia no Brasil. A distribui¢do geogrdfica da maioria das espécies é bastante ampla ao longo
da regidio noetropical, com preferéncia a habitats de locais de formagdo aberta com alto teor de
umidade no solo, como beira de cérregos e lagos. Esse ambiente facilita a dispersdo dos didsporos
pela dgua. Algumas espécies, porém, apresentam distribui¢do mais restrita (Souza 1996).

Conobea também ocorre em dreas abertas e geralmente com alto teor de umidade ho solo
(Souza 1996). Ha quatro espécies no Brasil, mas para este trabalho sé foi possivel a obtengdo de
material de C. scoparioides.

Bacopa distingue-se de Conobea por caracteristicas das sépalas. Conobea apresenta
sépalas com tamanho e forma iguais, enquanto que Bacopa apresenta sépalas desiguais, sendo a

dorsal mais larga que as ventrais, e estas, por sua vez, mais largas que as medianas (Souza 1996).
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Entretanto, em algumas espécies de Bacopa (B. myriophyloides e B. reptans) a diferenga entre as
sépalas ndo ¢ tdo nitida, o que dificulta o estabelecimento de critérios para distingdo entre os
dois géneros.

Em todas as andlises baseadas em sequéncias de regides do cloroplasto (Figuras 2-7) C.
scoparioides emerge compartilhando um clado com Bacopa. Invariavelmente, a sustentagdo do
clado € a maior possivel. Nas andlises baseadas em DNA mitocondrial (Figuras 8 e 9), as espécies
de Bacopa e Conobea estdo em politomias. No entanto, Conobea compartilha um clado com B
salzmanii, embora com fraca sustentagdo pelo método da mdxima parcimdnia (BS 60, Figura 8). A
auséncia de mais materiais de Conobea impossibilita uma avaliagdo sobre os relacionamentos
filogenéticos entre esse género e Bacopa. Além disso, fica impossivel avaliar a adequagdo ou ndo
de manter-se a individualidade dos dois géneros, com base na filogenia molecular. A baixa
resoluglo obtida com as andlises baseadas em NAD impossibilita fazer-se qualquer comentdrio a
respeito. Contudo, as andlises baseadas em rpsi6 e tral-trnl-F ndo deixam didvidas de que
Bacopa e Conobea constituem um conjunto monofilético com o mais sélido embasamento (Figuras
2-5). Internamente ao clado, no entanto, ndo hd possibilidade de estabelecer-se a individualidade
de Conobea: Nas andlises baseadas em rpsi6, Conobea emerge numa politomia (mdxima
parciménia, Figura 2) ou num clado fracamente sustentado (0.94 PP andlise bayesiana, Figura 3).
Nas andlises baseadas em ftral-tral-F, Conobea novamente é parte de uma politomia (mdxima
parcimdnia, Figura 4) ou emerge como grupo irmdo de Bacopa, mas com fraca sustentagdo (PP
0,83, Figura B). A indefinigdo quanto a individualidade de Conobea no clado compartilhado com
Bacopa mantém-se na AC, pois o clado Conobeal B. myriophylloides/ B. reptans/ B. salzmanii recebe
fraco apoio, tanto em mdxima parcimdnia (BS 64, Figura 6) quanto em andlise bayesiana (PP 0,79,
Figura 7). Essas observagdes deixam claro que falta consisténcia, no que se refere a evidéncia
molecular, para o reconhecimento de Bacopae Conobea como géneros distintos.

A taxonomia de Conobea provavelmente necessita de reavaliagdo. A inclusdo de uma
segunda sequéncia de tral-trnl-F (Conobea multifida, obtida do GenBank) acabou revelando um
complicador adicional nos relacionamentos de Conobea com outras Gratiolaceae. Enquanto C
scoparioides consistentemente compartilha um clado com Bacopa, C. multifida alinha-se, com
apoio moderado (BS 83, Figura 4) ou robusto (PP 1,00, Figura 5) com Stemodia e Scoparia. Tem-
se entdo forte evidéncia de que a atual circunscrigdo de Conobea confere-lhe uma condigédo
polifilética.

As andlises baseadas em NAD (Figuras 8 e 9) ndo sdo congruentes com as andlises

baseadas em regides de DNA do cloroplasto, fambém no que se refere a Bacopa e seus
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relacionamentos com outros tdxons de Gratiolaceae. As espécies de Bacopa encontram-se numa
politomia envolvendo quatro clados: 1) B. myriophylloides e B. reptans, 2) B. angulata, B. aquatica,
B. monnieri, B. monnierioides, B. scabrae B. stricta; 3) B. salzmanni e Conobea scoparioides, 4) B.
gratiolloides, Mecardonia e Stemodia vandellioides. Todas essas relagdoes recebem sustentagdo
baixa ou negligencidvel em mdxima parciménia (Figura 8). Em andlise bayesiana, os apoios a esses
clado s@o mais robustos (PP 0.95, 0.96 e 0.99, Figura 9). Comparando-se com a evidéncia obtida
com sequéncias de DNA do cloroplasto, surpreende principalmente o relacionamento de B
gratiolloides com Mecardonia e Stemodia vandellioides. O que parece ser definitivamente
consistente é a afinidade entre Mecardoniae S. vandellioides, pois também nas andlises baseadas
em rpsi6, trnl-trnL-Fe AC o clado correspondente é fortemente apoiado (BS 95 ou 100, PP 1,00,
Figuras 2-7). No entanto, B. gratiolloides ndo é membro do clado Mecardonia/ Stemodia
vandellioides nessas (ltimas andlises. Andlises filogenéticas baseadas em sequéncias de DNA de
outras regies da mitocondria e regides nucleares seriam de grande valor para esclarecer os elos
filogenéticos de B. gratiolloides com tdxons de seu préprio género ou de outros géneros.

Em Bacopa, os relacionamentos entre algumas espécies parece serem muito fortes. Um
exemplo é o par de espécies B. angulata/ B. monnierioides. Essas espécies constituem um clado
que recebe forte apoio em quase todas as andlises (Figuras 2-7, 9), exceto na andlise baseada em
NAD e mdxima parcimdnia (BS 65, Figura 8). Souza (1996) descreveu a proximidade morfoldgica
destas duas espécies com B. arenaria, esperando-se que esta espécie posicione-se préxima na

filogenia.

Mecardonia

Mecardonia é representada no Brasil por quatro espécies, entre as quais apenas M.
procumbens foi incluida nas presentes andlises. Esta espécie foi dividida por Souza (1996, 1997)
em cinco variedades: procumbens, tenella, caespitosa, flagellaris e herniarioides. Material das
trés primeiras variedades foi utilizado neste trabalho. Segundo Rossow (1987 apud Souza 1996),
Mecardonia procumbens var caespitosa difere das demais por apresentar a fauce da corola
pubescente em ambos os ldbios, ao passo que as demais variedades apresentam apenas o ldbio
ventral da corola pubescente (Souza 1996). Além das sequéncias obtidas neste trabalho, foi
conseguida por importagdo do GenBank uma sequéncia de trnl-trnl-F de M. flagellaris, tratada

neste trabalho como variedade de M. procumbens, coerentemente com a classificagdo de Souza
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(1996). Nas andlises baseadas em rpsi6, tralL-trnl-F e AC, o conjunto das cinco primeiras
variedades constitui um grupo monofilético com elevada sustentagdo (Figuras 2-7). Nas andlises
baseadas em NAD, o grupo forma com Stemodia vande/lioides uma politomia (Figuras 8 e 9).

Surpreendentemente, a sequéncia de tral-tralL-F de M. procumbens var. flagellaris
importada do GenBank posiciou esse terminal num clado fortemente sustentado, juntamente com
Scrophularia (Figuras 4 e B). Nessa situagdo, a variedade situa-se, portanto, fora dos dominios de
Gratiolaceae. Diante dessa posigdo conflitante com o posicionamento das demais variedades, o
alinhamento da matriz foi reexaminado, verificando-se que as diferengas de estado nas
sequéncias de bases entre M. procumbens var flagellaris e as demais variedades devem-se a
substituicbes e ndo a problemas de alinhamento. Acredita-se que pode ter ocorrido algum
equivoco no laboratério ou durante o processo de submissdo da sequéncia ao Genbank. Na
incerteza sobre a razdo que teria conduzido a esse inesperado resultado, o terminal em pauta ndo
foi levado em consideracdo nas AC (Figuras 6 e 7).

Em todas as andlises baseadas em sequéncias de DNA do cloroplasto, Stemodia
vandellioides apresentou-se como grupo irmdo de Mecardonia, invariavelmente com valores
elevados de sustentangdo (BS 95, 96 e 99, Figuras 2, 4 e 6, respectivamente; PP 1,00, Figuras 3,
5 e 7). Em revisdo taxondmica, Souza (1996) descreveu afinidades morfolégicas de Mecardonia
com Stemodia e com Bacopa. As andlises filogenéticas deste trabalho ndo indicam afinidades
entre esses géneros, com excegdo do relacionamento acima comentado entre Mecardonia e S.
vandellioides. Com base em evidéncias morfoldgicas, tem-se sugerido a transferéncia dessa
espécie para diversos géneros, como Conobea e Lindernia. Os resultados do presente trabalho

ndo apdiam essas propostas.

Philcoxia

Philcoxia é um género formalmente incluido em Plantaginaceae e endémico do Brasil,
composto por trés espécies e distribuido em trés estados: BA, MG e GO. Os epitetos especificos
originam-se da distribuicdo geogrdfica: P. bahiensis, P. goiasensis e P. minensis. Philcoxia
apresenta caracteres morfoldgicos raros em géneros brasileiros de Scrophulariaceae s./ O caule
¢ reduzido e frequentemente subterrdneo, as folhas sdo peltadas e rosuladas, as flores
desprovidas de estaminddio e em cimeiras helicoidais, com androceu formado por dois estames,

dotados de anteras monotecas. Em Scrophulariaceae s./, a presenga de folhas peltadas é
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exclusiva de Philcoxia (Taylor et al. 2000). No presente trabalho, apenas uma espécie foi incluida
nas andlises: P. minensis.

Nas andlises baseadas em rpsi6, tral-tral-F e AC, Philcoxia associa-se a Stemodia
stellata. O apoio a essa associagdo ha andlise baseada em rpsi6 é baixo em mdxima parciménia
(BS 68, Figura 2), mas alto em andlise bayesiana (PP 1,00, Figura 5). Nas andlises baseadas em
tral-tralL-F e AC, o apoio as afinidades entre Philcoxia e Stemodia é sempre alto (BS 95 e 99,
Figuras 4 e 6; PP 1,00, Figuras 5 e 7). Essa relagdo jd havia sido observada no trabalho de Souza
et al. (comunicagdo pessoal - Figura 1). As andlises baseadas em NAD novamente sdo
incongruentes relativamente aos resultados com sequéncias de DNA do cloroplasto. Naquelas
andlises, Philcoxia é o grupo irmdo de todas as demais Gratiolaceae (PP 0,96, Figura 9) ou grupo
irmdo de Plantago lanceolata, mas com fraco apoio (BS 66, Figura 8). Os resultados deste
trabalho ndo apoiam a inclusdo de Philcoxia em Plantaginaceae, mas indicam que ele é membro de
Gratiolaceae. Portanto, as evidéncias moleculares ndo ddo suporte a proposta de Fischer (2004
apud Rahmanzadeh et a/. 2005), de relacionamento de Philcoxia com géneros de plantas aqudticas
(Dopatrium, Hydrotriche e Limnophila). Observagdes de Fritsch et a/ (2007) também sdo

contrdrias ds observagdes de Fischer (2004 apud Rahmanzadeh et a/. 2005).

Stemodia

Stemodia é outro género incluido correntemente assumido como membro de
Plantaginaceae. E representado no Brasil por 14 espécies, a maioria ocorrendo em dreas abertas,
geralmente com alto teor de umidade no solo. Nove espécies foram incluidas nas presentes
andlises.

Como jd comentado anteriormente, Stemodia apresenta-se polifilético nas andlises deste
trabalho, pois: 1) S. stellata é fortemente relacionada com Philcoxia; 2) S. vandellioides, com
Mecardonia, 3) 5. foliosa, S. trifoliata e S. verticillata, com Scoparia; 4) S. durantifolia, S.
glabra, 5. maritima, S. microphylla e S. veronicoides, com Achetaria, Gratiola e Otacanthus
(Figuras 2-7). Outros trabalhos também mostraram Stemodia como um grupo ndo-monofilético
(Souza comunicagdo pessoal - Figura 1). Em andlise filogenética de Fritsch et a/ (2007) cinco
espécies de Stemodia pocisionaram-se em dois clados, um deles compreendendo também

Achetaria e Otacanthus, e outro, Scoparia. Entre as espécies de Stemodia que emergiram junto a
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Achetaria-Otacanthus estdo S. durantifolia, e S. glabra e S. schottii, em concorddncia com
resultados do presente trabalho (Figuras 2-7).

Algumas associagdes entre espécies de Stemodia parecem ser consistentes. Uma delas é
S. glabra/ 5. durantifolial S. maritima, um dos clados internos no clado maior envolvendo
Achetaria, Otacanthus e algumas espécies de Stemodia. O suporte para a associagdo entre
aquelas espécies de Stemodia é elevado em todas as andlises baseadas em rpsi6 e tral-tral-F
(Figuras 2-7). Outra forte associagdo € S. microphylla/S. veronicoides (Figuras 2-7).
Morfologicamente, essas duas espécies sdo muito afins, distinguindo-se pelo comprimento do
pedicelo e distribuigdo geogrdfica (5. microphylla: Minas Gerais; S. veronicoides. Espirito Santo e
Rio de Janeiro, Souza 1996). Em revisdo taxdmica, Minod (1918), dividiu Stemodia em dois
grupos: axilares e "spiciflorae”. Dentro do grupo axilares, ele fez uma subdivisdo em bracteolatae
(com brdcteas) e ebracteolatae (sem brdcteas). Dentro das espécies axilares com brdcteas,
Minod (1918) reconheceu afinidades entre S. microphylla e S. veronicoides, por apresentarem
folhas orbiculares e sépalas largas. Nesse trabalho, Minod (1918), sugeriu a exclusdo de algumas
espécies de Stemodia e sua transferéncia para outros géneros. Entre esses géneros, estdo
Valeria e Lendneria. Desse modo, resultaram as novas combina¢des nomenclaturais Valeria
trifoliata (sin. Stemodia trifoliata) e Lendneria verticillata (sin. Stemodia verticillata). Os
resultados deste trabalho revelam que a associagdo entre Stemodia trifoliolata, Stemodia
verticillata e Scoparia é forte e consistente (Figuras 3-7). Portanto, a proposta de Minod (1918)
de posicionamento dessas duas espécies de Stemodia em outro género encontra respaldo na
evidéncia molecular.

No trabalho de Fritsch et a/ (2007), Stemodia pocisionou-se em dois clados: 1)
juntamente com Achetaria e Otfacanthus, 2) juntamente com Scoparia. Esses resultados sdo

coerentes com as topologias mostradas no presente trabalho (Figuras 2-7).

Tetraulacium

Tetraulacium é um género monoespecifico, com ocorréncia restrita ao nordeste do Brasil.
O género se caracteriza por apresentar uma das sépalas diferente das demais e quatro estames
férteis, mas com uma das tecas estéril (Souza 1996).

Nas andlises do presente trabalho, incluiu-se uma espécie do género - T. veronicaeforme.

Por essas andlises, ndo foi possivel obter-se um posicionamento confidvel para Tetraulacium, a
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ndo ser a constatagdo de que género deve incluir-se entre as Gratiolaceae. Nas andlises baseada
em NAD, Tetraulacium é um integrante de uma grande politomia (Figuras 8 e 9). As andlises
baseadas em rpsi6 também sdo inconclusivas quanto ao relacionamento de Tetraulacium com
outros tdxons. A sua insergdo num clado em que se situam Philcoxia e Stemodia stellata, como
sugerido nas andlises baseadas em tral-tral-Fe AC é fracamente apoiada: trnl-tfral-F- BS 71,
PP 0,93; AC - BS 60, PP 0,76. Andlises incluindo mais regides de DNA possivelmente poderdo

fornecer bases para o estabelecimento confidvel de Tetraulacium em Gratiolaceae.

Gratiola

As espécies de Gratiola incluidas nas analises foram todas obtidas do GenBank. Had
disponibilidade de sequéncias de rpsi6 e trnlL-tralL-F apenas de &. pilosa. De algumas outras
espécies (6. brevifolia, 6. neglecta e &. virginica) ha sequéncias apenas de rpsl6. Nas andlises
baseadas nessa regido do cloroplasto, &ratiola aparece como grupo monofilético com madxima
sustentagdo (BS 100, PP 1,00). O género compartilha, com Achetaria, Otacanthus e vdrias
espécies de Stemodia, um clado mediana ou fortemente sustentado nas andlises baseadas em
rpsi6, trnl-trol-F e AC (rpsié: BS 91, PP 1,00; tral-trnl-F BS 83, PP 1,00; AC: 99, PP 1,00,
Figuras 2-7).

3. Comentdrios sobre o grau de polimorfismo mlecular entre os individuos da mesma espécie

As espécies que foram representadas no presente trabalho com mais de uma individuo
para andlises de sequéncias de rpsi6 e trnl-trnl-F estdo listadas na Tabela 7, na qual sdo
indicadas as diferengas observadas, sejam elas devidas a substituigdes ou indels.

Relativamente as andlises de rpsi6, 23 espécies foram representadas por mais de um
individuo. Observaram-se em nove espécies sequéncias idénticas entre os individuos, onze
mostraram sequencias diferindo entre 1 a 20 substituigdes e trés apresentaram indel e/ou
substituigdes (Tabela 7). Nas sequéncias de frnl-trnl-F das 26 espécies, observaram-se nhove
espécies com sequéncias idénticas entre os seus representantes, onze com sequéncias diferindo
por causa de substituigdes, variando em nimero de 1 a 59, e seis espécies com individuos

polimérficos em suas seqiiéncias por causa de indels e substituigdes (Tabela 7). De um modo
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geral, o nimero de variagdes encontradas comparando os dois marcadores do cloroplasto foram
semelhantes. Shaw et a/ (2005) analisaram sequéncias de Gimnospermas, monocotileddneas,
magnoliideas, eurosideas e euasterideas de 21 regides do cloroplasto. Comparando essas
sequéncias, calcularam o grau de variabilidade para cada espécie. Uma das espécies analisadas foi
Gratiola, que apresentou valores elevados de variagdo (3,11% a 13,14%) quando comparada ds
outras espécies. Os valores de variabilidade para os marcadores rpsi6, tral e trnl-trnf, foram
respectivamente 5,39%, 3,49% e 4,83%, condizendo com os valores apresentados na Tabela 7.
Bacopa gratiolloides, Bacopa salzmanii e Mecardonia procumbens chamam atengdo por
apresentarem para ambos marcadores um grau elevado de polimorfismo (de 13 a 60). As duas
espécies de Bacopa tiveram apenas dois individuos analisados, apresentando grande variagdo. O
mais alto grau de variagdo foi encontrado em Mecardonia procumbens, que teve nove individuos
analisados para cada marcador. Observando as filogenias obtidas, na andlise baseada em frnl-
tralL-F, Mecardonia procumbens var. flagellaris posicionou-se préximo a Scrophularia e distante
dos demais individuos de Mecardonia (Figuras 4 e 5). Eliminando-se esse terminal, o nimero de
variagdes caiu para 14, valor mais préximo do obtido com o marcador rpsi6 (20), e chegando a um

valor mais préximo do obtido no trabalho de Shaw et a/. (2005).
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Tabela 7 - Nimeros de diferengas (substituigdes e/ou indels) entre sequéncias de rpsi6 e trnl-

traL-F de espécies de Lamiales amostradas com mais de um individuo. ( - :

espécie com um soé

individuo analisado; * : diferengas entre sequéncias de espécies de Mecardonia, um individuo de
M. procumbens var. flagellaris que se mostrou afim a Scrophularia; **: idem, sem a sequéncia

desse individuo).

Regides sequenciadas

Espécies rpslé tral-tral-F
Achetaria ocymoides idénticas 2 substituigdes
Achetaria scutellarioides 3 substituicdes 3 substituicdes
Angelonia biflora idénticas 2 substituigdes
Angelonia pubescens - idénticas
Bacopa gratioloides 14 substituigdes e 1 indel 19 substitui¢des e 1 indel
Bacopa monnieri 5 substituigdes 4 substituigdes e 1 indel
Bacopa salzmanii 20 substitui¢des 12 substituigdes e 1 indel

Capraria biflora

2 substituigoes

idénticas

Lindernia crustacea

1 substitui¢do

Idénticas

Mecardonia procumbens

20 substituigoes

59 substituigdes e 2 indels *
13 substituigées e 1 indel **

Oftacanthus platychillus

idénticas

3 substituigdes

Philcoxia minensis

idénticas

3 substituigdes

Plantago lanceolata

Idénticas

Plantago major

1 substituicdo

Scoparia dulcis

7 substituicoes

7 substituigoes

Scoparia ericacea

3 substituigdes

8 substituigdes e 1 indel

Scoparia montevidensis

1 substituigdo

1 substituigoes

Stemodia durantifolia

3 substituigdes

1 substituicdes

Stemodia foliosa

4 substitui¢bes e 2 indels

4 substitui¢des e 1 indel

Stemodia maritima 1 substituicdo Idénticas
Stemodia microphylla 1 insergdo Idénticas
Stemodia stellata idénticas 1 substituicdo
Stemodia trifoliata idénticas Idénticas
Stemodia vandellioides idénticas Idénticas
Stemodia verticillata idénticas 5 substituicdes
Tetraulacium veroniciforme | idénticas Idénticas
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IV. CONCLUSOES

Gratiolaceae é um grupo monofilético com forte sustentagdo. Levando-se em conta a sua
delimitagdo em estudos filogenéticos anteriores, os resultados do presente trabalho sugerem que
quatro géneros ndo pertencem a Gratiolaceae: Capraria, Limosella, Lindenbergia e Stemodiopsis.
Com as exclusdes desses quatro géneros, Gratiolaceae torna-se monofilética, sendo composta
por: Achetaria, Bacopa, Conobea, Dopatrium, Gratiola, Hydrotriche, Mecardonia, Otacanthus,
Philcoxia, Scoparia, Stemodiae Tetraulacium.

Lembrando que Tetraulacium é monoespecifico, hd trés outros géneros monofiléticos
nativos do Brasil, robustamente apoiados: Gratiola, Mecardoniae Scoparia.

Achetaria e Otacanthus, anteriormente propostos como um Unico género baseado em
caracteres morfoldgicos, sdo filogeneticamente associados, com forte sustentagdo.

Entre as espécies de Scoparia, hd uma correlagdo entre sua posigdo ha filogenia do género
e respectiva amplitude de distribuigdo geogrdfica: Scoparia dulcis, com posigdo basal no clado,
apresenta distribuigdo ampla no Brasil; segue-se S. montevidensis, com distribui¢do mais restrita
nos estados do sul e abrangendo Mato Grosso até parte da Amazénia; S. pinnatifidae S. ericacea,
em posigdo mais derivada no clado, apresentam distribuigdo restrita ao sul do Brasil.

A monofilia de Bacopa requer a inclusdo de Conobea scoparioides. Conobea multifida é
filogeneticamente relacionada a Scoparia e a um grupo de espécies de Stemodia.

O posicionamento de Tetraulacium com outros géneros é incerto com base nas andlises
realizadas.

Gratiola é um género monofilético e fortemente relacionado a Achetaria, Otacanthus e a
um grupo de espécies de Stemodia.

Stemodia é um género polifilético: Stemodia vandellioides é filogeneticamente prémixa de
Mecardonia, S. stellata é préxima de Philcoxia; um grupo de espécies de Stemodia (5.
durantifolia, S. glabra, S. maritima, S. microphylla e S. veronicoides) é préximo de Achetaria-
Otacanthus, outro grupo de Stemodia (S. foliosa, S. trifoliata e S. verticillata) é préximo de

Conobea multifida e Scoparia.
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V. RESUMO

O histérico da classificagdo das Scrophulariaceae inclui muitos tratamentos que diferem
na delimitagdo da familia. Algumas propostas incluiram grupos que atualmente correspondem a
familias, como Globulariaceae, Lentibulariaceae, Orobanchaceae, Plantaginaceae e Selaginaceae.
A tribo Gratioleae, tradicionalmente incluida em Scrophulariaceae, nos dltimos anos vem sendo
considerada um grupo de Plantaginaceae. Contudo, em trabalho recente a tribo Gratioleae foi
promovida para o hivel de familia (Gratiolaceae).

Como até o momento o posicionamento dos géneros em Gratiolaceae tem-se baseado
somente em caracteres morfolégicos, pretendeu-se neste trabalho estabelecer os
relacionamentos de afinidade dentro da familia com base em critérios da filogenia molecular.
Outro objetivo foi avaliar a monofilia de seus géneros constituintes.

O estudo compreendeu a obtengdo de sequéncias de DNA mitocondrial (NAD) e do
cloroplasto (rpsi6 e trnlL-trnlL-F). Inferéncias filogenéticas foram realizadas com base nas
sequéncias de DNA por meio dos critérios de mdxima parcimdnia e probabilidades posteriores
(andlise bayesiana). A congruéncia das topologias obtidas com andlises filogenéticas de parciménia
baseadas em sequéncias de regides de DNA individuais foi avaliada por meio do teste ILD.

Os resultados apdiam propostas de estudos filogenéticos anteriores de exclusdo de
Gratiolaceae de quatro géneros: Capraria, Limosella, Lindenbergia e Stemodiopsis. Com isso,
Gratiolaceae assume a condigdo monofilética, sendo constituida pelos géneros Achetaria, Bacopa,
Conobea, Dopatrium, Gratiola, Hydrotriche, Mecardonia, Otacanthus, Philcoxia, Scoparia,
Stemodia e Tetraulacium. Dentre eles, além de Tetraulacium (género monoespecifico), outros
géneros monofiléticos e bem sustentados sdo Gratiola, Mecardonia e Scoparia.

Os resultados sugerem a combinaglo de Achetaria e Otacanthus num dnico género. Essa
proposta foi também sugerida com base em caracteres morfoldgicos e palinoldgicos.

No clado de Scoparia, observa-se uma correlagdo entre o posicionamento das espécies e
sua distribuicdo geogrdfica. A espécie com posigdo basal no clado (5. dulcis) apresenta
distribui¢do mais ampla, seguida de S. montevidensis com distribui¢do mais restrita, abrangendo
os estados do sul e chegando ao Mato Grosso e parte da Amazdnia. S. pinnatifida e S. ericacea,

em posigdo mais derivada no clado, apresentam distribuigdo restrita ao sul do Brasil.
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Bacopa é um género parafilético, havendo necessidade de inclusdo de Conobea
scoparioides para se conseguir a monofilia. Conobea multifida é filogeneticamente relacionada a
Scopariae a um grupo de espécies de Stemodia.

As andlises ndo permitiram o estabelecimento confidvel de relacionamentos entre
Tetraulacium o os demais géneros.

Gratiola é um género monofilético e fortemente relacionado a Achetaria, Otacanthus e a
um grupo de espécies de Stemodia.

Stemodia mostrou-se polifilético nas andlises, com as seguintes relagdes de afinidades
filogenéticas: S. vandellioides - Mecardonia, S. stellata - Philcoxia, (S. durantifolia, S. glabra, S.
maritima, S. microphylla, S. veronicoides) - (Achetaria, Otacanthus); (S. foliosa, S. trifoliatae S,
verticillata) - (Scoparia, Conobea multifida). 5. maritima é a espécie tipo do género e somente 5.
durantifolia e S. glabra emergiram no mesmo clado que S. maritima. S. microphylla e S.
veronicoides formam um clado fortemente sustentado e apoiado também por sinapomorfias

morfoldgicas.
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VI. ABSTRACT

The history of Scrophulariaceae has been characterized by different treatments
regarding the circumscription of the family. Some proposals have included in the family groups
currently recognized as belonging to families such as Globulariaceae, Lentibulariaceae,
Orobanchaceae, Plantaginaceae e Selaginaceae. Tribe Gratioleae, traditionally included in
Scrophulariaceae, in recent years has been assumed as a member of Plantaginaceae. However, a
recent study raised this tribe to family status (Gratiolaceae).

Affinity relationships among Gratiolaceae genera have so far been established on bases
of morphological characters. The aim of the present work was to establish affinity relationships
inside the family on bases of molecular phylogeny criteria and to test the monophyly of the
constituent Gratilaceae genera.

Sequences of mitochondrial NAD and plastid rbcl and tral-trnl-F were obtained.
Phylogenetic inferences were obtained based on DNA sequences and maximum parsimony and
bayesian analysis. The congruence of topologies based on individual DNA regions were evaluated
by means of the ILD test.

The results obtained give support to previous studies which proposed exclusion from
Gratiolaceae of four genera: Capraria, Limosella, Lindenbergia e Stemodiopsis. In this way, family
Gratiolaceae is monophyletic and comprises the genera Achetaria, Bacopa, Conobea, Dopatrium,
Gratiola, Hydrotriche, Mecardonia, Otacanthus, Philcoxia, Scoparia, Stemodia e Tetraulacium.
Among these, in addition to Tetraulacium (a monospecific genus), other monophyleti and strongly
supported genera are Gratiola, Mecardonia e Scoparia.

The results suggest merging Achetaria and Otacanthus into a single genus. The same
treatment has been suggested based on morphologic and palynologic characters.

In the Scoparia clade a correlation is apparent between the position of species and its
geographic distribution. The species with basal position (5. du/cis) has wide distribution, followed
by S. montevidensis, with narrower distribution, covering the southern states and reaching Mato
Grosso and part of Amazon. S. pinnatifida and S. ericaceae, in more derived condition, have
distributions restricted to the south of Brazil.

Bacopa is a paraphyletic genus, inclusion of Conobea scoparioides being required to reach

monophyly. Conobea multifidais phylogenetically related fo Scopariaand a group of Stemodia.
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The analysis failed to allow a reliable establishment of relationships between
Tetraulacium and other genera.

Gratiola is monophyletic and strongly linked to Achetaria, Otacanthus and a group of
Stemodia.

The latter genus is polyphyletic, the following phylogenic links having been observed:
Stemodia vandellioides - Mecardonia, S. stellata - Philcoxia, (S. durantifolia, S. glabra, S.
maritima, S. microphylla, S. veronicoides) - (Achetaria, Otacanthus); (S. foliosa, S. trifoliatae S,
verticillata) - (Scoparia, Conobea multifida). S. maritima is the type species in the genus and only
S. durantifolia and S. glabra emerged in the same clade with S. maritima. S. microphylla and S.

veronicoides comprise a strongly supported clade, which is further supported by
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VII. ANEXOS

Anexo 1

— EDICAO DE SEQUENCIAS ATRAVES DO BIOEDIT —

Oficina de Filogenia

Antonio Salatino

Cristiane Del Nero Rodrigues
Janeiro/2009

Para esta andlise serd necessdrio ter instalado no computador o programa:

* BioEdit

1. Para baixar e instalar o Programa BioEdit

- Acessar a seguinte pdgina: http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html
- Selecionar a sua esquerda o icone: "BioEdit.zip (Full install)”
- Instalar o programa. O BioEdit deve estar obrigatoriamente instalado no C:.

2. Edigdo da seqiiéncia

1.

Para abrir o Programa BioEdit, clicar no menu "Iniciar” > Todos os programas > BioEdit
- BioEdit.

Para a edigdo das seqiiéncias é necessdrio abrir os arquivos dos iniciadores.

Com o programa aberto clicar em "File" > “"Open” > e selecionar o iniciador direto. Ou
pode clicar no desenho de uma pasta, logo abaixo de “File”, para selecionar a segiiéncia.
Duas janelas serdo abertas: "ABI Chromatogram” e "DNA Sequence”. Na janela "ABT
Chromatogram” pode-se observar a corrida de eletroforese e na janela "DNA Sequence”
pode-se observar apenas os nucleotideos.

Nessa Ultima janela ("DNA Sequence"), clicar sobre o nome antes da seqiiéncia de
nucleotideos. Para renomear clicar em sequence - Rename > Edit Title - escrever o
nome da espécie e iniciador.

Abrir o arquivo do iniciador reverso, clicando em File > Open > clicar sobre o arquivo do
iniciador reverso. Repetir o passo no. 5.

Para alinhar o iniciador reverso com iniciador direto é necessdrio fazer o reverso e
complemento. Para isso, é necessdrio que o nome do iniciador reverso esteja iluminado e
clicar em "Sequence” > “"Nucleic Acid" > "Reverse Complement”.Outra opgdo € iluminar o
nome e clicar “Shift+Ctrl+R".

Para alinhar € necessdrio unir as duas seqiiéncias num mesmo arquivo. Para isso, iluminar
uma das seqiiéncias e clicar em "Edit" > "Copy sequence”. Clicar na outra janela "DNA
Sequence" (iniciador direto) e clicar em "Edit"-> "Paste sequence” , para colar o iniciador
reverso.

Estando as duas seqiiéncias no mesmo arquivo, pode-se alinhar os dois iniciadores.
Tluminar os dois iniciadores, e clicar em "Acessory Application” > “ClustalW Multiple
Alighment".
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10.

11,

12.
13.

14.

15.

16.

Uma hova janela serd aberta, clicar na opgdo "Output Clustal format ....... sequence
generation” e clicar em "Run ClustalW" > OK.

Uma nova janela “Untitled” estard aberta, mostrando as duas linhas dos iniciadores e a
dltima linha “Clustal Consensus”. Esta linha mostrard uma estrela entre as bases idénticas
das duas seqiiéncias.

Fechar as duas janelas "DNA Sequence".

Para fazer a edigdo da seqiiéncia é necessdrio posicionar as trés janelas na tela. Uma
sugestdo € posicionar a janela com os nucleotidios na parte superior, seguida pela janela
"ABI Chromatogram” do iniciador direto e na parte de baixo a janela "ABT
Chromatogram” do iniciador reverso. Clicar nessa tltima janela e clicar em "View" >
"Reverse Complement”. Como no exemplo abaixo:

&7 BioEdit Sequence Alipnment Editor

File Edit view Zoom Horizonts|Scale File  Accesory Application RMA  Window Help

P
B ~
QB G ST =B 3 total sequences
[T ] Selection: Sequence Mask. None Stat
e Lnset Position: 685 Himbering ask: Hone i
— i Sen ]
£1D0IT §oen- I = i ERTERE TR @MIE ? spaed o > qlasl
T e e et R S e et e R e -
= 610 630 z40 z50 se0 &0 &80 690
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Silvana-D2 TTTCTGTTTGGETCAAGAGAATCAGARAGGATAA AGGEATATTTGEAACCCGCCTAACGAAL AAMAGGGGATAAGGATALAT TTTTTGG
Clustal Cons = N N N - N ‘ B * * * * * * + + x + % 5

K

=7 ABI Chromatogram: C:\Documents and Settings\Babete\Meus documentos\DoutoradoiSequencias’\TRNMLFWAB1 - TRNLFAAB1 -alinhadas7A-Silvana-... E”EJ@

LN Selected: none | Sample: Silvana.D |File: C:Domuments and Meus documentosiD TRNLFWE] TRMLFUB] alinhadas\74 Silvana D_a01 bl
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TTTC TCAAAACAAAGOTT CACGAAAAC CAAAAAAALGCGATAGGTGCACGAGACTCAATG CAACGATGTT CTAACAAATGCGAGTT(
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K!EI?'
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100 110
ACAAGGGGGGATTACAAAGTTTTCTCCAAGTCCTGTGTAATTTCTTGGATCTTCAAAAAGACGACTTTCTACGTTTCAGTA

uullu_u,mmmn_Amuumnldmhmhlmummluhmmmumu

~
*

Conferir toda seqiiéncia observando que no comego e no final da seqiiéncia praticamente
ndo hd sobreposigdo. Nessas extremidades tem de ser feita a conferéncia manual,
observando se ocorre algum tipo de problema, como sobreposigées de nucleotideos (*) ou
auséncia de picos. Nos casos marcados abaixo pode-se observar uma sobreposigdo,
entretanto hd uma correta leitura, ndo sendo feita a leitura dos picos estourados.

A partir do momento que houver sobreposigdo das seqiiéncias, pode-se guiar pela

a0
ATAAAAATOOOCAATCCT GACGCCAAAT CCT TTTTTCTCAAAACAAAGOTTCA GAAAAGG!

sokkokk |

Fkkkk D

presenga das estrelas, indicando que aquela posigdo apresenta nucleotideos idénticos.
Todas as alteragbes que terdo de ser feitas, sugere-se que seja feita na linha superior,
uma vez que os dois iniciadores representam a mesma seqiiéncia.

Quando toda seqiiéncia estiver conferida e corrigida na linha superior, as duas Ultimas
linhas serdo eliminadas. Para isso ilumine as duas linhas, apertando a tecla “shift" e
clicando com o mousse sobre elas. Clicar em “"Edit" - "Cut sequence”.



17. Tluminar o nome da linha que sobrou e clicar em "Sequnce” > "Rename” > “Edit Title" e
digitar o nome da espécie e do marcador. Ao renomear tome cuidado para ndo utilizar o
"espago”, ao invés deste simbolo utilize o “underline” (_) para separar as palavras. Pois se
deixar o espago os programas ndo irdo reconhecer como uma Unica coisa.

18. Salvar o arquivo: "File" > "Save as" - sugestdo digitar o nome e o marcador (Achetaria-
rpslé) > “Salvar”.

19. Repetir todos os passos para cada seqiiéncia.

3. Iniciando a matriz

1. Para unir as seqiiéncias editadas hum mesmo arquivo, abra uma das seqiiéncias editadas:
“File" > “"Open” - nome do arquivo > “Abrir".

2. Para incluir as demais seqiiéncias clicar em “File” - “"Import" - "Sequence alignment file"
- abrir a pasta que estdo ds seqiiéncias - trocar a opgdo em Arquivos do tipo para fasta
files (*.fas, *.fst, *.fsa) > selecionar todas as seqiiéncias de interesse > "Abrir".

3. Com todas as seqiiéncias importadas serd feito o alinhamento. Iluminar todas as
seqiiéncias e clicar em “"Acessory Application” > "ClustalW Multiple Alignment” > "Run
ClustalW" > “OK".

4. O dlinhamento serd feito e uma nova janela se abrird ("Untitled").

5. Clique em "File" > "Save as" -> sugestdo salvar com o nome do marcador > “Salvar"”.
Percorra todo o alinhamento observando se existe inser¢ées, dele¢des ou até mesmo
locais com o alinhamento estranho. Lembre que o alinhamento feito pelo computador é
apenas para facilitar, ndo estando o seu alinhamento pronto.

6. Prepare uma matriz para o outro marcador.
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Anexo 2

— ANALISE DE PARCIMONIA PELO PAUP EM "WINDOWS" —

Oficina de Filogenia

Antonio Salatino

Cristiane Del Nero Rodrigues
Janeiro/2009

Para esta andlise serd necessdrio ter instalado no computador trés programas:

BioEdit
Bloco de notas
PAUP

1. Para baixar e instalar o Programa BioEdit

- Acessar a seguinte pdgina: http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html
- Selecionar a sua esquerda o icone: "BioEdit.zip (Full install)”
- Instalar o programa. O BioEdit deve estar obrigatoriamente instalado no C:.

Para o programa PAUP iremos utilizar a versdo DOS do PAUP (win-paup4b10-console).
2. Preparagdo para a matriz

No programa BioEdit deve-se alinhar todas as seqiiéncias, editar o nome das espécies
(cuidado para ndo apresentar nomes idénticos, caso haja diversos individuos de uma mesma
espécie identificd-los de modo diferente) e codificar os eventos de indels caso queira. Com os
indels codificados, anote num papel fodas as posigdes de comego e final desses eventos, assim
como regides ambiguas.

Os espago entre os nomes e identificagdes ndo podem ser separados por espago ( ) ou
hifen ( - ). O ideal € utilizar o “underline” ( _ ). Colocar o terminal que serd considerado grupo
externo no fopo da matriz.

Para montar a base da sua matriz escolha a opgdo file > export > tab-delimited text
(title.tab.sequence) - digitar o home do arquivo Ixt

3. Construindo sua matriz

Abra o arquivo .xt dentro do programa Bloco de Notas. Vocé ird visualizar (nome -
tabulagdo - seqiiéncia):

nomel NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
nome2 NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
nome3 NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN

nomeN NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
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Antes da matriz adicione algumas linhas. A matriz tem de seguir o seguinte modelo:

#Nexus

Begin data;

Dimensions ntax= xx nchar= xx;

Format datatype= DNA Symbols= "0 12 3 4" gap= -;

Options gapmode=missing;

Eliminate xX-XX XX-XX XX-XX XXX-XXX XXX-XXX ...... XXXX-XXXX;

Matrix [Comeca sua matriz de dados]

nomel NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
nome2 NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
nome3 NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
nomeN NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
End;

Os dados ndo preenchidos correspondem a:
- ntax: nimero de terminais da sua andlise;
- nchar: nimero de caracteres totais da sua andlise;
- symbols: caso ndo haja eventos a serem codificados, esta opgdo ndo é necessdria. Os nimeros
colocados neste espago devem compreender aos nimeros utilizados na matriz.
- eliminate: ndmeros que correspondem as posigdes dos indels codificados ou regides ambiguas
excluidas.

Preste atengdo: se algum dado ou ponto e virgula faltar na matriz, ao executd-la no
programa PAUP este ird mostrar o erro e ndo serd possivel continuar o procedimento.

4. Gerando um bloco de comando

Para a andlise de parcimdnia podemos utilizar o seguinte bloco de comando digitado nho
WordPad ou Bloco de notas:

Begin PAUP;

set autoclose=yes warnreset=no increase=auto;

set criterio=parsimony;

hsearch nreps=1000 nchuck=20 chuckscore=1 addseq=random;

savefrees brlens=yes file= hsearch.tre replace=yes:
contree /strict=yes treefile= con.tre percent=50 replace=yes;
log start=yes file= log replace=yes;

describetrees;

hsearch nreps=1;

bootstrap nreps=100 treefile= boot.tre / start=stepwise addseq=random nreps=10
randomize=addseq hold=1 swap=tbr multrees=yes;

savetrees from=1 to=1 file= boot.tre
savebootP= nodelabels maxdecimals=1 replace=yes;
log stop;

END:
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Através desse bloco de comando serd possivel realizar diversas etapas como: busca
através do método de parcimdnia, salvando as melhores drvores; obter e salvar o consenso
estrito; obter a descricdo das drvores sobre os caracteres, CI e RI; e obter os valores de
"bootstrap” para os ramos.

Neste bloco de comando o critério selecionado foi a parcimdnia (linha 3), sendo descrita
na linha seguinte os seus pardmetros com: 1000 réplicas, retengdo de 20 drvores para cada busca
e adigdo das seqiiéncias de modo aleatdrio (randémico). A linha 6 mostra o comando para o
consenso estrito e o arquivo que serd salvo (treefile= con.tre). Na posigdo onde se
encontra o "underline” substitui-se pelo home desejado para o arquivo.

Na linha 7 serd criado um arquivo log, onde serdo guardadas todas as informagées das
préximas linhas de comando. Na linha 8 serdo descritos os dados sobre a drvore. Nas préximas
linhas serdo gerados os valores de “bootstrap” e sendo salvo um de suas drvores.

5. Executando a matriz no PAUP

Cole os seus arquivos da matriz e do bloco de comando ha raiz do programa. Abra o
programa PAUP e execute sua matriz da seguinte forma:

execute nomedasuamatriz.txt; <enter>

Verifique se o programa aceitou sua matriz mostrando sua descrigdo. Caso ndo tenha
aceitado corrija o(s) erro(s) apontados pelo programa. Muita paciéncia nessa hora.

Processing of file "nomedoarquivo.txt" begins...
Data read in DNA format

Data matrix has xx taxa, xxxx characters

xxx characters excluded via "Eliminate” command.
Valid character-state symbols: 012..89ACGT
Missing data identified by ?'

Gaps identified by '-'
“Equate” macros in effect:

R,r==>{AG}
Yy==>{CT}
M.m = => {AC}
Kk==>{GT}
S,5==>{CG}
W.w==>{AT}
H.h == {ACT}
Bb==>{C6T}
Vv ==>{ACG}
D.d = =>{AGT}
N,n = => {ACGT}

Processing of file "nomedoarquivo.txt" completed.

A seguir execute o bloco de comando da seguinte forma:
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exe nomedoblocodecomando.txt; <enter>

Repetir o mesmo procedimento para o outro marcador.
Ao terminar todos os comandos digitar quit; <enter> para sair do programa.

6. Combinando os dois marcadores

1. Para analisar simultaneamente os dados dos dois marcadores abra um dos arquivos das
matrizes do bloco de nota(A), considere este arquivo como base. Abra o outro marcador
(B) e copie a matriz. Cole a matriz (B) no arquivo da matriz (A), abaixo da matriz (A).
Confira de o0s seus terminais estdo exatamente na mesma ordem e com 0s nomes
idénticos.

2. No exemplo abaixo a matriz apresenta trés marcadores. Se quiser pode identificar cada
matriz, desde que o comentdrio esteja entre colchetes [ rpslé ]. Qualquer comentdrio ou
informagdo que seja colocado entre colchetes ndo ¢ lido pelo programa.

3. Verifique se o ndmero de terminais é o mesmo (ntax). Se os dois marcadores
apresentam mesmo nlmero de terminais e exatamente os mesmos terminais, € sé
prosseguir. Entretanto se um dos marcadores ndo possuir o mesmo nimero de terminais,
este que falta deverd ser eliminado da outra matriz.

4. Os caracteres serd a soma dos seus marcadores (Nchar). O comando que o programa ird
reconhecer que existe mais de uma matriz é o comando "Interleave”.

H#NEXUS

[atpb - lo., rpsl6 - 20. e trnlf - 30.]

BEGIN DATA;

DIMENSIONS NTAX=18 NCHAR= 2947;

FORMAT DATATYPE= DNA Symbols="012 3 4" GAP= - INTERLEAVE;

OPTIONS GAPMODE=MISSING;

ELIMINATE 36-40 89-93 98-103 1336-1340 1348-1349 1367-1371 1438 2469-2476 2594-
2620 2629-2633;

MATRIX

[atpB-rbcl]

Thalia_geniculata AAGGTCTACTCGATATGGATTAT-

Maranta_sp3 AAGGTCTACTCGATATAGATTAT-
Monotagma_densiflorum AAGGTCTACTCGATAGGGATTAG-

Maranta_humilis AAGGTCTACTCGATATAGATTAT-

[rps16]

Thalia_geniculata AACACTATTTTCAATTGTCTCAAAAATTGGATTAG
Maranta_sp3 AAAAAAACAAAAGGTATGTTGCTGTCTTTTTGAAA
Monotagma_densiflorum AACACTATTTTCAATTGTCTCAAAAATTGGATTAG
Maranta_humilis AAAAAAACAAAAGGTATGTTGCTGTCTTTTTGAAA
[trnl-f]

Thalia_geniculata AAAAATGGGCAATCCTGAGCCAAATCCTTTTTTTTA
Maranta_sp3 TAGATAGATATAATATCTCTACAAATGAACATATA
Monotagma_densiflorum AAAAATGGGCAATCCTGAGCCAAATCCTTATTTTTA

Maranta_humilis GAATCCGTCTTTCAAAATTACAGAAAAGATGTTCCT
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END;

5 E preciso tomar cuidado com o comando “eliminate” (mostra quais regies da seqiiéncia
tem de ser eliminadas). Caso apenas uma matriz apresente regiées eliminadas é
conveniente que esta fique em primeiro, bastando copiar a linha de comando “eliminate”
da matriz original e colar. Entretanto se mais de uma matriz apresenta regides
eliminadas, vocé terd de somar o nimero de caracteres na matriz anterior.

Por exemplo:

Matriz 1 - 1000 caracteres Eliminate 10-20 76-81

Matriz 2 - 500 caracteres Eliminate 20-30 50-60 80-90 (SOMAR 1000)
Matriz 3 - 700 caracteres Eliminate 100-110 170-190 (SOMAR 1500)

Ao uhirmos todos os dados teremos de somar os caracteres das matrizes anteriores é:
Eliminate 10-20 76-81 1020-1030 1050-1060 1080-1090 1600-1610 1670-1690

6. Sendo feita todas as alteragées salvar o arquivo da matriz combinada. Sugestdo indicar
os nomes dos marcadores (rps-trnif).

7. Com a matriz pronta pode-se criar o bloco de comando e rodar o programa. Para isso
repita os passos: 4. Gerando um bloco de comando e 5. Executando a matriz no
PAUP.



Anexo 3

— TESTE DE CONGRUENCIA (ILD) —

Oficina de Filogenia

Antonio Salatino

Cristiane Del Nero Rodrigues
Janeiro/2009

Programas necessdrios:
- PAUP
- Bloco de Notas

O teste de congruéncia é realizado quando dois ou mais dados séo combinados.
1. Criando um bloco de comando
1. Abra o programa de Bloco de Notas e digitar as seguintes linhas de comandos:

#nexus

Begin PAUP;

log file=ildtest.log;

hompart partition=[nome] nreps=100 / start=stepwise addseq=random nreps=10 savereps=no
randomize=addseq rstatus=no hold=1 swap=tbr multrees=yes;

log stop;

end ;

2. A 3% linha (log file=ildtest.log;) mostra o comando que ird salvar no arquivo ildtest.log
todas as informagdes que aparecerem na tela do computador. A seguir inicia-se a linha de
comando para fazer o teste de partigdo. Na posigdo [nome], mas a frente serd explicado o
que escrever (2. Complementando informagdes na Matriz combinada - item 5). Os
demais comandos jd foram no comentados ho Anexo anterior (Parciménia) no tépico 4.
Gerando um bloco de comando.

3. Salvar o arquivo. Por exemplo: ild.txt.

4. Estaandlise serd feita no programa PAUP. Para isso recorte o arquivo e cole ha mesma
pasta do programa PAUP.

2. Complementando informagdes na Matriz combinada

1. Abrir o arquivo que contém as matrizes combinadas no bloco de notas.

2. Apds o final da matriz e ;END; serdo adicionados os comandos para o teste (exemplo
abaixo).

3. O bloco deve ser iniciado pela linha "Begin sets;". A seguir vird discriminado o bloco de
dados “charset dn = xxxx-xxxx;", seguido da linha que ird comparar os dados
“charpartition REGIOES = REGIAO1L:d1, REGTAO2:d2,......, REGIAOn:dn;". O bloco deve
ser terminado com "END;"

Exemplo:

Matrix
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[atpB-rbcL]

Thalia_geniculata AAGGTCTACTCGATATGGATTAT-

Maranta_sp3 AAGGTCTACTCGATATAGATTAT-
Monotagma_densiflorum AAGGTCTACTCGATAGGGATTAG-

Maranta_humilis AAGGTCTACTCGATATAGATTAT-

[rps16]

Thalia_geniculata AACACTATTTTCAATTGTCTCAAAAATTGGATTAG
Maranta_sp3 AAAAAAACAAAAGGTATGTTGCTGTCTTTTTGAAA
Monotagma_densiflorum AACACTATTTTCAATTGTCTCAAAAATTGGATTAG
Maranta_humilis AAAAAAACAAAAGGTATGTTGCTGTCTTTTTGAAA
[trnl-f]

Thalia_geniculata AAAAATGGGCAATCCTGAGCCAAATCCTTTTTTTTA
Maranta_sp3 TAGATAGATATAATATCTCTACAAATGAACATATA
Monotagma_densiflorum AAAAATGGGCAATCCTGAGCCAAATCCTTATTTTTA
Maranta_humilis GAATCCGTCTTTCAAAATTACAGAAAAGATGTTCCT

;END; (Final da matriz)

BEGIN SETS;

CHARSET datasetl= 1-943; (1°. bloco de dados)
CHARSET dataset2= 944-1633; (2°. bloco de dados)
CHARSET dataset3= 1634-2488; (3°. bloco de dados)

CHARPARTITION datasetl.dataset2.dataset3= datasetl:datasetl, dataset2:dataset2,
dataset3:dataset3;

END;

(Para dois dados)

Begin sets;
charset d1 = 1-1057; (1°. bloco de dados)
charset d2 = 1058-2007; (2°. bloco de dados)
charpartition REGIOES = REGIAO1L:d1, REGTAO2:d2;

End;

(Para trés dados)

Begin sets;
charset d1 = 1-1057; (1°. bloco de dados)
charset d2 = 1058-2007; (2°. bloco de dados)
charset d3 = 2008-.; (3°. bloco de dados)
charpartition REGIOES = REGIAO1L:d1, REGIAO2:d2, REGTIAO3:d3;
End;

4. Salvar o arquivo.

5. Certifique-se que o nome dado apds “charpartition” seja o mesmo que dentro da matrix e
no bloco de comando (hompart charpartition= [nome]).

6. Esta andlise serd feita no programa PAUP. Para isso recorte o arquivo e cole na mesma
pasta do programa PAUP.

3. Executando o comando ILD

1. Abrao programa PAUP. Execute o arquivo da matriz combinada:
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execute nomedoarquivo.txt; <enter>

2. Para iniciar a andlise de partigdo executar o bloco de comando:
execute ild.txt; <enter>

3. Quando terminar a andlise o programa ird apresentar um valor para P. Como a hipétese
nula é que os dados sdo homogéneos, quando o valor de P for menor ou igual a 0,05 os
dados sdo considerados incongruentes.
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Anexo 4

— ANALISE BAYESIANA EM “WINDOWS" —

Oficina de Filogenia

Antonio Salatino

Cristiane Del Nero Rodrigues
Janeiro/2009

Para esta andlise serd necessdrio ter instalado no computador trés programas:

PAUP
MrMODELTEST
MrBAYES.

1. Para baixar e instalar os programas

- O programa PAUP sera usada a versdo DOS : (win-paup4b10-console).

- Para o programa MrModeltest entrar na seguinte pdgina: http://www.abc.se/~nylander/
Observar que encontra-se disponivel a versdo MrModeltest 2.3. Se clicar em Readme., terd
mais informagdes sobre o programa. E em download selecionar a melhor versdo de acordo com o
seu computador (WIN, MACOSX ou UNIX).

- Para o programa MrBayes entrar na pdgina: http://mrbayes.csit.fsu.edu/

Clicar em Download e baixar a melhor versdo para o seu computador.

2. Escolha do modelo evolutivo e montagem da matrix para um marcador

1
2.

10.

11.
12.
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Abra o programa PAUP.

A matriz deve conter um cabegalho utilizado para o programa PAUP. Execute sua matriz
com os dados molecular. Para isso selecione a opgdo FILE > OPEN. (versdo windows) ou
digite a seguinte linha de comando (versdo DOS): > execute nomedoarquivo.nex; . (O
arquivo deve estar na mesma pasta que o programa Paup).

Copiar o arquivo MrModelblock dentro da pasta do programa MrModeltest2. Colar este
arquivo na mesma pasta que o programa Paup. Executar o arquivo Mrmodelblock,
digitando a linha de comando: > execute mrmodelblock:

Ird aparecer na tela os diversos testes realizados pelo programa (os modelos evolutivos).
Serdo criados dois arquivos mrmodel.scores e mrmodelfit. Estes arquivos podem ser
renomeados se achar necessidade.

Procure o lugar onde foi salvo o arquivo mrmodel.scores (na pasta do programa PAUP).
Copie o arquivo.

Cole o arquivo no diretério C: do Windows. Nesse mesmo local também deve estar
localizado o programa MrModeltest2.

Abra o prompt de comando, para isso clique em Iniciar > Todos os programas ->
Acessorios > Prompt de comando. Ird abrir a tela de DOS dentro do Windows.

Para chegar até a raiz (C:), dé o comando cd\ e tecle enter para chegar em C:/.

Digite a linha de comando mrmodeltest2 < mrmodel.scores > modelos.out e tecle enter.
Ird aparecer uma mensagem Program is done.

Digite exit <enter>,

Abra o arquivo modelos.out no bloco de notas. No documento havera dois blocos de
comandos: um para o PAUP para se fazer andlise de Mdxima verossimilhanga e depois o



bloco para andlise bayesiana (MrBayes). Ache a andlise referente a hLRT
(HIERARCHICAL LIKELIHOOD RATIO TESTS). Procure no final do bloco hLRT a linha
de comando referente a andlise bayesiana (MrBayes). Copiar desde alinha que comega com
a chave ([! até o comando END;).

[!
MrBayes settings for the best-fit model (xxx+x+x) selected by hLRT in MrModeltest 2.2
]
BEGIN MRBAYES:;
Prset statefregpr=xxxxxxxxxx;
Lset nst=x rates=xxxxxx;
END;

13. Abra a matriz rodada no Paup no bloco de notas e cole as linhas de comando no final do
arquivo. Salvar a matriz num novo arquivo, por exemplo, matrizbay.txt. Deletar a linha de
comando OPTIONS GAPMODE=MISSING:. Se houver a linha de comando Eliminate,
substituir pela palavra Exclude. Recortar e colar depois do END; da matriz e antes das
linhas de comando para andlise bayesiana. Caso haja codificagdo (0,1,2,...) deve ser
alterada a linha para FORMAT DATATYPE= MIXED(DNA:1-333, STANDARD:334-
340). O primeiro conjunto de nimeros (1-333), corresponde a sua seqiiéncia de dna e o
segundo conjunto de nimeros corresponde as duas codificagdes (0,1,2,...). Depois da
matriz achar a linha de comando Begin Mrbayes;. Deve-se adicionar uma linha de
comando para cada bloco de dados, dizendo onde comega e onde termina cada um (charset
nome do bloco = seu tamanho;). As duas linhas que estdo a sequir correspondem para qual
desses blocos de comando serd utilizado esse modelo evolutivo (no caso apenas para o
bloco de dna - charset d1 ou (1)) Ex:

BEGIN MRBAYES;

charset d1 = 1-1107;

charset d2 = 1108-1144;
Prset applyto=(1) statefreqpr=dirichlet(1,1,1,1);
Lset applyto=(1) nst=6 rates=invgamma;

END:

Salvar e fechar o bloco de notas.
3. Andlise bayesiana e probabilidades posteriores

14. Abra o programa MrBayes.

15. Copiar o arquivo matrizbay.txt para a pasta do programa MrBayes. Para executar a
matriz digite execute matrizbay.txt; <enter>.

Ird analisar a matriz mostrando informagdes a seu respeito.

Executing file “matrizbay.txt"
DOS line termination
Longest line length = xxxx
Parsing file
Expecting NEXUS formatted file
Reading data block

Allocated matrix
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Matrix has xx taxa and xxxx characters

Data is DNA

Gaps coded as -

Setting default partition (does not divide up characters).
Taxon 1 - nomel

Taxon 2 = nome?2

Taxon N = nomeN
Setting output file names to "matrizbay.txt.run<i><p/+>"
Successfully read matrix
Exiting data block
Excluding character(s)
Reading MrBayes block
Setting statefreqpr o xxxxxxxxxxxxxx(x,x,X,X)
Successfully set prior model parameters
Setting Nst to x
Setting rates to xxxxx
Successfully set likelihood model parameters
Exiting MrBayes block
Reached end of file

16. Caso sua matriz ndo segue até sua leitura final é necessdrio corrigir o que o programa
indica. Muita paciéncia nessa hora.
17. Para iniciar a andlise digita-se uma linha de comando como por exemplo:

mcmc ngen=10000000 nruns=2 nchains=4 printfreq=1000 samplefreq=1000;

Esta linha de comando significa:

-memc: para iniciar a andlise

- ngen: o nlimero de busca que serd feita em cada cadeia

- nruns: o nimero de corridas simultdneas, mas independentes

- nchains: o ndmero de cadeias utilizadas para cada corrida

- printfreq: serd mostrado na tela a cada 1000 buscas os valores encontrados

- samplefreq: serd salvo os valores no arquivo (matrizbay.run.t) a cada 1000 buscas

18. Executando esse comando ird aparecer na tela (a cada 1000 buscas) os menores valores
encontrados para as 4 cadeias (os valores entre os 3 ( xxx) - cadeias frias e 1 [xxx] -
cadeia quente) e para as duas corridas (sdo separadas pelo *). No final da linha ird ficar o
tempo estimado para o término da andlise ( X:XX:XX):

1000 — (-2847.80) (-2850.15) (-2860.13) [-2750.66] * (-2832.80) (-2855.77) [-2800.13] (-2810.66) — X:XX:XX

19. Terminando o nimero de réplicas proposto, o programa ird perguntar se quer continuar ou
ndo com a andlise. Digitando N a andlise é terminada. Minimizar o programa MrBayes.

20. Abrir no WorDPad ou bloco de notas os arquivos matrizbay.txt.runl e matrizbay.txt.run2
(arquivos p).

21. Ao abri-los pode-se observar diversas colunas. Na primeira encontram-se as geragoes
salvas. Na segunda coluna apresentam-se os “comprimentos” das drvores (LnL).



Nesta coluna deve-se observar a partir de qual
geragdo os valores tornam-se os maiores ,(uma vez
que os valores sdo negativos). Como no grdfico ao
lado, chega-se a um ponto, no qual os valores ficam
mais préximos. Este é o valor do "burnin”.

LnL

0 110 000 10 000 000 ngen

O "burnin” é o valor que serd utilizado para descartar as drvores antes desse ponto. Por
exemplo: Numa andlise com 1 milhdo de geragbes e salvando uma a cada 1000 geragdes
[(1milhdo/1000) + 1] , temos uma total de 100.001 drvores salvas. Observando que o ponto,
onde a andlise mantém seu valor é de 110.000, o valor do "burnin” é de 110 (110.000/1000 -
geragdes/samplefreq). (logo as 110 primeiras drvores serdo descartadas).

22. Voltar para o programa MrBayes.

23. Abrir um bloco de log. (log start ; <enter>)

24. Para obter as probabilidades posteriores e o consenso de maioria, entrar com a seguinte
linha de comando:

sumt burnin=xxx contype=halfcompat showtreeprobs=no nruns=2;

Diversos arquivos serdo criados. No arquivo matrizbay.txt.con serd salvo uma drvore de
consenso de maioria para cada corrida (duas drvores). No arquivo log criado (log.out) estardo
as probabilidades posteriores para os ramos.

25. Ao terminar de calcular todas as probabilidades, entrar com a linha de comando para
fechar o arquivo log. (log stop; <enter>)

26. Repetir todo o procedimento para o outro marcador.

27. Para sair do programa digitar: quit; <enter>

4. Combinando os dois marcadores

1. Abra o arquivo com os marcadores combinados no bloco de notas. E a mesma matriz
utilizada na andlise de parciménia combinada.

2. Se os dois marcadores apresentam mesmo nimero de terminais e exatamente os

mesmos terminais, serd utilizado os modelos evolutivos analisados anteriormente.

Entretanto se um dos marcadores ndo possuir o mesmo nimero de terminais terd de se

calcular novamente o modelo evolutivo para cada marcador sem esses terminais.

Salve a matriz com outro home. Exemplo: rpstrnlfbay.txt

4. No cabecgalho da matriz, deletar a linha de comando OPTIONS GAPMODE=MISSING:.
Se houver a linha de comando Eliminate, substituir pela palavra Exclude. Recortar e
colar depois do END; da matriz. Editar a linha para FORMAT DATATYPE=
MIXED(DNA:1-1107, STANDARD:1108-1144, DNA:1145-2330, STANDARD:2331-
2335). O primeiro conjunto de nimeros (1-1107), corresponde a seqiiéncia de dna da 1°.
matriz e o segundo conjunto de nimeros corresponde as codificagdes da 1%. matriz
(0,1,2,...). O conjunto de nimeros de 1145-2330 corresponde as sequencias da 2°.
matriz, enquanto que o conjunto de nimeros de 2331-2335 corresponde as codificagdes
do 2°. matriz. Depois do comando EXCLUDED digitar a linha de comando Begin
Mrbayes:. Adicionar uma linha de comando para cada bloco de dados, dizendo onde

w
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comega e onde termina cada um (charset nome do bloco = seu tamanho;) e adicionar os
modelos evolutivos e indicar para qual bloco deve ser utilizado. Terminar com END:;. Ex:

BEGIN MRBAYES;
charset d1 = 1-1107; } 1°. marcador
charset d2 = 1108-1144;
charset d3 = 1145-2330; } 2°. marcador
charset d4 = 2331-2335;
Prset applyto=(1,3) statefreqpr=dirichlet(1,1,1,1);
Lset applyto=(1) nst=6 rates=invgamma;
Lset applyto=(3) nst=2 rates=gamma;
END;

5. Salvar e fechar o bloco de notas.
6. Repetir todos os procedimentos de 3. Andlise bayesiana e probabilidades posteriors.



Anexo 5

— EDICAO DAS ARVORES PELO TREE GRAPH —

Oficina de Filogenia

Antonio Salatino

Cristiane Del Nero Rodrigues
Janeiro/2009

Para esta andlise serd necessdrio ter instalado no computador dois programas:

e TreeView

e Tree Graph

e Crimson Editor
e TInkscape

1. Para baixar e instalar os Programas

- Tree Graph entrar na pdgina:
http://www.math.uni-bonn.de/people/ jmueller/extra/treegraph/

e baixar o programa compativel com o seu computador.

- Crimson Editor entrar na pdgina: http://www.crimsoneditor.com/
Clicar em "Download the lastest release - V3.70 release”.

- TreeView vendo dentro do pacote do programa BioEdit.

- Inkscape pode ser baixado através da pdgina:
http://www.baixaki.com.br/download/inkscape.htm

2. Como fazer uma drvore pelo Tree Graph

1.

No o s

Para os arquivos de drvore gerados no programa PAUP ndo é necessdrio fazer nenhuma
alteragdo, a ndo ser que sua drvore ndo esteja enraizada no seu grupo externo. Para a
drvore gerada através do programa Mrbayes é necessdrio verificar se estd enraizada a
drvore e salvar o arquivo ha extensdo .nex.

Para ambos os casos abrir o programa TreeView e abrir o arquivo (File > Open >
escolher o seu arquivo.tre). Para enraizar no grupo externo Tree -> Define Outgroup,
escolher na lista de espécie ingroup a que serd o grupo externo clicando na espécie. Clicar
na caixa com o simbolo >> para transferir para a caixa outgroup. Clicar OK. Selecionar
Tree > Root with Outgroup, sua drvore jd estard enraizada no grupo externo.

Clicar em File > Save As, marcar duas opgdes Root with outgroup e Include internal
edge labels. Escolher a terminagdo como NEXUS(TREES BLOCK ONLY) Fechar o
programa File > Exit.

Copiar o arquivo da sua drvore no mesmo local que se encontra o programa Tree Graph.
Abrir o programa Tree Graph.

Tecle "?" para ver as linhas de comando.

Linhas de comando:

| loads tree from TGF file
t translates NEXUS to TGF file
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s saves current tree as tgf file

n saves current tree as NEXUS file
p writes current tree into EPS file

v writes current tree into SVG file

e edit mode

F show settings

f show font path

q quits program

8. Transforme seu arquivo nexus em extensdo TGF. Digite: t <enter> depois digite o nome do
arquivo (.tree ou .tre) e tecle <enter>.

9. Serd criado um novo arquivo com o mesmo home e uma hova extensdo TGF.

10. Carregue o novo arquivo criado com extensdo TGF. Digite: | <enter> depois o nome do
arquivo.TGF.

11. Abra o dltimo arquivo criado no programa Crimson Editor. O arquivo terd uma estrutura
parecida com o exemplo abaixo, dividido em duas partes: uma descrevendo os pardmetros
da drvore (inicia no \begindef e termina no \enddef) e a parte seguinte mostrando os
terminais da drvore. Os comentdrios sobre a linha de comando estdo escritos em negrito.
Alguns pardmetros que estdo presentes neste bloco de comando ndo aparecem quando
criado pelo programa como: paper e landscape. Como cada drvore ird apresentar um
tamanho diferente, os valores de largura e altura (width e height) tem de ser alterado.
Outros pardmetros também podem ser alterados como margem da figura (margin),
espessura dos tragos, o tamanho da letra de textos ou nimeros, assim como em itdlico,
negrito ou outros.

%
%
% NOTE: This tree has been imported from NEXUS.
% You should use 'save’ (command s) to make the

%  free part more readable.
%

\begindef

\name{con 50 majrule} % imported from NEXUS file
\version{1.0} % version of treegraph file format

%

% tree geometry

%
\width{200} % width in mm (largura da drvore, sem considerar os nomes das espécies)
\height{406} % height in mm (altura da drvore, sem considerar os nomes das espécies)
\paper{a4} (tamanho do papel utilizado) se utilizar {a0} ndo tem tamanho limitando a

pagina
\landscape (posicionamento da arvore no papel - retrato ou paisagem)

%  \autolength % ignore len{} in nodes

%  \variable

%
% layout
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%

\roundness{0.2} % between 0.0 and 1.0 (varia se os cantos da drvore sdo redondos - 1 ou

quadrados - 0)

\thickness{0.3} % in mm (espessura das linhas da drvore)

\margin{20{0}{20}{40} % left top right bottom, in mm (margem da figura, lembrar que a
medida esté em mm. Pode colocar 10, 20, 10, 10)

\style{default}{plain}{9.6} (tamanho dos nimeros nos ramos)

\style{r}{plain}{12} (tipo da letra dos nomes das espécies, ideal colocar italic no lugar de

plain)

%  \style{ul}{plain}{9.6} (indice de suporte no. 1)
%  \style{d1Xitalic}{9.6} (indice de suporte no. 2)
%  \style{u2}{bold}{8.4} (indice de suporte no. 3)
%  \style{br}{plain}{14.4}

%  \rulepos{5}{20}
% position of rule
%  \separator{:}
%  \proof

%
% brackets
%

%  \bracket{O}{n1}{n2}{example text} (coloca o nome nos grupos marcados pelo nés -

label{nXX} na horizontal)

%  \brace*{1.5}{root}{root}{example text} (coloca o nome nos grupos marcados pelos nés -

labe{nXX} na vertical)
\enddef

("Lindernia crustacea B"
,"Torenia thouarsii"
S"Lindernia crustacea A"
[(("Cobitanthus alatus"
[(("Jacaranda racemosa
,"Schlegelia"
/'Arrabideae sceptrum"
'Lippia sp"

)'0.86"

("Capraria biflora A"
'Capraria biflora B"
)"'1.00"

."Bacopa monnieri B"
)"'1.00"

)"'1.00"

S"Micranthemum umbrosum"

)"1.00"
)

12. Salvar o arquivo e carregar novamente no programa TreeGraph, | <enter> e depois digitar

o nome do arquivo salvo no Crimson com sua extensdo (.tgf).
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13.

14.

15.

16.

17.

Se as dimensdes estiverem pequenas o programa ird comentar quanto falta e se é na
largura e/ou no comprimento. Se isto ocorrer abrir novamente no programa Crimson e
adequar sua drvore.

Quando abrir o arquivo e ndo apresentar mais problemas de largura ou pdginas (| <enter>
digitar o nome do arquivo.tgf), o arquivo estd pronto para ser salva na extensdo .svg.
Digitar v <enter> e depois digitar o nome do arquivo que serd salvo a drvore.

Abrir o programa Inkscape e abrir o arquivo .svg e serd visualizada a drvore gerada.
Podem ser feitas diversas alteragdes nesse programa, como home das espécies, tamanho
e tipo da letra, cores e outros.

Para salvar a drvore num arquivo de figura, entrar em Arquivo > Exportar figura. Abrird
uma nova janela e selecione a opgdo Figura em exportar drea. Depois basta clicar em
exportar. Essa figura pode ser inserida dentro dos programas Word ou Power Point.
Outra opgdo € salvar a drvore no formato pdf. Para isso clique em "Arquivo” > “Salvar
cépia” > e trocar a opgdo "Inkscape SVG(*.svg)" por PDF(*.pdf) > "Salvar”.
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