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RESUMO

COSTA, Cristielle de Jesus, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de 2014.
Analise filogenética do género Atractantha McClure (Poaceae, Bambusoideae,
Bambuseae)Orientadora: Ana Paula Santos Gongalves.

AtractanthaMcClure € um pequeno género de bambus lignificados pertencentes a subtribo
Arthrostylidiinae (Poaceae: Bambusoideae: Bambuseae), a qual compreende 13 géneros. Sao
conhecidas seis espécies descritas, quatro delas endémicas do estado da Bahia, uma espéci
amazonica e a ultima recentemente descrita para o estado do Espirito Santo. As espécies de
Atractanthapodem ser reconhecidas vegetativamente por apresentarem colmo delgado, sélido
a 0co, com pequenos canais de ar periféricos presentes em algumas espécies; complemento de
ramo com trés ramos principais e fimbrias proeminentes nas folhas do colmo e ramos. O
presente trabalho teve por objetivo testar o monofiletismo do g&teaotanthae suas

relacdes de afinidade com os demais géneros de Arthrostylidiinae, por meio de analises
cladisticas de caracteres morfolégicos e moleculares. Para tanto, foi delimitada uma
amostragem com um total de 29 espécies de Bambuseae. A analise morfologica foi realizada a
partir de uma matriz com 45 caracteres vegetativos e reprodutivos. Entretanto, a filogenia
morfolégica resultou em um cladograma com baixa resolucao, cuja topologia foi insuficiente
para inferir quaisquer relacdes de afinidade entre os taxons. Os estudos de filogenia molecular
foram realizados com base em trés marcadores do DNA cloroplastidico: adiene os
espacadores intergénicos trnD-trnT e trnT-trnL. As sequéncias plastidiais foram abtidas
partir de técnicas usuais de biologia molecular e do banco de dados GenBank. Com as
sequéncias alinhadas, foram analisados os marcadores separadamente e em combinacao
usando dois métodos de inferéncia filogenética, maxima parciménia e Bayesiana, 0s quais
indicaram o monofiletismo das trés subtribos amostradas e dos g@hamug, Merostachys
Arthrostylidium Guadua e Chusquea No entanto, o génerdtractantha mostrou-se
parafilético.
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ABSTRACT

COSTA, Ciristielle de Jesus, M.Sc., Universidade Federal de Vigcosa, February, 2014.
Phylogenetic analysis of the genu#tractantha McClure (Poaceae, Bambusoideae,
Bambuseae)Adviser: Ana Paula Santos Gongalves.

Atractantha McClure is a small genus of woody bamboo belonging to subtribe
Arthrostylidiinae (Poaceae: Bambusoideae: Bambuseae), comprising 13 genera. Six described
species, four of them endemic to the state of Bahia, an Amazonian species and the last
recently described for the state of Espirito Santo are knéwnactanthaspecies can be
recognized vegetatively by presenting slender stem, solid or hollow, with small peripheral air
channels present in some species; complement branch with three main branches and
prominent fimbriae leaves on stems and branches. The present study aimed to test the
monophyly of the gersiAtractantha and its affinity relationships with other genera of
Arthrostylidiinae, through cladistic analyzes of morphological and molecular characters.
Therefore, it was bounded sampling with a total of 29 species of Bambuseae. Morphological
analysis was performed from a matrix with 45 vegetative and reproductive characters
However, the morphological phylogeny resulted in a cladogram with low resolution, whose
topology was insufficient to infer any affinity relationships among taxa. The studies were
performed molecular phylogeny based on three DNA markers chloroplastiReene and
intergenic spacers trnT-trnd and trnT-trnL. The plastid sequences were obtained from
standard techniques of molecular biology and the GenBank database. With the aligned
sgjuences, the markers were analyzed separately and in combination, using two methods of
phylogenetic inference, maximum parsimony and Bayesian, which indicated the monophyly
of the three subtribes and genera samp@itdimia, Merostachys Arthrostylidium Guadua

andChusqueaHowever, genuétractanthaproved paraphyletic.
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1. INTRODUCAO

Poaceae € uma das maiores familias de Angiospermas e o grupo de plantas mais
importante do ponto de vista econOmico, 0 qual apresenta distribuicdo pantropical e
aproximadamente 10.000 espécies e cerca de 700 géneros (GPWG, 2001). As gramineas Sac
facilmente reconhecidas por sua morfologia vegetativa e floral caracteristicas, e sua monofilia
tem sido sustentada tanto por caracteres morfologicos como por dados moleculares (GPWG,
2001). Esta extensa familia foi dividida em seis subfamilias por Clayton & Renvoize (1986),
cinco por Juddet al. (1999) e atualmente sdo reconhecidas 12 subfamilias pelo GPWG
(2001).

A subfamilia Bambusoideae Luerss., como tradicionalmente circunscrita, inclui um
grupo heterogéneo de gramineas perenes, rizomatosas, as quais apresentam folhas largas
pseudopecioladas, com clorénquima composto de células invaginantes e fuséides e flores com
trés lodiculas (CALDERON & SODERSTROM, 1973; CLARK al, 1995; ZHANG &

CLARK, 2000). Apresentam ampla distribuicdo geogréfica ocorrendo entre 46° N - 47° S de
latitude e em altitudes desde o nivel do mar até 4.000 metemesentam a Unica linhagem

da familia a se diversificar e se adaptar a habitats florestais, sendo componentes tipicos de
florestas tropicais e subtropicais, onde ocorrem associadas & vegetacéo lenhosa (CALDERON
& SODERSTROM, 1980; CLARK, 1990; JUDZIEWIC&t al, 1999; ZHANG & CLARK,

2000.

A circunscricdo desta subfamilia tem sido bastante problematica, e o nimero de tribos
tem variado consideravelmente nas ultimas décadas. Soderstrom & Ellis (1987) definiram um
"core” Bambusoideae composto por cinco tribos: Anomochloeae, Streptochaeteae,
Buergersiochloeae, Olyreae e Bambuseae. Clayton & Renvoize (1986) consideraram esta
subfamilia composta por 14 tribos, enquanto que Watson & Dallwitz (1992) consideraram-na
composta por 15 tribos. Em quase todos os sistemas de classificacdo produzidos nas ultimas
décadas o "core" de Soderstrom & Ellis (1987) foi incluido na subfamilia Bambusoideae
(CLARK et al, 1995). Entretanto, diversos estudos baseados em evidéncias morfolégicas e
macromoleculares demonstraram que este "core" € polifilético (CLARK, 1995;
SORENG & DAVIS, 1995; DUVALL & MORTON, 1996; GPWG, 2001).



De acordo com a circunscricdo atual proposta por Sungketeval (2009)
Bambusoideae compreende as tribos Bambuseae (bambus lignificados de clima tropical),
Olyreae (bambus herbaceos) e Arundinarieae (bambus lignificados de clima temperado)
Tanto a subfamilia como as tribos que a compde sao sustentadas em diversas analises
morfolégicas e moleculares como tdxons monofiléticos (CLARKIL, 1995; GPWG, 2001;
SUNGKAEW et al, 2009; KELCHNER & BPG, 2013).

Bambusoideae é representada por aproximadamente 1.400 espécies descritas em 115
géneros (BPG, 2012). Os bambus sao encontrados em todos os continentes, exceto na Europa
em elevacOes desde o nivel do mar até cerca de 4.000 metros de altitude (Figura 1). No
minimo 40% das espécies sdo endémicas das Américas, e o Brasil representa o pais do Novo
Mundo com maior diversidade, apresentando cerca de 34 géneros e 234 espécies, das quais
aproximadamente 83% sao endémicas (KELCHNER & BPG, 2013; FILGUEIRAS &
SANTOS-GONCALVES, 2004

Figura 1: DistribuicAo mundial de bambus (Poaceae: Bambusoideae).
Fonte: Kelchner & BPG (2013).

Osbambus lignificados tropicais (tribo Bambuseae) formam dois clados principais, 0os
quais apresentam distribuicbes geograficas distintas e bem demarcadas, os lignificados
paleotropicais e os lignificados neotropicais; sendo reconhecidasuitas® sete subtribos
(TYRREL et al, 2012; KELCHNER & BPG, 2013).

A tribo Bambuseae é representada por espécies com colmo lignificado, folhas
diferenciadas em folhas do colmo e folhas dos ramos, ramificagdo vegetativa complexa,
folhas do colmo com ligula externa e lamina foliar decidua, floracdo gregaria com ciclos

ocorrendo a longos intervalos, flores bissexuais e numero basico de cromossomos de x=12
2



(JUDZIEWICZ et al, 1999; ZHANG & CLARK, 2000; GPWG, 2001). H& registros de
bambus com intervalos reprodutivos que variam de 7 a 120 anos, com eventos de floracdo
gregéaria e monocarpica que levam a producdo de sementes em massa e a morte de todas a
plantas parentais (KELCHNER & BPG, 2013; NADGAUD& al, 1990). Devidoa esse

padrdo de floracdo, os bambus lignificados s&o geralmente encontrados em sua fase
vegetativa, dificultando assim a identificacdo de suas espécies.

Como definida pelo GPWG (2001), a tribo Bambuseae inclui sete subtribos, dentre as
quais Arthrostylidiinae, endémica do Novo Mundo (JUDZIEWIEE al, 1999). Ess
subtribo redne 13 géneros e 163 espécies que se caracterizam morfoanatomicamente por um
conjunto de caracteres: ocorréncia de uma regido discolor marginal ("striae") na face abaxial
da lamina foliar das folhas dos ramos; margens da lamina foliar com diferencas estruturais
acentuadas; estdbmatos ausentes ou pouco numerosos na epiderme adaxial da lamina foliar;
esclerénquima intercostal e nervura mediana da lamina da folha dos ramos reduzida; presenca
de papilas refrativas e mesofilo com parénquima invaginante e células fusdides
(SODERSTROM & ELLIS, 1987; GPWG, 2001).

Atractantha McClure, o género aqui estudado, representa um pequeno grupo de
bambus lignificados neotropicais, taxonomicamente posicionado na  subtribo
Arthrostylidiinae. Atractantha McClure distingue e destaca-se dos demais bambus
lignificados do Novo Mundo por serem escandentes, com rizomas do tipo paquimorfo, por
apresentarem colmos delgados, solidos ou ocos, com canais periféricos de ar em algumas
espécies; complemento de ramo inerme, com trés ramos principais e fimbrias proeminentes
nas folhas do colmo e ramos (JUDZIEWICZ, 1992; SANTOS-GONCAL¥ES, 2011).

Como atualmente circunscrito, 0 género compreende seis espécies, uma das quais
recentemente descrita por Santos-Goncatved (2011),Atractantha shepherdian&antos-

Gong., Filg. & L.G.Clark,a qual ocorre na regido sudeste do Brasil, no estado do Espirito
Santo, em formacdes florestais conhecidas como restinga arborea. As demais éspécies,
aureolanataJudz.,A. cardinalisJudz.,A. falcataMcClure e A. radiataMcClure ocorrem ao

longo da Costa Atlantica no estado da Bahia (JUDZIEWICZ, 199@)ctantha amazonica

Judz. & L.G. Clark ocorre no sudeste da Venezuela e no Estado do Amazonas - Brasil,
ocorrendo ao longo do Rio Negro e em florestas inundadas, conhecidas como Igapos
(McCLURE, 1973; SODERSTROM: ELLIS, 1987; JUDZIEWICZet al, 1999; SANTOS-
GONCALVES et al, 2011). Além da distribuicdo peculigk, amazonica a Unica espécie

com espiguetas convencionais, ao passo que as demais espécies apresentam estrutura:


http://www.ipni.org/ipni/idPlantNameSearch.do?id=77115374-1&back_page=%2Fipni%2FeditSimplePlantNameSearch.do%3Ffind_wholeName%3DAtractantha%2Bshepherdiana%26output_format%3Dnormal
http://www.ipni.org/ipni/idPlantNameSearch.do?id=77115374-1&back_page=%2Fipni%2FeditSimplePlantNameSearch.do%3Ffind_wholeName%3DAtractantha%2Bshepherdiana%26output_format%3Dnormal

reprodutivas conhecidas como pseudoespiguetas em suas inflorescéncias (JUDZIEWICZ
1992.

Devido a versatilidade dos bambus, estes tém se tornado um grupo de plantas com
grande importancia econdmica e cultural, sendo utilizados na culinaria (broto de bambu,
principalmenteBambusa vulgari$Schrad. ex J.C. Wendt.Dendrocalamus aspeBacker ex
K. Heyne), construcdo civilQuadua angustifoliaKunth), fabricagdo de instrumentos
musicais e utensilios domésticos; no artesanato, paisagimitotachysSiebold & Zucc.);
na producdo de carvao, combustivel, papel e tecido@rigacdo e regeneracdo ambiental,
além de mdultiplos usos em &reas rurais, inclusive como forrageira (JUDZIEWI@E,

1999). Embora os bambus sejam utilizados de diversas formas, ainda assim seu potencial
econdmico nao foi totalmente explorado.

No Brasil, os estudos abordando as Bambusoideae sdo quase que exclusivamente de
cunho floristico e/ou taxonémico (BURMAN & FILGUEIRAS, 1993; SENDULSKY 1995,
1997; FILGUEIRAS, 1988; FILGUEIRAS & PEREIRA, 1998; SANTOS-GONCALVES,
2000; OLIVEIRA, 2001; SANTOS-GONCALVES, 2005; SANTOS-GONCALVESal.,

2011; VIANA, 2010Q.

Até o0 momento, os estudos de filogenia existentes ndo incluiram representantes de
Atractanthaem um senso mais amplo. Assim, h4 apenas evidéncias de que este grupo seja
monofilético, as quais foram obtidas a partir de trabalhos direcionados a responder questdes a
nivel de subtribo, como a filogenia da subtribo Arthrostylidiinae (TYRRIEL, 2012).

Assim, os principais objetivos do presente estudo foram testar o monofiletismo do
génercAtractanthae investigar suas relagdes de afinidades com os demais géneros de bambus

neotropicais.



2. MATERIAL E METODOS

2.1 Amostragem dos taxons

Um total de 29 espécies de Bambuseae foi analisado, sendo selecionadas de forma a
representar a diversidade morfologica existente nesta tribo (Tabela 1). Os taxons amostrados
representam todas as subtribos de bambus lenhosos neotropicais: Arthrostylidiinae
Chusqueinae e Guaduinae. Todas as espécies do @géramtanthaforam amostradas para a
filogenia molecular, excetd. amazonicae A. falcatg que ndo foram recoletadas e para as
quais a extracdo de DNA a partir de material herborizado nao foi bem sucedida. Uma espécie
do clado de bambus lenhosos paleotropidd@nbusa vulgarisfoi escolhida como grupo
externo baseado nos resultados de estudos anteriores (Ce&ARK 2007; FISHERet al,

2009; KELCHNER & BPG, 2013; TYRREEet al, 2012).

Foi realizada uma excursdo na regido litoranea da Bahia para coleta de material
botanico, visando o reconhecimento das espécies em seu habitat e também o incremento das
cole¢bes. Todas as amostras coletadas foram depositadas no Herbario da Universidade
Federal de Vicosa - VIG-olhas foram armazenadas em silica gel para preservar as amostras
para posterior extracdo de DNA (CHASE & HILLS, 1991).



Tabela 1. Nomero de acesso do GenBank e voucher edgecies utilizadas para as inferéncias filogenéticas a partir &osnarcadores do DNA
cloroplastidico. Todos os vouchers foram depositados no Herbario VIC. Os taxa quenado sivcesso na amplificacdo de suas regifes sdo indicados por

um traco (}.
Subtribo Taxon Acesso GenBank Voucher
ndhF trnD-trnT trnT-trnL
Arthrostylidiinae Soderstr. & R.P. Ellis
Atractantha amazonicdudz. -
Atractantha aureolanatdudz. JQ408536 JQ408494 JQ408595
Atractantha cardinalisludz. JQ408537 JQ408635 JQ408596
Atractantha falcataMcClure -
Atractantha radiaa McClure JQ408538 JQ408636 JQ408597
Atractantha shepherdian@antos-Gongalves, Filg. & Clark SG 510
Actinocladum verticillatuniNees) McClure ex Soderstr. JQ408524 JQ408623 JQ408586
Alvimia auriculataSoderstr. & Londond JQ408525 JQ408624 JQ408587
Alvimia gracilisSoderstr. & Londond JQ408526 JQ408625 JQ408588
Arthrostylidium cubensRupr. JQ408529 JQ408628 JQ408590
Arthrostylidium urbaniiPilg. JQ408534 JQ408632 JQ408594
Aulonemia amplissimgNees) McClure JQ408539 JQ408637 JQ408598
Aulonemia quek&oudot JQ408543 JQ408641 JQ408600
Aulonemia ule{Hack.) McClure & L.B. Sm. JQ408544 JQ408642 JQ408601
Colanthelia cingulatgMcClure & L.B. Sm.) McClure JQ408545 JQ408643 JQ408602
Colanthelia intermedigMcClure & L.B. Sm.) McClure - JQ408645 JQ408604 -
Colantheliasp. nov. SG 566
Glaziophyton mirabild=ranch. JQ408552 JQ408650 JQ408607
Merostachys ternatbless JQ408555 JQ408653 JQ408610
Merostachysp. SG 651
Rhipidocladum harmonicuiiParodi) McClure JQ408563 JQ408661 JQ408615
Bambusinae J.Presl|
Bambusa vulgariSchrad. ex J.C. Wendl. FJ643709 FJ643982 FJ644133
Chusqueinae Soderstr. & R.P. Ellis
Chusquea capituliflorain. SG 620
Chusquea ramosissimandm. SG 534
Chusqueasp. SG 652
Guaduinae Soderstr. & R.P. Ellis
Apoclada simpleMcClure & L.B. Sm. JQ408527 JQ408626 JQ408589
Eremocaulon aureofimbriatui®oderstr. & Londond JQ408549 JQ408647 -
Guadua angustifolid&unth FJ643714 FJ644003 FJ644154
Guadua tagoardNess) Kunth SG 605




2.2 Estudos cladisticos morfologicos

Os caracteres morfologicos foram escolhidos com base em estudos prévios (TYRREL
et al, 2012; CLARKet al, 2007) e em peculiaridades aos géneros amostrados neste trabalho.
No total foram selecionados 44 caracteres (Tabela 2), sendo 32 vegetativos e 12 reprodutivos
O estudo foi realizado a partir de exsicatas provenientes dos Herbarios IBGE, BHCB, RB,
INPA, MBM, SP, VIC e B, consultas a literatura especializada e a base de dados do sit
GrassBae(CLAYTON et al, 2006).

A matriz de caracteres morfolégicos foi elaborada no software Nexus Data Editor
0.5.0 (PAGE, 2001). Tanto os caracteres binarios como os multiestados foram tratados como
ndo ordenados. Para os tAxons com caracteres inaplicaveis ou nao observados, os dados foran

lancados como faltantes.

Tabela 2.Lista de caracteres e estados de caracteres morfoldgicos para andlise cladistica.

Colmos e nos
1. Hébito: 0 = ereto e arqueando-se no apice; 1 = escandente; 2 = ereto; 3 =

escandente; 4 = ereto a decumbente; 5 = decumbente.

Entrend: 0 = sélido; 1 = oco; 2 = so6lido com canais de ar periféricos.

Padréo do comprimento do entrend: 0 = todos iguais; 1 = L-s-s-s-L; 2 = Is:s-s-s-

Promontorio: 0 = ausente; 1 = presente.

Gemas por ndé no médio-colmo: 0 = Unica; 1 = multiplas.

2.
3.
4. Padréo de ramificacdo: O = intravaginal; 1 = extravaginal; 2 = infravaginal.
5.
6.
7.

Forma da gema central: O = triangular; 1 = circular.

Folhas do colmo

8. “Cinto” (Girdle) 0 = ausente; 1 = presente.

9. Posicao da lamina foliar: O = ereta; 1 = reflexa.

10. Indumento da face abaxial da bainha: 0 = glabro; 1 = tricomas adpressos e

presentes; 2 = escabro; 3 = apenas tricomas macios presentes.

11. Fimbrias no apice da bainha: 0 = ausente; 1 = presente.

12. Fimbrias: 0 = lisas; 1 = onduladas.




13. Base das fimbrias: 0 = livres; 1 = fundidas.

14. Auriculas: 0 = ausente; 1 = presente.

15. Indumento das auriculas: 0 = glabra; 1 = fimlaiad

16. Cicatriz calosa na base da bainha: 0 = ausente; 1 = presente.

17. Extensdo de uma das margens na base da bainha: 0 = ausente; 1 = presente.

18. Ligula interna: 0 = ausente; 1 = presente.

19. Ligula externa: O = ausente; 1 = presente.

20. Forma da base do complemento de ramd:18que” (fan-shaped); 1 = outros formatos.

21. Dominancias de ramos no complemento de ramo: 0 = subiguais (sem ramos dom

1 = um ramo dominante; 2 = 2-5 ramos dominantes; 3 = 5-7 ramos dominantes.

22. Espinhos no ramos: 0 = ausente; 1 = presente.

Folhas dos ramos

23. Dimorfismo nas folhas dos ramos: 0 = ausente; 1 = presente.

24. Estria marginal na face abaxial da lamina foliar: O = ausente; 1 = presente.

25. Folha tesselada: 0 = ausente; 1 = presente.

26. Ligula interna: 0 = ausente; 1 = presente.

27. Indumento da face abaxial da bainha: 0 = glabro; 1 = piloso.

28. Fimbrias do apice da bainha: 0 = ausente; 1 = presente.

29. Fimbrias: 0 = lisas; 1 = onduladas.

30. Base das fimbrias: 0 = livres; 1 = fundidas.

31. Auriculas: 0 = ausente; 1 = presente.

32. Indumento das auriculas: 0 = glabro; 1 = fimbriado.

Sinflorescéncia

33. Forma: 0 = panicula; 1 = racemo; 2 = capitada.

34. Numero de racemos na sinflorescéncia: 0 = um; 1 = dois ou mais.

35. Espiguetas secundas: 0 = ausente; 1 = presente.

Espigueta

36. Espigueta: 0 = convencional; 1 = pseudoespigueta.

37. Compressao da espigueta: 0 = arredondada; 1 = lateral; 2 = dorsal.

38. Numero de glumas: 0 = ausente; 1 = duas; 2 = uma; 3 = varias; 4 = quatro.

39. Tamanho relativo das glumas: 0 = subiguais; 1 = fortemente desiguais.

40. Numero de flésculos férteis por espigueta: 0 = um; 1 = mais de um flosculo.




41. Extensdo da raquila: 0 = ausente; 1 = presente.

Flor

42. Numero de estames: 0 = trés; 1 = seis; 2 = dois.

43. Namero de estigmas: 0 = um; 1 = dois; 2 = trés.

Fruto

44. Cariopse: 0 = tipica; 1 = nucdide; 2 = bacdide.

2.3 Estudos cladisticos moleculares

2.3.1 Extracao de DNA total

Para os estudos moleculares foi selecionado um acesso de cada espécie, sendo que set:
espécies foram obtidas de folhas eslesam silica gel, as demais tiveram suas sequéncias

obtidas diretamente no GenBank (Tabela 1).

O DNA genémico total foi extraido utilizando-se o kit comercial DNeasy Plant Mini
Kit (Qiagen, Valencia, USA) com protocolo modificado (TRIPLETT & CLARK, 2010) ou
segundo Doyle & Doyle (1987), conforme as seguintes modificagdes:

1. Aproximadamente 50 mg de folhas secas foram maceradas em nitrogénio liquido em
almofariz de porcelana até homogeneizacdo. O macerado obtido foi transferido para
microtubos do tipo Eppendorf de 2,0 mL, sendo adicionados 800 mL de tampéo de extracéo
2X CTAB préaquecido a 65°C (acrescido de 1 pL de B-mercaptoetanol e 20 mg de PVP -
polivinilpirrolidona por mL de tamp&ao).

2. Os tubos foram vortexizados e incubados em “banho-maria” a 65°C por 30 minutos, sendo
agitados por inversédo a cada 10 minutos. Em seguida as amostras foram esfriadas em gelo por

2 minutos.

3. Foram adicionados 750 pL de CIA (cloroférmio/alcool isoamilico 24:1) em cada tubo e
misturados por inversao por 50 vezes e procedeu-se a centrifugagao por 15 minutos a 10.000

rpm.



4. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo de 1,5 mL, com cuidado para evitar a
perturbacao da interface, e em seguida repetido o passo 3 com o sobrenadante recuperado.

5. O sobrenadante foi cuidadosamente transferido para um novo tubo de 1,5 mL e adicionados

0,7 do seu volume de isopropanol gelado, e misturado por inversédo gentilmente por 10 vezes.

6. Os tubos foram mantidos a centrifugacdo por 15 minutos a 10.000 rpm. O sobrenadante foi

descartado.

7. Adicionou-se 1 mL de etanol 70% no tubo contendo o precipitado; em seguida o tubo foi

centrifugado por 10 minutos a 10.000 rpm, sendo entdo descartado o alcool.

8. Repetiu-se 0 passo anterior usando etanol 90%; apés o alcool ter sido descartado o tubo foi
mantido aberto e invertido sobre papel toalha para secagem do precipitado em temperatura

ambiente.

9. Apo6s a secagem, o precipitado foi ressuspendido em até 50 uL. de TE + RNase, ou apenas

em agua deionizada/autoclavada e armazenado a -20°C.

- Tampéao de extracdo 2X CTAB:Pesou-se 2 g de CTAB, 8,18 g de NaCl, 0,74 g de EDTA,
157 g de Tris-HClI e 1 g de PVP. Os componentes foram dissolvidos em agua

deionizada/autoclavada completando o volume para 100 mL. O pH foi ajustado para 8,0.

2.3.2 Amplificacao e sequenciamento de DNA

O DNA total extraido de cada amostra foi amplificado por meio da reagdo da
polimerase em cadeia (PCR) usando o termociclador C1000 Touch Termal Cycler (Bio-Rad,
Hercules, CA, USA).

Para este trabalho foram utilizadas trés regides do DNA cloroplastidico (cpDNA): o
genendhF e os espacadores intergénicos trnD-trnT e trnT-trnL. Tais regides foram escolhidas
por serem amplamente empregadas em estudos filogenéticos com representantes de

Bambusoideae (FISHERt al, 2007; TRIPLETT & CLARK, 2010; TYRREIlet al, 2012,
10



KELCHNER & BPG, 2013). As sequéncias dos primers e 0s parametros utilizados para a
amplificagcdo e sequenciamento das trés regides cloroplastidicas encontram-se descritas na
tabela 3 (TRIPLETT & CLARK, 2010 modificado).

Cada reacado de PCR foi processada utilizando-seolim&/ final de 30 pL, contendo:
2,5 uL de extrato de DNA; 14,6 uL de agua destilada e autoclavada; 1,6 uL de cada primer
(concentra¢do de 10 uM/ pL); 3,2 ulL de deoxinucleotideos trifosfatos - ANTPs (solucéo 2,5
uM de cada ANTP); 2,5 uL de solucdo tampao 10X PCR; 1,5 uL. de magnésio (50 mM); 2,1
pL de solucdo de albumina de soro bovino - BSA (10mg/uL) e 0,4 puL de platinum Taq DNA
polimerase (5U/uL). Todos os reagentes utilizados foram da marca Invitrogen TM (Life

Technologies), exceto o BSA (Promega, Biotech).

Para a confirmacdo da amplificacdo, foi realizada uma corrida eletroforética com
voltagem constante de 90V por 30-40 min, ofidd. da reagdo foram aplicados juntamente
com 2 puL de tampao de carregamento e analisados por eletroforese em gel de agarose 1% e
tampéo TBE 1X. Os fragmentos foram visualizados e comparados com o marcador molecular
1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen TM, Life Technologies) em um transluminador de

ultravioleta (Loccus Biotecnologia).

A purificacdo do produto da PCR foi realizada com ExoSAP-IT (Affymetrix, Inc.)
utilizando as enzimas fosfatase alcalina de camardo (SAP) e exonuclease | (EXO), conforme
instrugdes do fabricante.

Apbés a purificacdo, as concentracbes dos produtos de PCR foram estimadas
utilizando-se como referéncia o marcador de massa molecular Low DNA Mass Ladder
(Invitrogen TM, Life Technologies) e analisados por eletroforese em gel de agarose. Em

seguida, as amostras foram enviadas para sequenciamento na Macrogen (Coréia do Sul).
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Tabela 3.Primers do DNA cloroplastidico e parametros utilizados para as reacdes de ampldisagienciamento baseados em Tyrrel & Clark (2010).
Asterisco (*) indicam parametros de PCR modificados para este estudo. SEQ imiéca psados para reacdes de sequenciamento que diferem daqueles de
reacdes de PCR.

Regibes Sequéncia do primer (5°-3°) Parametros das reacdes de PCR
ndhF 972F: GTCTCAATTGGGTTATATGATG *94°C, 1 min; 30x (94°C, 1 min 30 sec; 54°C
2110R:CCCCTAYATATTTGATACCTTCTCC min; 72 °C, 3 min); 72°C, 10 min.

SEQ: 1318F: GATTAACTGCGTTTTATATGTTTCG
1603R: GCATAGTATTTCCCGTTTCATGAGG
trnD-trnT trnD-for: ACCAATTGAACTACAATCCC *94°C, 2 min; 35x (94°C, 45 sec; 58°C, 1 min;
trnT-rev: CCCTTTTAACTCAGTGGTA °C, 1 min 15 sec); 72°C, 5 min.
SEQ: trnY-rev: CTCTTTGCTTTGGATCTAG
trnE-for: GCCTCCTTGAAAGAGAGATG

trnT-trnL trnT-L F: CATTACAAATGCGATGCTCT 95°C, 2 min; 35x (95°C, 1 min; 48°C, 10 s
trnT-L R: TCTACCGATTTCGCCATATC +17°C, 0.3°C/sec; 65°C, 5 min); 65°C, 5 min.
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2.3.3 Edigdo, montagem e alinhamento das sequéncias de DNA

As sequéncias de DNA foram editadas e montadas utilizando-se o programa
Sequencher 4.1.4 (Gene Codes Corporation). As sequéncias de todas as espécies foram enta
alinhadas pelo programa Muscle versédo 8.fosteriormente alinhadas manualmente no

programa BioEdit Sequence Alignment Editor versao 7.2.3 (HALL, 1999).

2.4 Andlises filogenéticas

Tanto para analise de Maxima Parcimbnia quanto para a Inferéncia Bayesiana, 0s
dados foram analisados individualmente, por loci, e em conjunto para averiguar a ocorréncia

de possiveis incongruéncias entre as arvores geradas.

Andlises de maxima parciménia, tanto para os dados morfolégicos como para 0s
moleculares foram conduzidas no programa PAUP versao 4.0b10 (SWOFFORD, 2002). As
andlises constituiram de 1.000 replicacBes utilizando a busca heuristica de sequéncias e o
rearranjo de ramos das arvores foi realizado pelo algoritmo TBEe (bisection and
reconnectiop Para avaliar o suporte estatistico de cada n6 dos cladogramas, valores de
bootstrap (FELSENSTEIN, 1985) foram estimados a partir de 10.000 réplicas e busca
heuristica completa. Os niveis de homoplasia e sinapomorfia foram calculados usando indices
de consisténcia (IC), de retencao (IR) e de consisténcia rescalonado (RC). Os caracteres foram

tratados com 0 mesmo peso e 0s multiestados ndo ordenados.

Andlises de Inferéncia Bayesiana foram realizadas usando o programa MrBayes
versao 3.1.2 (RONQUIST & HUELSENBECK, 2003). O MrModeltest v.1.1 (POSADA &
CRANDALL, 1998) foi utilizado para apontar o modelo evolutivo mais adequado para cada
conjunto de dados. O algoritmo Monte Carlo via Cadeia de Markov foi iniciado a partir de
uma arvore aleatdria e processado por 10.000.000 de geracdes, com arvores amostradas &
cada 1.000 geracdes, sendo que 25% das amostras intmigs i) coletadas foram

descartadas e as remanescentes foram utilizadas para determinar os valores de probabilidade
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posterior (PP). O MrBayes realizou duas andlises simultaneas iniciando a partir de diferentes
arvores randoémicas (Nruns=2), cada uma com quatro cadeias de Markov (Nchains=4).

As arvores de Maxima Parcimbnia e Inferéncia Bayesiana foram visualizadas e

editadas no programa FigTree v1.4.0 (http://tree.bio.ed.ac.uk/softwarefjigtree/
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Filogenia morfologca

A andlise de maxima parcimonia da matriz dos dados morfoldgicos obtidos (Tabela 4)
resultou em 556 arvores, das quais foi gerada uma arvore de consenso estrito (Figura 2) com
145 passos. Dos 44 caracteres amostrados, 36 foram considerados informativos para a
parcimbnia. Essa analise apresentou indice de consisténcia (IC) igual a 0,4, indice de
homoplasia (IH) igual a 0,6, indice de retencdo (IR) igual a 0,63 e indice rescalB@do (
igual a 0,25.

O consenso estrito das arvores mais parcimoniosas resultou em uma baixa resolucéo
da filogenia do grupo como um todo, embora grande parte dos dados morfolégicos
amostrados tenha sido considerado informativo sob o ponto de vista da parciménia; entretanto

poucos clados formados apresentaram alta sustentacéo na anadietstiap

Ressalta-se que, utilizando exclusivamente dados morfologicos, tanto as relacbes de
afinidades entre as trés subtribos amostradas (Arthrostylidiinae, Guaduinae e Chusqueinae)
guanto entre os géneros analisados ficaram né&o resolvidas. Estes resultados evidenciam que c
namero de caracteres morfolégicos amostrados neste trabalho mostrou-se insuficiente para
diferenciar tanto categorias taxondmicas superiores quanto inferstaslos anteriores de
filogenia morfolégica da familia Poaceae e de Bambusoideae (ClaARK 2007; GPWG,

2001), nos quais houve uma amostragem incluindo um maior nimero de caracteres,
proveniente tanto de morfologia externa, quanto de morfoanatomia foliar e anatomia,

apresentaram uma resolugcdo moderada, sendo possivel a separacao das subtribos.

Embora trés espécies ddractantha A. aureolanata A. cardinalis e A. falcata
tenham se agrupado em um pequeno clado (A) com supotieadstrapmoderado (80%),
sendo sustentado principalmente pela presenca de finel@sdumento escabroso na face
abaxial da bainha das folhas do colmo em todas as trés espécies, 0 género mostrou-se nao-

monofilético.
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Atractantha aureolanatae A. cardinalis formaram um clado (B) fracamente
sustentado por valor dmotstrap(66%), sendo que a caracteristica presenca de cicatriz calosa

na base da bainha nas folhas do colmo foi a responsavel por unir tais espécies (Figura 2).

O clado C, formado por todas as espécies amostradasudgueaC. capituliflora, C.
ramosissimae Chusqueasp. foi suportado como monofilético, com alto valorbdetstrap
99%. O clado possui diversas sinapomorfias: padrao de ramificacdo infravaginal, gemas
multiplas por né no médio-colmo, gema central do médio-colmo circular, presenca de quatro
glumas na espigueta e auséncia de extensdo da raquila no flésculo fértil. Atuadmente,
monofilia de Chusqueaé considerada robusta e bem sustentada na maioria das analises
morfolégicas e moleculares, nas quais as caracteristicas morfoldgicas citadas acima séo
consideradas sinapomorfias para o clado (CLARKL, 2007; FISHERet al, 2009).

De acordo com os resultados obtidos neste estudo, o géonatduaé monofilético,
com valor debootstrapmoderado (79%), tendo as duas espécies agrupadas no clado (D), por

apresentarem ramos armados, ou seja, dotados de espinhos.

O clado E, constituido pdvierostachysmostrou-se monofilético com alto suporte de
bootstrap(91%), sendo suportado principalmente pela ocorréncia de complemento de ramo

em forma de leque (“fan-shaped).
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Figura 2: Arvore de consenso estrito dos dados morfologicos a partir da Méaxima Parciménia.

Bambusa vulgaris
Atractantha amazonica
Atractantha aureolanata ‘
Atractantha cardinalis
Atractantha falcata
Atractantha radiata
Atractantha shepherdiana
Actinocladum verticillatum
Alvimia auriculata
Alvimia gracilis
Apoclada simplex
Arthrostylidium cubense
Arthrostylidium urbanii
Aulonemia amplissima
Auvlonemia queko
Aulonemia ulei
Chusquea capituliflora :|
C

A

Chusquea ramosissima
Chusquea sp.

Colanthelia cingulata
Colanthelia intermedia
Colanthelia sp. nov.
Eremocaulon aureafimbriatum

Glaziophyton mirabile

Guadua angustifolia :| D
Guadua tagoara

Merastachys sp.

Merastachys ternata :I E

Rhipidocladum harmonicum

valores débootstrap(> 50%) estao representados nos nds dos ramos.
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Tabela 4.Matriz morfologica para as 29 espécies de Bambuseae amostradas. Ver tabela 2 para explorareseasmestados de caracteres. Simbolos utilizados: ? estado de
caractere desconhecido ou ndo observado; - caractere ndo aplicavel.

Caracteres
Espécies oo o o o o o oo01111 111111 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 4 4 4 4

2 3 45 6 7 8 9 0 1 2 3 4 5
Atractantha o1 o0 02 0010©O0O0O+5--0+- 00"1011?=2w20O0110110110W0W0 -100W0W011W0W9011
amazonica
Atractantha o2 o0 0 100111~211119011111011112w0WO0"101111210©0W0S+-10=--12100=-01111w0@00
aureolanata
Atractantha o2 o0o01o00111211100H=-12111112o0©010"111110©0W0=5-0=--"110©09-0111w90P@0O0
cardinalis
Atractantha oo oo1ro0o0111211o0©0©0=5-?2?»011200110111210H0W0=.-0=9--1120909-0111p290?7"»
falcata
Atractantha o2 o0o010O010O0O0- - 0 - 00O0O0O0120010110110W90=9-29--"110D019=-0111w90PMoO0
radiata
Atractantha 612 0010 0112 0110O0- 0010120010111 010w0W90=-?2"®®2®22??2?2"?2?22722%®272%72 2?27
shepherdiana
Actinocladum 110 00 ?» 211 010111100111 0HO0OWO0OI11T110"1110101110=5-- 011901112101
verticilatum
Alvimia oo o0oo01o00110©0110111001111100®O0D0"111120111111110=--101H50110°0 2
auriculata
Alvimia graciis o0 o o 1 o0 o 1 0 3 0 - - 0- 0O0190110©0WO0DWO011110=--0+=-0=--12013H011100 2
Apoclada i1 0 0 0O12 0O2020=9--0-001012wo0W0WO0W0"11120110W0W0=--12712700112w90%=9-121212900
simplex
Arthrostylidum 01 0 0 12 0 0 1. 0 ?» 0 - - ? ? 0 O ? ?» 0100 ?” 0 11010O0O0-120H011011100
cubense
Arthrostylidum 01 0 0 12 0 0 1 1 3 » ? » ? »?» 0 0O ? ?» 01 00O0O0O111110©0+-12 0011011100
urbanii
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Aulonemia
amplissima
Aulonemia quekao
Aulonemia ulei
Bambusa
vulgaris
Chusquea
capituliflora
Chusquea
ramosissima
Chusqueasp.
Colanthelia
cingulata
Colanthelia
intermedia
Colanthelia
itatiaiae
Eremocaulon
aureofimbriatum
Glaziophyton
mirabile
Guadua
angustifolia
Guadua tagoara

Merostachysp.

I
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Merostachys
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Rhipidocladum

harmonicum
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3.2 Filogenia molecular

3.2.1 GenendhF

A anélise de maxima parciménia do gewéF resultou em 1.170 caracteres, dos quais
apenas 47 foram considerados informativos para a parciménia. Foram obtidas 35 arvores
igualmente parcimoniosas, a partir das quais foi gerada uma arvore de consenso estrito com
124 passos, indice de consisténcia (IC) igual a 0,82, indice de homoplasia (IH) igual a 0,18
indice de retencao igual (IR) a 0,87 e indice de consisténcia rescalonado (RC) igual a 0,72
(Tabela 5).

A arvore de consenso estrito apresentou clados com altos valobemtdap Os
dados dondhF apontam que todas as trés subtribos analisadas, Arthrostylidiinae (A),
Guaduinae (G) e Chusqueinae (C), sdo monofiléticas (Figura 3). Sendo que Guaduinae e
Chusqueinae foram altamente sustentadas bomtstrapde 100% e 98%, respectivamente.

60 Atractantha aureolanata

Atractantha cardinalis
92 ——— Atractantha radiata

Alvimia auriculata
88 Alvimia gracilis
i: Merostachys sp.
61 61 Merostachys ternata
Atractantha shepherdiana

Actinocladum verticillatum
Aulonemia amplissima

A 86 ——————— Aulonemia queko
\ b Colanthelia cingulata
76 e Colanthelia sp. nov.

Arthrostylidium cubense
Arthrostylidium urbanii
Rhipidocladum harmonicum

72

93 Aulonemia ulef

Glaziophyton mirabile
L: Apoclada simplex
Eremocaulon aureofimbriatum

Guadua angustifolia

100

Guadua tagoara

69 Chusguea capituliflora N
98 I_: Chusquea sp. C

Chusquea ramosissima

Bambusa vulgaris

Figura 3. Arvore de consenso estrito do gemd#F a partir da Maxima Parcimonia. Os valores de
bootstrap(> 50%) estéo representados nos nds dos ramos.
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Os resultados obtidos nesse estudo apontam que dentro de Arthrostylidiinae, foram
registradas varias linhagens moderadamente sustentadas. Parte das espémetadtha
formou um grupo irméao com o génektvimia (clado B), com suporte de 92% deotstrap
No entanto, o génerdtractantha maostrou-se parafilético, visto qua. shepherdianase
posicionou em um grupo formado pelas espécies Migostachyse Actinocladum
verticillatum porém, tal agrupamento foi fracamente sustentado pelo val@woalstrap
(61%).

Merostachyslemonstrouse monofilético com alto suporte dmotstrap de 99%. Os
géneros Aulonemia e Colanthelia que séo referidos na literatura como supostamente
relacionados (TYRRELet al 2012; JUDZIEWICZet al, 1999), se agruparam em um

pequeno clado, com valor deotstrapmoderado de 86%.

Embora com baixo valor deootstrap (72%), Arthrostylidium e Rhipidocladum
harmonicumformaram um clado dentro das Arthrostylidiinae. Na base desta subtribo,

Aulonemia ulee Glaziophyton mirabil@parecem formando uma politani

Para proceder a analise de Inferéncia Bayesiana, o MrModeltest selecionou 0 modelo
de evolucdo molecular GTR+I+R5€neral Time Reversible plus Ganjnpara as sequéncias
do genendhF, este modelo propde que cada nucleotideo tem uma taxa de substituicdo propria,
levando em consideracao sua frequéncia e a discreta distribuicAo gamma, que prediz que os
sitios evoluem diretament¥ANG, 1994) (Tabela 6).

A arvore Bayesiana de consenso de maioria (Figura 4) gerada a partir dudiene
apresentou praticamente a mesma topologia da Maxima Parcimdnia. Assim, as trés subtribos
de Bambuseae sdo altamente sustentadas, com probabilidade posterior €®,20@m

Arthrostylidiinae.

Assim como na Maxima Parciménia, as espécies dos gébelastheliae Aulonemia
(excetoA. ule) se agruparam formando um clado (I), com probabilidade posterior de 1,00. A
inferéncia Bayesiana apresentou maior resolu¢do neste cladoCotatghelia se revela
como parafilético, devido ao posicionamento @aantheliasp. nov. com as espécies de

Aulonemia
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Glaziophyton mirabile
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Guadua angustifolia
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&: Chusquea capituliflora
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Chusquea ramosissima

Bambusa vulgaris

Figura 4. Arvore Bayesiana de consenso de maioria do geiE. Os valores de probabilidade
posterior estao indicados nos nds dos ramos.

3.2.2 Espacador intergénico trnD-trnT

A analise de maxima parcimdnia do espacador intergénico trnD-trnT resultou em
1.288 caracteres, dos quais apenas 38 foram considerados informativos para a parcimonia.
Foram obtidas 40 arvores igualmente parcimoniosas, a partir das quais foi gerada uma arvore
de consenso estrito com 120 passos, indice de consisténcia (IC) igual a 0,9, indice de
homoplasia (IH) igual a 0,1, indice de retencdo igual (IR) a 0,86 e indice de consisténcia
rescalonado (RC) igual a 0,77 (Tabela 6).

Como pode ser observado na figura 5, a arvore de maxima parcimonia gerada a partir
do espacgador intergénico trnD-trnT apresentou baixa resolucdo e apenas as subtribos
Guaduinae e Chusqueinae foram sustentadas como grupos monofiléticos, com suporte de

bootstrapbaixo para Guaduinae e alto para Chusqueinae, de 69% e 91%, respectivamente.
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Assim como na andlise a partir do marcadathF, Merostachyse Guadua

mantiveram-se como géneros monofilético#rehrostylidiume Rhipidocladumnovamente

se posicionaram em um mesmo clado, porém a maior resolucdo apresentada pelo trnD-trnT

revelou o génerd\rthrostylidiumcomo monofilético. Mais uma vez o génektractantha

mostrou-se parafilético.

63
55

50
77

63
94

69
95
99

| 73
o8

o1

55

Atractantha avreolanata
Atractantha cardinalis
Atractantha radiata
Merostachys sp.
Merostachys ternata
Actinocladum verticillatum
Alvimia auriculata

Alvimia gracilis

Aulonemia amplissima
Colanthelia cingulata
Colanthelia intermedia
Colanthelia sp. nov.
Aulonemia queka
Apoclada simplex
Eremocaulon aureofimbriatum
Guadua angustifolia
Guadua tagoara
Arthrostylidium cubense
Arthrostylidivm urbanii
Rhipidocladum harmonicum
Chusquea sp.

Chusguea capituliflora
Chusguea ramosissima
Atractantha shepherdiana
Glaziophyton mirabile
Aulonemia ulei

Bambusa vulgaris

Figura 5. Arvore de consenso estrito do espacador intergénico trnD-trnT a partir da aMaxim
Parciménia. Os valores th®otstrap(> 50%) estao representados nos nds dos ramos.

Paraa construgcédo da arvore Bayesiana, o modelo considerado mais adequado para o

trnD-trnT foi o de HKY+G Hasegawa-Kishino-Yano plus Gamyna qual considera as

diferencas entre as taxas de transcricdo e transverséo, assim como as diferencas quanto ao tec
de citosina e guanina (HASEGAWA, KISHINO & YANO, 1985
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— Guadua angustifolia
1 L Guaduatagoara

0,84 —— Atractantha shepherdiana
L Glaziophyton mirabile
Bambusa vulgaris
Figura 6. Arvore Bayesiana de consenso de maioria do espacador intergénico trnD-trnTor@s val
de probabilidade posterior estéo indicados nos nds dos ramos.

A arvore Bayesiana de consenso gerada a partir do espacador intergénico trnD-trnT,
assim como a obtida pelo método da parcimbnia, apresentou apenas duas subtribos
monofiléticas, Guaduinae e Chusqueinae, com moderado e alto valor de probabilidade
posterior de 0,94 e 1,00, respectivamente (Figura 6).

No entanto, a subtribo Arthrostylidiinae mostrou-se parafilética, jaAguaetantha

shepherdiana Glaziophyton mirabilese posicionaram externamente ao restante da subtribo.

3.2.3 Espacador intergénico trnT-trnL

A anélise de maxima parciménia do espacador intergénico trnT-trnL resultou em 839
caracteres, dos quais somente 45 foram considerados informativos para a parcimonia. Foram
obtidas 100 arvores igualmente parcimoniosas, a partir das quais foi gerada uma arvore de

consenso estrito com 110 passos, indice de consisténcia (IC) igual a 0,86, indice de
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homoplasia (IH) igual a 0,14, indice de retencéo igual (IR) a 0,83 e indice de consisténcia
rescalonado (RC) igual a 0,72 (Figura 7).

61 Auvlonemia amplissima

Auvlonemia queko

77

73 Colanthelia cingulata

Colanthelia sp. nov.

Colanthelia intermedia
54 Atractantha cardinalis
52 L Atractantha radiata

Atractantha aureolanata

54 Atractantha shepherdiana
68 1

Chusquea ramosissima

Rhipidocladum harmonicum
75 Alvimia auriculata

Alvimia gracilis

100 [ Chusquea capituliflora

Chusguea sp.
93 Guaduva angustifolia
Guadua tagoara

o8 [ Merastachys sp.

Merostachys ternata

Glaziophyton mirabile
Actinocladum verticillatum

Apoclada simplex
Arthrostylidium cubense
Arthrostylidium urbanii
Aulonemia ulei

Bambusa wulgaris

Figura 7. Arvore de consenso estrito do espacador intergénico trnT-trnL a partir dandiaxi
Parciménia. Os valores teotstrap(> 50%) estéo representados nos nés dos ramos.

A andlise de maxima parcimdnia do espacador trnT-trnL apresentou baixa resolucéo,
ndo sendo capaz de separar sequer 0s niveis taxondmicos superiores, como subtribos. Assim
como nas andlises dos marcadores ndhF e trnD-trnT, alguns géneros mantiveram sua
topologia como grupos monofiléticos, corAtvimia, Guaduae Merostachysque exibiram

moderado a altos valores bleotstrap 75%, 93% e 98%, respectivamente (Figura 7).

Para a andlise Bayesiana, o MrModeltest selecionou o GTR3ghe(al Time
Reversible plus Gammaomo o modelo evolutivo mais adequado aos dados de sequéncia de
nucleotideos do espacador trnT-trnL (YANG, 1994).

A topologia da arvore Bayesiana se aproximou bastante da Maxima Parcimonia,
porem alguns clados apresentaram, nesta analise, suportes mais rdbolstothelia +
Aulonemia (probabilidade posterior de 1,00 X 73% teotstrap da MP); Guadua e
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Merostachygjue se mantiveram como géneros monofiléticos (probabilidade posteri@Ode 1,
cada).

0,95 Atractantha shepherdiana

Chusguea ramosissima

Rhipidocladum harmonicum
1 Merostachys sp.

_: Merastachys ternata

0,66 Actinocladum verticillatum
1 Alvimia avriculata

_: Alvimia gracilis

0,76 Atractantha aureolanata

0,93

Atractantha cardinalis
Atractantha radiata

Auvlonemia amplissima

0,75 b Aulonemia queko

1 —————————— Colanthelia cingulata

Colanthelia intermedia

Colanthelia sp. nov.

0,74 —— Chusquea capituliflora
L Chusgueasp.

Apoclada simplex
Arthrostylidium cubense
Arthrostylidium urbanii
Aulonemia ulei

Glaziophyton mirabile

—— Guadua angustifolia
L Guaduatagoara

Bambusa vulgaris

Figura 8. Arvore Bayesiana de consenso de maioria do espacador intergénico trnT-trnL. Os valores de
probabilidade posterior estao indicados nos nés dos ramos.

Tabela 5. Sumario estatistico das arvores obtidas com andlise a partir da analisexidea Ma
Parciménia para os marcadores cloroplastidicos individuais e combinados para Bambuseae.

Dados Taxons Tamanhodas PICt! Ic? IR® IH* RC®
analisados sequéncias
alinhadas
ndhF 26 1.170 47 0,82 0,18 0,18 0,72
trnD-trnT 27 1.228 38 0,90 0,86 0,10 0,77
trnT-trnL 26 839 45 0,86 0,83 0,14 0,72
Combinados 27 3.297 130 0,83 0,82 0,16 0,68

fPIC: Caracteres parcimonio-informativéiac: indice de consisténciajR: indice de retengéé;lH:
indice de homoplasidRC: indice de consisténcia rescalonado
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3.2.3 Analise dos dados combinados

A analise de maxima parciménia das regides cloroplastidicas combinadas resultou em
3.297 caracteres, dos quais apenas 130 foram informativos para a pardio@maobtidas
199 arvores igualmente parcimoniosas, a partir das quais foi gerada uma arvore de consenso
estrito com 366 passos, indice de consisténcia (IC) igual a 0,83, indice de homoplasia (IH)
igual a 0,16, indice de retencéo igual (IR) a 0,82 e indice de consisténcia rescalonado (RC)
igual a 0,68 (Tabela)s

A analise de inferéncia Bayesiana produziu uma arvore (Figura 9) com topologia

similar a da MP.

O modelo selecionado pelo MrModeltest para os dados combinados foi GTR+I+R

(General Time Reversible plus Gamma

Corroborando com estudos anteriores (CLARKal, 2007 FISHER et al, 2009
SUNGKAEW et al, 2009; TYRRELet al, 2012), em ambos os métodos de inferéncia
filogenética utilizados, as trés subtribos amostradas: Arthrostylidiinae, Guaduinae e
Chusqueinae foram bem sustentadas como monofiléticas (71% BS, 0,99 PP; 100% BS, 1,00
PP; 96% BS, 1,00 PP, respectivamente).

Chusqueinae é uma subtribo bem sustentada como uma linhagem monofilética tanto
em estudos morfoldgicos quanto moleculares, sendo que todas as espécies amostradas
compartilham a presenca de gemas mudltiplas por nd, uma estrutura de espigueta uniforme
com quatro glumas e um flésculo fértil que falta a extenséo da raquila (CeARIK 2007;

FISHER et al, 2009; JUDZIEWICZet al, 1999). Confirmando essa hipétese, neste estudo
tanto as analises morfolégicas quanto as moleculares suportaram a monofilia de tal subtribo.
Chusqueinae é altamente sustentada como grupo irmdo do clado Arthrostylidiinae +
Guaduinae-¢ BS; 1,00 PP) (CLARKet al, 2007; SUNGKAEWet al, 2009; TYRRELet al,

2012 KELCHNER & CLARK, 1997.

Em acordo com outros estudos (CLARKal, 2007; TYRRELet al, 2012), também
foi registrada a monofilia da subtribo Guaduinae, que foi altamente sustentada na analise de
maxima parcimoénia e na inferéncia Bayesiana (100% BS; 1,00 PP). O relacionamento irmao

entre as subtribos Guaduinae e Arthrostylidiinae foi bem sustentado (94% BS; 1,00 PP)
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(CLARK et al, 2007; TYRRELet al, 2012 SUNGKAEW et al, 2009). O géner&uadua
mostrou-se monofilético em ambas as analises, sendo altamente sustentado (100% BS, 1,00
PP)

Assim como em outras andlises (TYRREL al, 2012), os génerodpocladae
Eremocaulonformaram um grupo irmao em um clado altamente sustentado (97% BS; 1.00
PP). Estes dois géneros taxonomicamente posicionados na subtribo Guaduinae compartilham
a auséncia de espinhos e faixas de tricomas infra e supra-nodal, caracteristicas estas comuns
aos outros representantes de Guaduinae (LONDONO & CLARK, 2002).

Dentro de Arthrostylidiinae foram formados diversos clados, e diferentemente dos
resultados apresentados por estudos anteridtdgnemia uleie Glaziophyton mirabilen&o
se posicionaram como grupo irmao no presente trabalho, mas sim como uma politomia na
base da subtribo, demonstrando que os trés marcadores moleculares utilizados foram
insuficientes para resolver alguns clados supostamente relacionados (T¥RRE[R2012).
Arthrostylidiume Rhipidocladumformaram um clado, moderadamente sustentado (84% BS,
1,00 PP), sendo que tal relacéo entre estes géneros corroboram com os resultados obtidos pot

Tyrrel e colaboradores (2012).

A andlise combinada dos dados resultou na formacdo de um clado altamente
sustentado (98% BS; 1,00 PP), constituido por duas das trés espéckadodemia
amostradas neste estudo juntamente com as espéci€slalghelia A sinflorescéncia
paniculada e o padrédo de ramificacdo das espéciésldrtheliasugerem uma afinidade com
Aulonemia Além de compartilharem caracteristicas morfoldgicas e habitats semelhantes, ndo
h& limites genéricos bem estabelecidos para estes taxons (SANTOS-GONCALVES, com.
pess.). Estudos preliminares realizados (JUDZIEWICZ & CLARK, com. pess.) indicam que
Colanthelia poderd ser colocado como um subgéneroAdéonemia Como pode se
observado na figura 9, sem a inclusdo das espéciesldethelig o0 génercdAulonemiaforma

um grupo parafilético.

Outro agrupamento observado, compostoljerostachysAtractantha shepherdiana
e Actinocladum verticillatunfoi moderadamente sustentado como monofilético (54% BS;
1,00 PP).Actinocladumforma um grupo irm&o conMerostachys+ A. shepherdianaos
génerosMerostachyse Actinocladumcompartilham um padrdo de ramificacdo conhecido

como “fan-shaped” (onde os ramos desenvolvidos se assemelham a uma méao aberta) e fruto
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do tipo nucdide. Ainda dentro deste grupo, o géméeoostachysnostrou-se monofilético
(100% BS; 1,00 PP) e formou um grupo irmao cAmshepherdianaporém com baixo
suporte (70% BS; 0,89 PP).

Apesar do baixo valor de sustentacdo, o posicionameritraetantha shepherdiana
deve ser mais bem investigado, uma vez que na maioria das analises individuais essa espécie
se posicionou corMerostachysAlém disso, ha duvidas sobre o atual posicionaments. de
shepherdianauma espécie conhecida apenas em estadio vegetativo, que inicialmente foi
taxonomicamente posicionada d€dolantheliapor Santos-Gongalves (2005), com base em
dados morfologicos (nimero de ramos no complemento de ramo). Posteriormente, outros
estudos (dados nédo publicados) morfoanatdmicos (anatomia da lamina foliar das folhas dos
ramos) e estudos moleculares preliminares forneceram subsidios para posicionar a referida
espécie entractantha(SANTOS-GONCALVESet al, 2011) Desse modo, analises futuras
com base em outros marcadores moleculares poderdo esclarecer o posicionamento ao nivel de

género desta espécie.

Atractantha cardinalisA. radiata e A. aureolanataformam um grupo irmao com
Alvimia, altamente sustentad®3% BS; 1,00 PP). Confirmando essa topologteactanthae
Alvimia sdo relatados na literatura (JUDZIEWIG& al, 1999) como proximamente
relacionados; as espéciesAleimia apresentam cariopse bacoéide, o que, do ponto de vista da
morfologia, é crucial para a manutencdo da atual circunscricdo do género. Além da
distribuicdo das espécies Alvimiasesobrepor a area de ocorrénciaAdactanthg na Costa
Atlantica no estado da Bahia (JUDZIEWICZ, 1992), as espécies desses géneros compartilham
habito escandente, similaridades na morfologia dos ramos e presenca de pseudoespiguetas
(JUDZIEWICZ et al, 1999). Ressalta-se gée radiata espécie-tipo do género, no presente
estudo esta agrupada cdmcardinalis e A. aureolanata&m um clado altamente sustentado
(90% BS; 1,00 PP).

Para uma melhor compreenséo da evolu¢do do grupo, esfor¢cos estdo sendo feito para
que em trabalhos posteriores de filogenia da subtribo Arthrostylidifha@mazoniceseja
incluidanas analises, uma vez que esta difere de seus congéneres da Bahia por apresentar urr
pequeno lumen central no colmo; folhas do colmo com lamina ereta e persistente e espiguetas
convencionais, caracteristicas essas que a aproxima mais do géheostylidiumdo que

propriamente com as demais espécieltdactantha
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A topologia apresentada se mostrou robusta e bsstentada, corroborando o
resultado de estudos que também utilizaram marcadores cloroplastidicos para resolver a
filogenia de bambus (FISHERt al, 2009; TYRRELet al, 2012; KELCHNER & BPG,

2013; SUNGKAEWEet al, 2009). Apesar dos marcadores utilizados terem apresentado baixa
resolucédo interna nos clados, os mesmos foram suficientes para demonstrar a monofilia dos
grupos supragenéricos e dos génerdsimia, Merostachys Arthrostylidium Guaduae

Chusquea
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Figura 9. Arvore de consenso estrito inferida a partir do conjunto de dados combinados dos espated@eisos trnD-trnT, trnT-trnL e do genéhF do
DNA cloroplastidico. Os numeros acima dos ramos séo os valores de supmtastiep(BS, > 50%) e 0s numeros abaixo dos ramos sdo os valores de
probabilidade posterior (PP) da BI.
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4. CONCLUSOES

- Pode-se verificar que a partir do sequenciamento de trés marcadores do DNA cloroplastidico

associados a uma amostragem mais ampla, que o gérectanthaé parafilético.

- Em conformidade com outros estudos foi registrada a monofilia das trés subtribos de
bambus lignificados tropicais, Arthrostyliidinae, Chusqueinae e Guaduinae.

- Devido a baixa resolucdo obtida para o clado formado pelas espécfadodemiae
Colanthelig sugere-se para trabalhos posteriores um aumento no numero de taxons

amostrados e de marcadores cloroplatidicos, para melhor investigar a filogenia desse grupo.

- Os resultados aqui apresentados sugerem que o0s gQéABfiosa, Merostachys

Arthrostylidium Guaduae Chusqueaao monofiléticos.
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