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INTRODUCAO

Por serem o foco de estudos em varias areas do conhecimento, as espécies sdo
consideradas a principal moeda da Biologia (Agapow et al., 2004). Sendo assim, é muito
importante que as mesmas tenham delimitacdes criteriosas, que conectem todo
conhecimento adquirido aos organismos estudados (Schlick-Steiner et al., 2010). Uma
das espécies de bambus lenhosos endémicas do Brasil, Chusquea pinifolia (Nees) Nees,
apresenta ampla distribuicdo geogréafica ao longo da regido sudeste e sul (Clark, 1992) e
grande variacdo morfologica, de modo suscitar davidas quanto a delimitagdo, com
morfotipos identificados em estudos anteriores (Telles et al., 2020).

O objetivo principal deste trabalho é usar dados de sequéncias do DNA em
maltiplas amostras de Chusquea pinifolia a fim de tentar contribuir para esclarecer sua
delimitacdo. Seguindo a tendéncia moderna da taxonomia integrativa (Schlick-Steiner et
al., 2010), esses dados serdo comparados aqueles de modelagem ecolégica de nichos,
utilizando a coalescéncia de alelos para melhor compreender sua delimitacdo e relacdes
entre seus morfotipos, que podem representar linhagens internas dessa espécie ou
entidades independentes

MATERIAL E METODOS

Foram selecionadas 57 amostras referentes a 39 tdxons de Chusquea nesse estudo,
incluindo espécies de C. subg. Swallenochloa, no qual C. pinifolia esta inserido, de C.
subg. Chusquea, de C. subg. Rettbergia, e uma espécie de C. subg. Platonia, selecionada
como outgroup. Foram analisadas trés regides plastidiais (intron rpl16, gene ndhF e
espacador intergénico trnD-trnT) previamente testadas no grupo (Fisher, et al. 2014;
Vidal et al., 2018). Foram utilizadas 157 sequéncias, 73 delas obtidas no GenBank e 84
sequéncias inéditas produzidas neste trabalho.

O DNA total foi extraido de folhas desidratadas em silica-gel ou de amostras de
herbario, com o protocolo de Doyle & Doyle (1987) e armazenadas no banco de DNAs
do LAMOL/UEFS. O DNA foi amplificado via PCR, com parametros especificos para
cada regido. Os produtos das PCRs foram purificados com polietileno glicol 20% (PEG),
com normalizagdo das concentragOes para sequenciamento, realizado na Macrogen e na
Fiocruz Bahia. Os eletroferogramas foram conferidos e editados utilizando o Geneious
Prime® 2021.2.2 (https://www.geneious.com), e as sequéncias alinhadas na plataforma
online GUIDANCE2 Server (Sela et al., 2015), com o algoritmo MAFFT (Multiple
Alignment using Fast Fourier Transform), separadamente para cada regiao.



Dois métodos de inferéncia filogenética foram usados: Méxima Parciménia (MP)
e Méaxima Verossimilhanca (MV), sendo as regides analisadas individualmente e de
forma combinada. Possiveis incongruéncias entre as topologias foram avaliadas
comparando o bootstrap dos clados seguindo Cardoso et al. (2013). A analise de MP foi
feita no software PAUP* 4.0bal50a (Swofford, 2002) com busca heuristica para obter as
arvores mais parcimoniosas, e a analise de MV, na plataforma CIPRES Science Gateway
v. 3.3 (Miller et al., 2010) utilizando o RaxML-HPC v8 on XSEDE (Stamatakis, 2014),
com 1000 replicacbes de bootstrap para cada regido analisada do DNA.

RESULTADOS E/OU DISCUSSAO

Né&o foram observadas incongruéncias nas topologias quanto ao grupo alvo desse
estudo, por isso serdo mostradas apenas as analises combinadas (Fig. 1). Tanto a MV
quanto a MP recuperaram as espécies dos subgéneros Swallenochloa e Chusquea no clado
informalmente chamado de Euchusquea, concordando com filogenias prévias de Fisher
et al. (2014) e Vidal et al. (2018). Dentro de Euchusquea, a maioria dos clados inclui
espécies com distribuicdo geografica similar, também conforme tais autores, porém com
menores suportes. Um dos clados recuperados compreendeu apenas espécies brasileiras
de Chusquea (Fig. 1), incluindo as oito amostras de C. pinifolia, correspondentes a quatro
dos sete morfotipos analisados por Telles et al. (2020). Porém, essa espécie ndo foi
recuperada como monofilética, o que ja era esperado devido a sua ampla variacao
morfolégica (Clark, 1992; Telles et al., 2020). Seus acessos tampouco foram recuperados
em clados proximos, exceto aqueles provenientes da Serra do Caraca, com alto suporte,
e 0s do PARNA Itatiaia e Parque Estadual Serra do Papagaio, duas localidades adjacentes,
tendo forte relacdo com C. imbricata Pianiss., L.G. Clark & Santos-Gong., endémica do
Parque Estadual da Serra do Brigadeiro. Nesse clado trés acessos de C. pinifolia
coalesceram, porém representam dois morfotipos distintos.

A maioria das relacGes recuperadas tem base geogréfica, em detrimento dos
aspectos morfoldgicos que subsidiam a taxonomia do grupo (Clark, 1992, Pianissola et
al., 2018), uma vez que outras espécies analisadas, usando multiplos acessos, também
ndo coalesceram (C. baculifera, C. aff baculifera, C. heterophylla, C. aff. heterophylla e
C. nutans). O clado destacado em verde na figura 1 é composto por trés espécies
endémicas no PARNA Caparad, com suporte moderado; em azul escuro, duas espécies
endémicas de Santa Catarina foram recuperadas com suporte baixo; e em rosa, com alto
suporte, um clado composto por duas espécies coletadas no Parque Estadual Serra do
Brigadeiro. RelacGes baseadas em aspectos geograficos também foram evidenciadas por
Fisher et al. (2014), mesmo sem o uso de multiplos acessos. Entretanto, apesar do uso de
multiplos acessos para algumas espécies, Vidal et al. (2018) néo identificaram relacdo
geografica nos clados obtidos para as espécies do Brasil, demonstrando que ainda sdo
necessarios mais estudos para se compreender melhor quais metodologias integrativas
podem ser informativas para fins taxondémicos e evolutivos nesse género.

Como mencionado, inconguéncias entre os resultados de filogenias x morfologia
em Chusquea tém sido recorrentemente documentadas, indicando padrdes evolutivos
complexos, o que pode ocorrer devido a diferentes processos, detectados em diferentes
regides genémicas (Duminil & Di Michele, 2009). Um destes é a hibridag&o, geralmente
nédo esperada para bambus lenhosos devido aos longos ciclos de floragcdo, mas o que tem
sido documentado, inclusive em Chusquea (Clark, 1989), com base em individuos que
florescem esporadicamente, podendo ocorrer floragdo sincrona entre algumas espécies
(Clark, 1992). Isso reforca a importancia do uso de mudltiplas regides do DNA de
diferentes genomas (WANG et al., 2000), assim como indica as limitacdes para uso dos
marcadores plastidiais aqui utilizados, para recuperar relagcbes taxonémicas em niveis
especificos neste grupo.
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Figura 1: Arvore produzida a partir do consenso das regides analisadas a partir do método
de Méxima Verossimilhanca. Os valores localizados a esquerda se referem ao bootstrap
em % da Méaxima Verossimilhanca e os localizados a direita ao bootstrap para a arvore
de Méaxima Parcimdnia. Em destaque (em vermelho), as amostras de C. pinifolia. Morfo
1: Losango, Morfo 2: Circulo; Morfo 3: Triangulo, Morfo 4: quadrado. Nos quadros em
destaque estéo as populagdes relacionadas geograficamente (Rosa - Parque Estadual da
Serra do Brigadeiro; Roxo - Santa Catarina; Verde - Parque Nacional do Caparad; Azul -
Parque Nacional do Itatiaia; Amarelo - Serra dos Org#os).

CONSIDERACOES FINAIS

Os dados obtidos no presente trabalho demonstram que Chusquea pinifolia néo
foi recuperada como uma espécie monofilética, e seus morfotipos, subsidiados pela
morfologia e modelagem ecoldgica de nicho, também ndo foram sustentados como
grupos monofiléticos. Por outro lado, varias relagcbes recuperadas possuem base
geografica, o que tem sido comumente observado no género. Tais padrdes evolutivos
complexos podem estar associados a processos de hibridacéo entre populagdes proximas
geograficamente, o que precisa ser melhor investigado, demonstrando que ainda é preciso
compreender quais metodologias integrativas podem ser informativas para fins
taxondmicos e evolutivos nesse género.
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