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“All that we see or seem

Is but a dream within a dream.” (Edgar Allan Poe, 1849)



RESUMO

Oxalis ¢ um género amplamente distribuido pelo mundo, com uma grande variabilidade de
morfologias dos o6rgdos vegetativos e reprodutivos, € com varias seg¢des atualmente
reconhecidas. No Brasil, encontramos espécies subordinadas a Oxalis subg. Oxalis,
reconhecido pelas folhas trifolioladas digitadas, e Oxalis subg. Thamnoxys, reconhecido pelas
folhas uni a trifolioladas pinadas ou filodiais. Quando buscamos entender a historia evolutiva
de Oxalis, encontramos estudos que avaliam relagdes entre se¢des de O. subg. Oxalis, porém
nenhum deles focado em O. subg. Thamnoxys e, mesmo entre aqueles com alguma
representacao de O. subg. Thamnoxys, ndo apresentam consenso sobre as relagdes evolutivas
entre as secdes e entre as espécies do grupo. Este estudo busca utilizar uma abordagem da
sistematica molecular para explicar as relagdes das secdes e das espécies de O. subg.
Thamnoxys e para esse fim, realizamos coletas de amostras de O. subg. Thamnoxys em seis
estados do Brasil, nas regides Centro-Oeste e Sul. Além disso, contamos com um banco de
amostras previamente obtidas em diversas expedigdes. Desta forma, obtivemos amostras para
sete das nove se¢oes listadas em O. subg. Thamnoxys. Estas foram levadas ao laboratério para
a realizacdo dos procedimentos de extracdo e amplificacio de DNA e posteriormente
terceirizamos o sequenciamento de DNA das amostras obtidas. Obtivemos sucesso com 31
terminais (26 tdxons) sequenciados para trés marcadores: nrITS, trnL-trnF e petA-psb]. Com
as sequéncias obtidas, realizamos analises filogenéticas bayesianas e de Maéxima
Verossimilhancae obtivemos quatro topologias, sendo trés delas com marcadores isolados e
uma com todos os marcadores sequenciados. Dentre as secdes amostradas, O. sect.
Holophyllum e O. sect. Psoraleoideae foram recuperadas como monofiléticas, contendo dois
terminais cada em nossa amostragem, enquanto O. sect Polymorphae, O. sect. Robustae e O.
sect. Thamnoxys, com cinco, seis e doze terminais, respectivamente, ndo mostraram
monofiletismo, sendo consideradas parafiléticas ou polifiléticas.

Palavras-chave: Brasil. Cerrado. Evolugao. Filogenia.



ABSTRACT

Oxalis 1s a widely distributed genus in the world, with a large morphological variation of
vegetative and reproductive organs, and with several sections currently recognized. In Brazil
there are species from Oxalis subg. Oxalis, which can be recognized by trifoliolate, palmately
compound leaves, and Oxalis subg. Thamnoxys, which are recognized by unifoliolate, pinnate
trifoliolate or phyllodial leaves. When we try to understand the evolutionary history of the
genus, there are several studies focusing on the relationship of species of O. subg. Oxalis, but
there is none focusing on the relationship of sections and species of O. subg. Thamnoxys and,
even those studies with sampled species of O. subg. Thamnoxys, there was no consensus
about evolutionary relationships of species and sections of this group. The present study
proposed a molecular systematics approach to explain the relationships of sections and
species of O. subg. Thamnoxys and, for this purpose, we carried out fieldwork sampling of O.
subg. Thamnoxys on six Brazilian states from Midwest and Southern regions. Moreover, we
counted on samples previously gathered in other expeditions. Thereby, we obtained samples
from seven of the nine sections of O. subg. Thamnoxys. The samples had the DNA extracted
and amplified, an afterwards sent to DNA sequencing. We obtained sequences for three
molecular markers (nrITS, trnL-trnF e petA-psb]) from 31 terminals (26 taxa). After that, we
performed bayesian phylogenetic and maximum likelihood analyses and produced four
topologies, one for each marker and one for all markers combined. Among the sampled
sections, O. sect. Holophyllum and O. sect. Psoraleoideae, each with two samples, were
recognized as monophyletic. Oxalis sect. Polymorphae, O. sect. Robustae, and O. sect.
Thamnoxys, with five, six, and twelve samples respectively, were not recovered as
monophyletic.

Keywords: Brazil. Cerrado. Evolution. Phylogeny.
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1 INTRODUCAO

A sistematica ¢ um ramo da ciéncia que se ocupa de estudar as relagdes evolutivas de
um grupo de organismos (Sober, 1991); e pode fazer uso, dentre outros métodos, da
abordagem molecular. A abordagem molecular nos concede acesso a um numero bastante
elevado de caracteres para explorar, pois nos permite tratar cada sequéncia de DNA como
uma fonte de informag¢do muito maior do que as que podemos conseguir com a morfologia,
podendo ser reanalisadas e combinadas com em estudos independentes (Blaxter, 2004).

Estudos filogenéticos sdo empregados em muitos grupos de organismos, como algas
(e.g.Gurgel et al. 2020; Hu et al. 2020.), plantas (e.g. Barcenas et al. 2011; Delprete, 2020;
Machado et al. 2020), animais aquaticos (e.g. Bektas et al. 2020; Rogers & Aguilar, 2020) e
animais terrestres (e.g. Quah et al. 2020; Doyle et al. 2020) a fim de reconhecer as relagdes
evolutivas entre representantes do grupo estudado. H4 também estudos que utilizam das
técnicas da sistematica molecular para resolver questdes relacionadas a diversidade criptica
das espécies de alguns grupos de organismos (e.g. Fontaneto et al. 2009; Yahr et al. 2016) ou
ainda estudos que usam as técnicas da sistematica molecular combinadas a anatomia, macro e
micromorfologia para facilitar a resolucdo e identificagdo de espécimes em um complexo de
espécies (e.g. Caddah et al. 2011).

Oxalidaceae ¢ composta por cinco géneros: Averrhoa L., Biophytum Candole,
Dapania Korthals, Oxalis L. e Sarcotheca Blume. O nimero de espécies pode variar de
acordo com os diferentes autores mas flutua entre 500 a 770 , com habitos variando de
herbaceo a arboreo, geralmente com folhas compostas (exceto em algumas espécies de
Oxalis), Oxalis € o que possui 0 maior nimero de espécies (Stevens, 2021).

Oxalis € um género que conta com cerca de 500 espécies amplamente distribuidas
pelo globo terrestre (Frodin, 2004; Judd et al., 2009; Stevens, 2018). Estas sdo atualmente
divididas em quatro subgéneros: Monoxalis (Small) Lourteig, Oxalis L., Thamnoxys (Endl.)
Reiche e Trifidus Lourteig (Lourteig, 1994, 2000; Abreu et al., 2012) e 29 se¢des (Lourteig,
1994, 2000; Fiaschi, 2012, 2014). No Brasil existem 103 spp. de Oxalis (Fiaschi et al. 2020)
encontradas desde o nivel do mar até altitudes superiores a 2200 m (Lourteig, 2000; Fiaschi,
2014).

Dos quatro subgéneros atualmente reconhecidos em Oxalis, O. subg. Monoxalis e O.

subg. Trifidus possuem, cada um, apenas duas espécies, respectivamente na América do Norte
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e em regides desérticas em altitudes proximas a 5000 m na Cordilheira dos Andes (Lourteig,
2000). Dos demais, O. subg. Oxalis ¢ formado por ca. 400 spp. geralmente com folhas
digitadas trifolioladas, distribuidas principalmente no sul da Africa, com cerca de 200 spp.
(Oberlander et al., 2011), muitas endémicas dos hotspots da Regido Floristica do Cabo e do
Karoo (Myers et al., 2000), e em areas montanhosas das Américas, onde sdo encontradas
grande parte das espécies bulbosas americanas (Gardner et al., 2012).

Oxalis subg. Thamnoxys (Endl.) Reiche abrange entre 70 e 80 spp. (Lourteig, 1994;
Fiaschi, 2012, 2014) caracterizadas pelo habito herbaceo a arbustivo, com folhas unifolioladas
(p.e., O. praetexta Progel e O. sect. Holophyllum), trifolioladas pinadas ou com peciolos
filodiais (p.e., O. fruticosa Raddi) e distribuidas na regido tropical das Américas Central e do
Sul, principalmente em altitudes inferiores a 1000 m, tanto em florestas quantos em
fitofisionomias mais abertas de cerrado ou campos rupestres.

No Brasil, os estudos taxondmicos de Oxalis tém focado mais em floras estaduais
(Lourteig, 1983; Fiaschi & Conceig¢do, 2005; Fiaschi, 2006; Abreu et al., 2008; Fiaschi, 2018;
Lima & Alves, 2013), na atualizagdo taxonomica de O. sect. Polymorphae (Fiaschi, 2012,
2014) e em estudos integrados que buscaram combinar dados morfoldgicos e citogenéticos,
tais como numero cromossomico, distribuicdo da heterocromatina ¢ conteido de DNA
nuclear, como base para testar o monofiletismo das se¢des Ripariae e Corniculatae (Vaio et
al., 2013) e da secao Articulatae (Vaio et al., 2016), todas pertencentes a O. subg. Oxalis.

Estudos filogenéticos ainda sdo escassos em Oxalis. Para O. subg. Oxalis, estudos
prévios corroboraram o monofiletismo das se¢des lonoxalis + Articulatae + Pseudobulbosae
+ Palmatifoliae, denominadas como Clado bulboso (Gardner et al., 2012), das espécies
pertencentes ao sul da Africa (Oberlander et al., 2004, 2009, 2011) e da se¢do Palmatifoliae
(Lopez et al., 2013). Vaio e colaboradores (2013) realizaram analises filogenéticas de
marcadores moleculares plastidiais e nucleares (nrITS) aliadas a reconstrug¢do de carater
ancestral e andlises do cariotipo de espécies de Oxalis sect. Corniculatae DC. e O. sect.
Ripariae Lourteig e concluiram que estas se¢des sO seriam monofiléticas caso algumas
espécies fossem transferidas de uma para a outra e vice e versa.

Oberlander e colaboradores (2011) mencionaram as relagcdes entre as seg¢des de
Oxalis da Regido floristica do Cabo como sendo artificiais. Os marcadores moleculares

usados mostraram relagdes filogenéticas proximas entre espécies do Cabo, mas fracamente
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sustentadas entre espécies ndo origindrias desta regido. Além disso, houve incongruéncia nas
inferéncias obtidas pelos autores a partir dos dados de marcadores plastidiais e do nrITS.

Aoki et al. (2017) realizaram analises com populagdes de Oxalis subsect. Oxalis de
diferentes localidades na Asia, além de populagdes da Alemanha, Canadd, EUA e Russia
utilizando dados de quatro marcadores moleculares (nrITS, psbl-petA, trnT-trnl,
trnL-trnL-trnF) combinados a analises citoldgicas e morfologicas. Neste estudo foi observado
que populacdes de localidades distintas formavam clados que compartilhavam o mesmo nivel
de ploidia e distribuicdo geografica (tetraploides cresciam em altitudes de at¢ 1000 metros,
enquanto diploides ocorriam somente até 500 metros de altitude), e apontaram que em um dos
clados encontrados ocorria a formagao de hibridos.

Em um dos mais completos estudos no que tange a taxonomia de O. subg.
Thamnoxys, Lourteig (1994) propds a delimitacdo de nove secdes (Tabela 1), que foram assim
divididas com base em caracteres morfoldgicos como hdbito, tamanho das folhas, forma da
capsula e disposi¢do das flores na inflorescéncia: Foliosae (Progel) Lourteig, com capsulas
eretas e folhas adensadas e curtamente pecioladas que “ocultam” os ramos; Hedysaroideae
DC. emend. Lourteig, que inclui subarbustos ou arbustos com foliolos ovados ou elipticos e
carpelos obliquos; Holophyllum Progel, com folhas unifolioladas de peciolos alados e
pedunculos geralmente alados com capsulas eretas e carpelos uniseminados; Phyllodoxys
Endl., com duas espécies com peciolos filodiais; Pleiocarpa Knuth, que inclui ervas
prostradas com raque encurtada e cdpsulas achatadas e eretas; Polymorphae (Prog.) Lourteig,
com folhas agrupadas em pseudoverticilos e carpelos uniseminados; Psoraleoideae Lourteig,
com arbustos com folhas distribuidas por todo o ramo, cimeiras umbeliformes e capsulas
urceoladas; Robustae (Progel) Lourteig, que inclui arbustos ou subarbustos com foliolos
cartdiceos ou subcoriaceos, capsulas eretas e ldculos internamente pilosos; e Thamnoxys
(Endl.) Progel., a maior de todas, com desde ervas a arbustos com folhas distribuidas ao longo
do ramo e cépsulas nutantes (Lourteig, 1994; Abreu et al., 2012). Na figura 1 temos exemplos

das se¢des de Oxalis sub. Thamnoxys.

Tabela 1: Numero de espécies e distribuicao geografica das se¢des de Oxalis subg. Thamnoxys,
segundo Lourteig (1994), com acréscimos de Fiaschi (2012, 2014)

Secdo N°spp. Distribuigdo Geografica

Foliosae 5 Campos e cerrados (GO, MS, TO)
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Hedysaroideae 6 Andes

Holophyllum 8 Mata Atlantica (BA, ES, MG, RJ)

Phyllodoxys 2 Mata Atlantica e Amazénia (AC, BA, RJ)

Pleiocarpa 1 Caatinga e Pantanal (Nordeste, MT)

Polymorphae 13 Mata Atlantica e Caatinga (CE, BA, ES, MG, RJ, SP, PR)
Psoraleoideae 5 Caatinga e Chaco

Robustae 9 Campos e cerrados (SP, MG, GO, TO, MS, MT)
Thamnoxys 28 Distribui¢do ampla — América Central ¢ do Sul
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Figura 1: Representagdo das se¢des de Oxalis subg. Thamnoxys. A: O. sect Foliosae - O.
densifolia (D. Gonzaga); B, C: O. sect. Holophyllum, B) O. kuhlmannii (P. Fiaschi); C) Oxalis sp.
(P. Fiaschi); D: O. sect. Phyllodoxys - O. fruticosa (P. Fiaschi); E, F: O. sect. Polymorphae, E) O.
cipoensis (P. Fiaschi); F) O. colatinensis (P. Fiaschi); G: O. sect. Psoraleoideae - O. jasminifolia
(X. Cornejo); H, I: O. sect. Robustae, H) O. hirsutissima (E. Lemes); 1) O. praetexta (P. Fiaschi);
J-L: O. sect. Thamnoxys, J) O. cytisoides (P. Fiaschi); K) O. dombeii (X. Cornejo); L) O. sepium
(P. Fiaschi).

Gardner (2013) incluiu 26 espécies de O. subg. Thamnoxys para esclarecer as
divergéncias mais antigas do género, partindo da premissa de que espécies deste subgénero
apresentam caracteristicas consideradas plesiomorficas dentro do género. A hipotese
filogenética resultante de suas andlises apontou a formacao de um grado composto por trés
clados, por ele nomeados Clado 1, incluindo a secdo Hedysaroideae e Oxalis dombeii, da
secdo Thamnoxys, Clado 2 (se¢des Holophyllum, Psoraleoideae, Polymorphae e
Phyllodoxys), e Clado 3 (se¢des Foliosae, Pleiocarpa, Robustae ¢ Thamnoxys) (Figura 1).
Gardner (2013) apontou que O. subg. Oxalis s6 ¢ monofilético se incluir os representantes de
O. subg. Trifidus (Gardner, 2013) e sugeriu que o monofiletismo de O. subg. Thamnoxys seja
objeto de teste mais rigoroso, com a inclusdo de mais representantes de secdes pouco

amostradas, como Robustae e Holophyllum.
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Figura 2: Sumario das relagdes filogenéticas de Oxalis. Modificada de filogenia consenso
baseada em dados plastidiais e nucleares combinados (Gardner 2013). Nao estdo
representados os subgéneros Monoxalis e Trifidus e as se¢oes Dimidiatae, Myriophyllum e
Rhombifoliae de O. subg. Oxalis. Os triangulos brancos sdo proporcionais a riqueza dos
taxons terminais indicados € os ramos mais espessos indicam valores de bootstrap > 75%.



Outros estudos mais direcionados a O. subg. Thamnoxys apontaram seu
monofiletismo com base em caracteres morfologicos (Abreu et al., 2012), porém nao
obtiveram dados que corroborassem o monofiletismo de O. sect. Thamnoxys, a nao ser que
esta incluisse representantes de outras se¢des, como Holophyllum, Phyllodoxys, Pleiocarpa,
Polymorphae, Psoraleoideae € Robustae (Abreu et al., 2012).

Ha poucos estudos, até o momento, que fundamentam as relagdes entre se¢des de O.
subg. Thamnoxys e que investiguem relacdes interespecificas dentro dessas se¢cdes. Em uma
tentativa de aliar dados morfologicos, moleculares e andlise cariotipica de espécies das secoes
Polymorphae e Psoraleoideae, Vaio et al. (2018) indicaram que essas duas se¢des ndo sio
monofiléticas, ja que Oxalis rhombeo-ovata A.St.-Hil. (O. sect. Polymorphae) se revelou mais
proxima de O. psoraleoides Kunth (O. sect. Psoraleoideae) do que das demais espécies
amostradas de O. sect. Polymorphae.

Apesar dos recentes esfor¢cos de pesquisadores nos continentes Africano, Americano
e Asiatico visando a producdo de estudos filogenéticos sobre Oxalis, ainda existem duvidas
quanto as relagdes filogenéticas dos quatro subgéneros atualmente reconhecidos, quanto ao
posicionamento de O. subg. Thamnoxys na histéria evolutiva do grupo como um todo e até
mesmo quanto ao monofiletismo de O. subg. Thamnoxys. Como evidenciado acima, existe a
necessidade de um tratamento mais abrangente e aprofundado das relagdes filogenéticas entre
as secoes de O. subg. Thamnoxys, visto que isto ainda foi pouco explorado nos trabalhos
existentes. Visando preencher esta lacuna de conhecimento, buscamos estabelecer as relagoes
filogenéticas entre as nove seg¢des de O. subg. Thammnoxys (Lourteig 1994), testar o
monofiletismo das mesmas bem com testar o monofiletismo de O. subg. Thamnoxys. Esta
hipotese filogenética servird de base a futura elaboracdo de uma nova classificagdo
infragenérica do subgénero e a proposicao de caracteres morfologicos importantes para a

delimitagdo de se¢cdes monofiléticas.

1.1  OBJETIVOS

1.1.1 OBJETIVO GERAL
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Produzir uma hipétese filogenética para espécies de Oxalis subg. Thamnoxys, a fim
de testar o monofiletismo do grupo como um todo e as relagcdes evolutivas de suas segdes
(sensu AUTOR).

1.1.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

Produzir sequéncias de DNA das espécies de Oxalis subg. Thamnoxys.

Otimizar e padronizar os procedimentos de extracdo e amplificagdo de DNA de

espécies de Oxalis subg. Thamnoxys.

Investigar o monofiletismo ou auséncia deste nas se¢des de Oxalis subg. Thamnoxys

reconhecidas por Lourteig (1994).

Realizar uma comparagdo com resultados de estudos anteriores, utilizando Oxalis

como modelo.

Contribuir com o fornecimento de sequéncias de DNA de Oxalis ao banco de dados

do Genbank.
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2 MATERIAL E METODOS

1.2  AMOSTRAGEM TAXONOMICA

Levando em consideracdo o grande nimero de espécies encontradas nas nove seg¢oes
do subgénero Thamnoxys citadas em Lourteig (1994) e o fato de que as espécies se encontram
em ambientes distintos e geograficamente muito distantes, ocorrendo desde o litoral até o
Cerrado e Pantanal, além de espécies com distribuigdes restritas a regioes bastante especificas
como Cuba, Hispaniola, Equador, Peru e Bolivia, o trabalho em campo seria demasiadamente
dispendioso em questdo financeira e de tempo. Soma-se a isso o fato de os ciclos de floracao
diferirem entre espécies de Oxalis, a ocasionalidade do fogo no Cerrado (ambiente onde se
encontram parte das espécies) e a crescente destruicao de habitats naturais por agao antrépica.

Logo, optamos por utilizar material coletado previamente em silica-gel pelo
Professor Pedro Fiaschi e outros colaboradores, incluindo trés amostras de O. se¢do Ripariae
(O. subg. Oxalis) que integraram o grupo externo; amostras retiradas de cole¢des herborizadas
com a devida autorizagdo dos curadores para casos de espécies raras ou com distribuicao
restrita a ambientes de dificil acesso, como as de O. sect. Hedysaroideae, obtidas da cole¢ao
do Herbario da Pontificia Universidad Catolica del Ecuador, em Quito (QCA).

Além disso, utilizamos amostras recentemente coletadas em expedigdes de campo
realizadas pelos autores em diferentes épocas do ano, em outubro de 2018 nos estados de
Minas Gerais, Goias, Tocantins e Distrito Federal, em novembro de 2018 no estado do Mato
Grosso do Sul e uma terceira pelos estados do Parana, Mato Grosso do Sul e Santa Catarina,
nas quais obtivemos 54 amostras, que futuramente serdo incorporadas ao acervo do herbario
FLOR (abreviagao seguindo Thiers, 2020).

Para amostragem de grupos externos a O. subg. Thamnoxys, utilizamos sequéncias
de O. subg. Oxalis e de Averrhoa L. referentes a estudos realizados por Gardner et al. (2012),
Vaio et al. (2016) e Oberlander et al. (2009) e disponibilizadas no Genbank, com o intuito de
testar o monofiletismo ou auséncia dele nas secdes classificadas como componentes do

subgénero Thamnoxys.
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2.2 AMOSTRAGEM DE CARACTERES MOLECULARES

Apbs a aquisicdo de novas amostras, triagem e escolha de amostras fornecidas

previamente por colaboradores, iniciei os procedimentos de extragdo de DNA seguindo o

protocolo de CTAB adaptado de Doyle & Doyle (1987), descrito abaixo:

10.

11.

12.
13.

14.
15.
16.

Separar a por¢do do foliolo (minimo 0,2 g e méximo 0,4 g) para a extracdo e
acomoda-lo no tubo eppendorf com capacidade total de 2 ml.

Acrescentar no mesmo tubo cerca de 0,2 g de areia autoclavada.

Adicionar o nitrogénio liquido e esperar o congelamento da amostra, macerar
em seguida com um micropistilo.

Adicionar 700 pL de solucdo de CTAB, previamente aquecida em banho maria
a 65 °C.

Adicionar 2,5 puLL de pmercapto-etanol, fechar o tubo e agitar com cuidado.
Incubar a amostra em banho maria com temperatura de 60°C por uma hora,
agitando suavemente por 30 segundos a cada 15 minutos.

Acrescentar 700 pL de solucdo cloroférmio e alcool isoamilico em propor¢ao
24:1 e misturar vigorosamente.

Centrifugar por 10 minutos.

Pipetar o somente o sobrenadante em um tubo eppendorf novo, com
capacidade de 1,5 mL.

Acrescentar 400 mL de isopropanol gelado no tubo com o sobrenadante e
deixar descansar até o dia seguinte.

Centrifugar por 3 minutos e, ao final, descartar o liquido e manter o pellet no
tubo.

Acrescentar 700 uL de etanol 70% gelado e agitar.

Centrifugar por 2 minutos em velocidade maxima e descartar o liquido ao
final.

Acrescentar 700 pL de etanol 90% gelado e agitar.

Centrifugar por 2 minutos e descartar o liquido ao final.

Acrescentar etanol 95% gelado e agitar.
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17. Centrifugar por 2 minutos e descartar o liquido ao final.
18. Secar o pellet com tubo aberto, com auxilio de uma placa quente ou similar.

19. Ressuspender o pellet em 100 pL de tampao TE.

As amostras de DNA gendmico obtidas foram armazenadas em freezer a -20°C e
posteriormente diluidas na propor¢ao de 1 pL de DNA molde para 19 pL de dgua ultrapura e
empregados na amplificacao.

A etapa de amplificacdo por meio da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) foi
realizada para todas as amostras obtidas na fase anterior, em termociclador Thermofisher
modelo 2720. Utilizamos cinco marcadores moleculares, sendo dois nucleares e trés
plastidiais. Os iniciadores escolhidos para estes marcadores foram aqueles de White et al.
(1990) para o nrITS, Oberlander et al. (2010) para o ncpGS, Taberlet et al. (1991) para o
trnL-trnL-trnF, trnL-trnT e Shaw et al. (2007) para o petA-psb]. As reacdes de amplificacdo
foram realizadas em microtubos com capacidade para 200 uL, cada uma delas realizadas com
volume total de 25 pl, dos quais 12,5 pl de mastermix M7052 Promega, 3 ul de DNA, 1 ul de
iniciador forward, 1 pl de iniciador reverse e 7,5 ul de dgua ultrapura.

Os ciclos da PCR foram ajustados para cada marcador individualmente, visto que a
sequéncia do iniciador determina as condi¢cdes ideais para as fases de desnaturagdo,
anelamento e extensdo das fitas de DNA. Para o nrITS utilizamos 40 ciclos de 5 min. a 95°C,
1 min. a 94°C, 1 min. a 50°C, 2 min. e 30 segundos a 72°C e 5 min. a 72°C; para ncpGS
utilizamos dois programas distintos, o primeiro seguindo Oberlander et al. (2010) com 40
ciclos de 5 min. a 96°C, 30 segundos a 96°C, 1 min. a 52°C, 1 min. a 72°C ¢ 7 min. a 72°C, o
segundo com adaptacdes dos autores visando melhoria nos resultados, sendo composto por 40
ciclos de 2 min. a 92°C, 30 segundos a 92°C, 1 min. e 30 segundos a 55°C, 2 mina 72°C e 7
min a 72°C; o trunL- trnL-trnF foi amplificado em duas etapas por ser um segmento de DNA
longo com ca. 1400 bp (Taberlet et al. 1991) com o seguinte programa: 40 ciclos de 5 min. a
94°C, 1 min. a 94°C, 1 min. a 56°C, 2 min. a 72°C e¢ 5 min. a 72°C; o trnL-trnT com programa
de 40 ciclos de 5 min. a 94°C, 1 min. a 56°C, 2 min. a 72°C ¢ 5 min. a 72°C; o petA-psb] com
40 ciclos de 5 min. a 80°C seguidos por 1 min. a 95°C, 1 min. a 50°C, 4 min. a 64°C ¢ 5 min a
65°C. Todas as reagdes foram verificadas por eletroforese em gel de agarose a 2% com o

programa de 85 volts, 150 miliamperes por 30 a 45 min.
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Os amplicons obtidos foram purificados utilizando o kit Wizard SV gel and PCR

clean-up System (Promega) seguindo as recomendacdes do fabricante ou utilizando o

protocolo de limpeza com polietilenoglicol (PEG), ressuspendidos em agua ultrapura e

utilizados na preparagao das reagdes de sequenciamento.

As amostras para o sequenciamento foram preparadas em tubos eppendorf com

capacidade de 200 puL, cada reacdo com 3 pl. de DNA molde, 1 pL do iniciador e 3,5 puL de

agua ultrapura. As sequéncias foram geradas pela Myleus Facility (Plataforma ABI3730 Life

Technologies/Thermo Fisher Scientific) através do método de Sanger (Sanger, 1977.) Na

tabela 2, listamos as amostras utilizadas para extragdo, amplificacdo e sequenciamento.

Tabela 2: Amostras de Oxalis subg. Thamnoxys e marcadores sequenciados.

Amostra Secio Espécie nrITS trnL-trnL-trnF petA-psbJ
J.P.M. Cordeiro 911 Foliosae O. densifolia X - -
F.S. Cabral CRIO1 Foliosae O. densifolia X X X
H. van den Werff 19145 Hedysaroideae O. caucensis - X -
F.S. Cabral Rip01 Hedysaroideae O. hedysaroides X X X
T.S. Croat 99618 Hedysaroideae O. hedysaroides - X -
G.L. Webster 28753 Hedysaroideae O. jamesonii - X X
C.E. Ceroén 12409 Hedysaroideae O. jamesonii - - X
H. Baslev 6515 Hedysaroideae O. zamorana - X -
J.E. Madsen 75130 Hedysaroideae O. zamorana - X X
P. Fiaschi 5058 Holophyllum  O. alata X X X
P. Fiaschi 4657 Holophyllum  O. alata X - X
P. Fiaschi 4597 Holophyllum  O. alvimii X X X
P. Fiaschi 4606 Holophyllum  O. bela-vitoriae X - X
P. Fiaschi 4662 Holophyllum  O. kuhlmannii X - -
E. Richetti 29 Holophyllum  O. mandioccana X X X
T.S. Costa 122 Holophyllum  Oxalis sp. X X X
T.S. Costa 117 Holophyllum  Oxalis sp. X X -
T.S. Costa 118 Holophyllum  Oxalis sp. X X -
P. Fiaschi 4588 Phyllodoxys  O. fruticosa X X -
Melo 6630 Pleiocarpa O. glaucescens X X X
I.G. Costa 882 Polymorphae  O. alstonii X X X
P. Fiaschi 4663 Polymorphae  O. kollmannii X X X
D.C. Zappi 3335 Polymorphae  O. cf. roselata - X X
P. Fiaschi 4631 Polymorphae  O. colatinensis X X X
P. Fiaschi 4591 Polymorphae  O. polymorpha X X X
E. Richetti 65 Polymorphae  O. polymorpha X X X
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F.S. Cabral MS22 Psoraleoideae O. erosa X X X
F.S. Cabral IS4 Psoraleoideae O. psoraleoides X X X
G. Antar 1317 Psoraleoideae O. psoraleoides - X X
L.P. Felix 16002 Robustae O. cf. juruensis - X X
F.S. Cabral CRA14 Robustae O. ciliata X X X
F.S. Cabral COR14 Robustae O. cordata X X X
J.P.M. Cordeiro 987 Robustae O. hirsutissima - X -
F.S. Cabral CRIOS Robustae 0. grisea X X X
F.S. Cabral TEO7 Robustae O. goyazensis X X X
Melo 6953 Robustae O. physocalyx X X X
F.S. Cabral IS3 Robustae O. physocalyx X X X
F.S. Cabral PG3 Robustae O. praetexta X X X
F.S. Cabral MS19 Thamnoxys O. cratensis - X X
F.S. Cabral MS23 Thamnoxys O. cytisoides X X X
G. Antar 1280 Thamnoxys O. divaricata X X X
J.E. Madsen 63324 Thamnoxys O. dombeii X X X
Melo 4854 Thamnoxys O. hyalotricha X X X
F.S. Cabral RP1 Thamnoxys O. hyalotricha X X X
E. Richetti 61 Thamnoxys O. nigrescens X X X
F.S. Cabral CRI04 Thamnoxys O. pilulifera X X X
F.S. Cabral TEO1 Thamnoxys O. pyrenea - X X
F.S. Cabral TEO8 Thamnoxys 0. sellowii X X X
F.S. Cabral TE13 Thamnoxys O. suborbiculata X X X
F.S. Cabral TE10 Thamnoxys O. suborbiculata X X X
F.S. Cabral TE09 Thamnoxys O. suborbiculata X X X
E.M.A. 1980 Thamnoxys Oxalis cf. hedysarifolia X X X
J.P.M. Cordeiro 642 Oxalis sp. - - X
A. Nuernberg 1875 Ripariae* O. bifrons X X X
A. Nuernberg 1800 Ripariae* O. hepatica X X X
A. Nuernberg 1849 Ripariae* O. sarmentosa X X X

Legenda: * = Grupos externos; X = amostras sequenciadas com sucesso; - = amostras nao
sequenciadas com sucesso

2.3. ANALISES FILOGENETICAS

As sequéncias obtidas foram verificadas e editadas no programa Geneious 7.1.5
(Biomatters, 2005); a regido correspondente ao primer foi retirada de todas as sequéncias e os
pares correspondentes foram alinhados para gerar sequéncias de consenso (i.e., incluindo

forward e reverse). ApOs isto, as sequéncias foram reunidas em arquivo fasta e utilizadas nas
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etapas seguintes. Verificamos todas as sequéncias usando o BLAST, e as sequéncias com
baixa correspondéncia com espécies de Oxalis foram descartadas, tais como aquelas com
elevada similaridade com sequéncias homologas de grupos de fungos, ja que poderiam indicar
contamina¢do em algum passo do processo (seja no momento da coleta, extracdo de DNA,
amplificacdo ou ainda no sequenciamento).

O alinhamento final com todas as sequéncias foi feito com o software MEGA X,
utilizando o pacote Clustal W (Kumar et al. 2018), em matriz individual para cada marcador e
em uma matriz combinada, sendo que nesta tltima, os dados foram concatenados apos ter os
blocos de alinhamento individuais para cada marcador.

Foram conduzidas analises separadas para cada um dos marcadores e de uma matriz
conjunta dos dados plastidiais e nucleares. O modelo de substituicdo de pares de bases
nitrogenadas utilizado nas andlises foi obtido através do JmodelTest, implementado na
plataforma CIPRES (Miller et al. 2010), definimos como critério para a escolha o modelo
AIC. Apos isso, realizamos analises de Inferéncia Bayesiana com o BEAST, utilizando um
arquivo preparado no BEAUti, com dez milhdes de geracdes, amostrando a cada 1000 arvores
com modelo de substituicdo de base GTR com as taxas obtidas no JmodelTest, com reldgio
estrito e modelo de Yule.

Os arquivos de log foram verificados no Tracer ¢ demonstraram que as analises
tiveram o numero de geragdes necessarias (cerca de oito milhdes) para atingir a estabilidade;
apés isso, os arquivos do tipo “tree” produzidos pelo BEAST foram utilizados no
TreeAnotator para busca da arvore de maior credibilidade, e as arvores resultantes foram
inspecionadas no FigTree.

Com a matriz de dados combinados, produzimos uma darvore de Maxima
Verossimilhanga, por meio do programa RaxML-NG implementado na plataforma CIPRES,
implementamos os modelos que mais se aproximavam dos apontados pelo JmodelTest, e o

bootstrap foi calculado usando 2000 réplicas.

3 RESULTADOS

1.3 CARACTERES MOLECULARES

26



Dos 5 marcadores escolhidos, trés apresentaram resultados satisfatorios na fase de
amplificacdo e sequenciamento, enquanto dois deles ndo obtiveram bons resultados de
amplificacao.

Para o trnL-trnT, ndo obtivemos sucesso na fase de amplificacdo, mesmo utilizando
o programa descrito em Taberlet et al. (1991), além de modificagdes e otimizagdes que
resultaram no incremento positivo para os demais marcadores. Este marcador ja foi utilizado
com sucesso em estudos anteriores com espécies de Oxalis, como Gardner et al. (2012) e Vaio
et al. (2016). Devido as limitagcdes de tempo, descontinuamos as tentativas de otimizagdo do
procedimento de amplificagdo deste marcador.

Para o ncpGS, descrito inicialmente como uma alternativa promissora em Oberlander
(2010) para as espécies de Oxalis sul-africanas, os ensaios iniciais apontaram a formacgao de
bandas multiplas nas espécies brasileiras testadas. Apos a realizacdo de tentativas de ajuste na
temperatura de anelamento, tempo de alongamento e tempo de desnaturacdo, nenhum dos
ensaios conduzidos demonstrou melhora significativa dos resultados e, por esse motivo,
resolvemos abandonar esse marcador e trabalhar com os outros trés cujos resultados foram
satisfatorios, nrITS, trnlL-trnF e petA-psb].

Para o nrITS, obtivemos 43 sequéncias, com tamanho variando entre 462 pares de
bases (pb) (O. suborbiculata Lourteig, FSCTE 09) e 741 pb (O. kuhlmanii Lourteig, PF
4662); para o trnL-trnF, obtivemos 50 sequéncias, com tamanho variando entre 426 pb (O.
hedysaroides Kunth, Croat 99618) e 1185 pb (O. alvimii Lourteig, PF 4597); para o
petA-psbl, obtivemos 47 sequéncias com 580 pb (O. polymorpha Mart. ex Zucc., PF 4591) a
762 pb (O. sellowii Spreng., FSC TEOS e O. cratensis Hook., FSC MS19).

Com a etapa de conferéncia final, visando retirar qualquer amostra que apresentasse
contaminagdo ou nao estivesse em condigdes Otimas de uso, obtivemos 31 acessos para cada
marcador. Tanto as amostras sequenciadas neste trabalho, quanto aquelas disponiveis no
Genbank para compor o grupo externo, estdo listadas na tabela 3. A se¢do Pleiocarpa, que é
constituida por uma espécie, foi amostrada porém o acesso para o marcador nrITS mostrou

contaminag¢do por fungos, sendo assim, esta foi descartada das analises filogenéticas.

Tabela 3: Amostras de Oxalis utilizadas nas analises filogenéticas.

Amostra Secdo Espécie

M. Vaio 505* Articulatae O. articulata KX249662.1
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M. Vaio 386* Corniculatae O. corniculata KC602036.1
F.S. Cabral CRIO1 Foliosae O. densifolia

J.E. Madsen 75130** Hedysaroideae O. zamorana

T.S. Costa 117 Holophyllum Oxalis sp.

T.S. Costa 118 Holophyllum Oxalis sp.

A. Gardner 66* Ionoxalis O. nelsonii JN836841.1
A. Gardner 29%* Ionoxalis O. decaphylla IN836813.1
P. Fiaschi 4658 Phyllodoxys O. fruticosa

I.G. Costa 882 Polymorphae O. alstonii

P. Fiaschi 4663 Polymorphae O. kollmannii

P. Fiaschi 4631 Polymorphae O. colatinensis

P. Fiaschi 4591 Polymorphae O. polymorpha

E. Richetti 70 Polymorphae Oxalis polymorpha

E. Emshwiller 456* Pseudobulbosae O. triangularis JN836793.1
F.S. Cabral MS22 Psoraleoideae O. erosa

F.S. Cabral IS4 Psoraleoideae O. psoraleoides

A. Nuernberg 1849* Ripariae O. sarmentosa

F.S. Cabral COR14 Robustae O. cordata

F.S. Cabral CRIOS Robustae 0. grisea

F.S. Cabral TEO7 Robustae O. goyazensis

Melo 6953 Robustae O. physocalyx

F.S. Cabral IS3 Robustae O. physocalyx

E.S. Cabral PG3 Robustae O. praetexta

F.S. Cabral MS23 Thamnoxys O. cytisoides

G. Antar 1280 Thamnoxys O. divaricata

J.E. Madsen 63374** Thamnoxys O. dombeii

Melo 4854 Thamnoxys O. hyalotricha

F.S. Cabral RP1 Thamnoxys O. hyalotricha

E. Richetti 61 Thamnoxys O. nigrescens

F.S. Cabral CRI04 Thamnoxys O. pilulifera

F.S. Cabral TEOS Thamnoxys O. sellowii

F.S. Cabral TE13 Thamnoxys O. suborbiculata

F.S. Cabral TE10 Thamnoxys O. suborbiculata

F.S. Cabral TE09 Thamnoxys O. suborbiculata

E.M.A. 1980 Thamnoxys Oxalis cf. hedysarifolia
Z.Xi Averrhoa carambola JX664077.1

* Amostra de Oxalis subg. Oxalis incluida como parte do grupo externo.

**Amostra retirada do voucher depositado no Herbario QCA



Futuramente, todas as amostras citadas na tabela 3 serdo submetidas ao Genbank para
integrar o banco de dados de Oxalis. Dentre as amostras citadas na tabela 2, existem aquelas
que nao estavam elegiveis as andlises devido a falta de um dos marcadores, mas que
apresentaram qualidade satisfatoria para o uso em futuros trabalhos, portanto, estdo aptas para
submissao ao Genbank.

Para cada marcador, realizamos uma analise do JmodelTest para buscar qual modelo
de substitui¢ao de pares de base era o mais adequado para cada conjunto de dados. O arquivo
BEAUi foi preparado e rodamos a andlise bayesiana no BEAST, o arquivo log foi conferido
no Tracer e atingiu a suficiéncia amostral. Apos essa verificagdo, o arquivo de arvores foi
exportado para o TreeAnotator, implementado na plataforma CIPRES, definimos o burn in
em 20%, e o critério de escolha foi o da arvore de maior credibilidade. Para o nrITS, o
alinhamento final possuia 1026 sitios ¢ o modelo de substituigdo apontado como melhor

escolha foi TPM2uf+G. O resultado pode ser conferido na figura 3.
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Figura 3: Arvore de maior credibilidade para o marcador nrITS. Os numeros acima dos ramos

indicam a probabilidade posterior.

Nesta representacao grafica, nota-se que a maior parte dos ramos tem sustentagao alta

e sugerem o ndao monofiletismo das se¢des de O. subg. Thamnoxys reconhecidas por Lourteig

(1994). Formam-se dois clados logo apds a separacao de Averrhoa carambola como grurpo

irmado a todas as amostras de Oxalis, um deles ¢ composto pelas amostras do grupo externo

com as amostras de O. articulata Savigny, O. decaphylla Kunth, O. nelsonii (Small) R. Knuth

e O. triangularis A.St.-Hil e o outro composto por todas as outras amostras. A seguir, vemos a

formagdo de dois grupos irmaos, um formado por acessos das se¢des Foliosae, Hedysaroidae,

Robustae, Thamnoxys e uma espécie de O. sect. Corniculatae, pertencente a O. subg. Oxalis,
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indicando que o subg~enero ndo ¢ monofilético; neste grupo todas as relagdes, com excegdo
ao ramo e ao no onde estad inserida O. corniculata L., possuem suporte alto. O outro grupo
formado divide-se novamente em dois clados, um deles ¢ formado por espécies das se¢des
Phyllodoxys, Polymorphae, Psoraleoideae € Robustae, € o outro divide-se novamente em dois
clados, um formado por acessos de O. sect. Thamnoxys mais dois acessos de O. sect.
Polymorphae e um acesso de O. sect. Robustae, e o outro clado possui acessos de O. sect.
Polymorphae mais um acesso de O. sect. Thamnoxys, dois acessos de O. sect. Psoraleoideae,
um acesso de O. sect. Thamnoxys, um acesso de O. praetexta (O. sect Robustae) como irma
de O. sarmentosa (O. sect. Ripariae, O. subg. Oxalis)

No segmento de #rnL-F, o alinhamento final teve 1196 pb. Os modelos de evolugao
molecular apontados pelo JmodelTest foi o TPM1uf+G. A representagdo grafica foi produzida

conforme citado anteriormente e os resultados podem ser conferidos na figura 4.
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Figura 4: Arvore de maior credibilidade para o marcador #nL-F. Os nimeros acima dos
ramos indicam a probabilidade posterior.

Para este marcador plastidial, percebemos uma maior incerteza na separagdo dos
grandes grupos, ¢ obtivemos alguns ramos com suporte abaixo do ideal. Vemos o grupo
composto pelas espécies de O. subg. Oxalis (O. articulata, O. decaphylla, O. nelsonii e O.
triangularis) novamente surgindo como grupo irmdo de todos os acessos de O. subg.
Thamnoxys + O. corniculata + O. sarmentosa. A seguir podemos ver que O. corniculata
surge em um ramo irmao ao grupo composto por todas as outras amostras de Oxalis subg.
Thamnoxys + O. sarmentosa.

Em seguida, observamos a formagdo de dois clados irmaos, um deles formado por

espécies de O. sect. Thamnoxys (O. divaricata Mart. ex Zucc., O. dombeii A.St.-Hil. e O.
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sellowii Spreng.) e O. sect. Robustae (O. goyazensis Turcz. e O. physocalyx Zucc. ex Progel)
e o outro divide-se em alguns clados menores. Observamos a formac¢do de dois ramos irmaos
e em um deles um clado formado por espécies das se¢oes Hedysaroideae, Holophyllum,
Polymorphae, Robustae e Thamnoxys e o outro com mais ramificagdes.

A cladogénese seguinte origina mais dois grupos: um composto por espécies das
secoes Foliosae, Holophyllum, Phyllodoxys, Polymorphae, Thamnoxys € Psoraleoideae e um
ramo com uma nova divisao, onde podemos reconhecer um clado formado por acessos de O.
sect. Polymorphae + O. suborbiculata (O. sect. Thamnoxys) € um ramo que passa por mais
uma divisdo onde O. erosa surge como grupo irmao do clado formado por acessos de O. sect.
Robustae, O. sect. Thamnoxys e O. sect. Ripariae, sendo novamente recuperada a relagao

entre O. praetexta Progel e O. sarmentosa Zucc.

No segmento petA-psb], obtivemos um alinhamento final com 935 sitios, sendo o
modelo de substituigdo TPM1uf+G apontado por unanimidade pelos critérios do JmodelTest.

A érvore resultante pode ser conferida na figura 5.
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Figura 5: Arvore de maior credibilidade para o marcador petA-psbJ. Os niimeros acima dos
ramos indicam a probabilidade posterior.

Nesta representagdo temos, de modo geral, suporte baixo em ramos que separam
grandes grupos contidos na representagdo. A primeira cladogénese separa um grupo formado
por espécies das se¢des Hedysaroideae, Polymorphae, Robustae e Thamnoxys de um ramo
que agrupa as demais espécies amostradas, que passa por outra cladogénese, onde um dos
novos ramos originados ¢ um clado formado por acessos de O. sect. Robustae e o outro ramo
divide-se novamente, originando um clado composto por um acesso de O. sect. Foliosae
como grupo irmao de todos os acessos de O. sect. Thamnoxys € um outro ramo com uma nova
divisdo originando dois clados, um composto por acessos de O. sect. Holophyllum, O. sect.

Phyllodoxys, O. sect. Polymorphae e O. sect. Psoraleoideae € o outro composto por terminais
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de O. subg. Oxalis e por O. praetexta da se¢do Robustae, como ponto destoante das demais
apresentadas até o momento, o grande grupo onde se insere o clado formado por estas duas
espécies ¢ composto por acessos de O. subg. Oxalis e ndo por acessos de O. subg. Thamnoxys,
como nas demais topologias.

Para a matriz combinada de todos os marcadores, obtivemos um alinhamento com
3157 sitios, com modelo de substituicdo TPMufl+G. O resultado pode ser conferido na figura
6.
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Figura 6: Arvore de maior credibilidade elaborada para a matriz combinada nrITS, tnL-F e
petA-psb]. Os nimeros acima dos ramos indicam as probabilidades posteriores.
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Neste caso, temos pouquissimos ramos com sustentagdo baixa e a formagao de grupos
com espécies de diferentes secoes da delimitacdo feita por Lourteig (1994). A primeira
cladogénese resulta na formacao de um grupo com as amostras de O. subg. Oxalis divergindo
do grande grupo formado por todas as amostras de O. subg. Thamnoxys + O. sarmentosa. A
divisdo seguinte resulta no surgimento de um grupo heterogéneo com acessos das se¢des
Hedysaroideae, Polymorphae, Robustae e Thamnoxys e de um novo ramo passa por mais uma
cladogénese, originando os dois Ultimos grupos, o primeiro composto pelas secdes Foliosae,
Phyllodoxys, Psoraleoideae, Robustae € Thamnoxys e o segundo com mais acessos, formado
pelas seg¢des Holophyllum, Polymorphae, Robustae, Thamnoxys e por uma espécie de
Ripariae (O. sarmentosa), associada a O. praetexta.

A figura 7 representa a arvore filogenética produzida no RaxML-NG, com valores de
bootstrap indicado nos ramos. Nesta andlise foi indicado Averrhoa carambola como grupo
externo a priori para a corrida. A primeira cladogénese apos a separagdo do grupo externo
origina dois ramos, sendo um deles composto por terminais de O. sect. Hedysaroideae, O.
sect. Polymorphae, O. sect. Robustae ¢ O. sect. Thamnoxys € o outro com todos demais
acessos, que passa por uma cladogénese posterior que gera mais dois ramos, um formando o
clado composto por terminais de O. subg. Oxalis, j4 o outro ramo passa por outra
cladogénese, originando um grupo composto por um terminal de O. sect. Robustae ¢ um
terminal de O. sect. Thamnoxys e um outro ramo com todos os terminais restantes. Este ramo
tem uma nova divisdo, onde originam-se dois ramos, sendo um deles composto por dois
terminais de O. sect. Robustae e o outro ramo, que se divide novamente, originando um ramo
com um Unico terminal de O. sect. Thamnoxys e outro com divisdes posteriores. Neste ramo
mencionado anteriormente, ocorre mais uma cladogénese, formam-se dois novos ramos, um
composto por dois terminais de O. sect. Thamnoxys e o outro que se divide em dois grupos,
um com terminais de O. sect. Foliosae, O. sect. Phyllodoxys, O. sect. Polymorphae, O. sect.
Psoraleoideae ¢ O. sect. Thamnoxys; € um outro ramos composto por acessos de O. sect.
Holophyllum, O. sect. Polymorphae, O. sect. Ripariae, O. sect. Robustae e O. sect.

Thamnoxys.
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Figura 7: Arvore de méaxima verossimilhanca para a matriz combinada nrITS, #nL-F e

petA-psbl.

4 DISCUSSAO
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A representacdo grafica onde sdo combinados os dados dos trés maradores (figura 6)
indica que a maioria das se¢des de O. subg. Thamnoxys que tiveram mais de uma amostra
analisadas nao sdo monofiléticas. Dentre as se¢des amostradas representadas por mais de uma
amostra, somente Holophyllum e Psoraleoideae foram recuperadas como monofiléticas na
arvore resultante da andlise combinada. A secdo Thamnoxys precisa ser reavaliada e passar
por estudos mais aprofundados e que utilizem abordagens combinadas ao estudo molecular,
bem como as se¢oes Robustae e Polymorphae.

Abreu et al. (2012) elaboraram uma andlise cladistica baseada em dados morfologicos
das espécies de O. subg. Thamnoxys visando testar o monofiletismo da se¢do Thamnoxys.
Para isso, analisaram cerca de 2000 amostras de Oxalis distribuidas em 28 espécies, das quais
16 spp. pertenciam a se¢ao Thamnoxys, duas spp. pertenciam a secao Robustae, duas spp.
pertenciam a se¢do Holophyllum, duas spp. a secdo Polymorphae e uma espécie cada das
secoes Foliosae, Hedysaroideae, Phyllodoxys, Pleiocarpae e Psoraleoideae; além destas,
compuseram o grupo externo as se¢des Pseudobulbosae e lonoxalis (O. subg. Oxalis), com
uma espécie cada. Os pesquisadores construiram uma matriz de dados com 72 caracteres
morfoldgicos e utilizaram o critério de méxima parcimonia para construir um cladograma
onde se evidenciava que a secdo Thamnoxys poderia ser, na verdade, polifilética. Outra
conclusdo apontada no estudo ¢ que as se¢des Robustae e Holophyllum seriam monofiléticas,
tendo como grupos irmdos O. frutescens L. (O. sect. Thamnoxys) e O. rhombeo-ovata
A.St.-Hil. (O. sect. Polymorphae), respectivamente.

Apesar de ter sido realizado com técnicas bastante diferentes das aplicadas no estudo
presente e de se valer unicamente de dados morfologicos para sugerir mudangas taxonomicas
em um grupo que historicamente ¢ tido com desafiador ou mesmo confuso, o trabalho
realizado por Abreu et al. (2012) pode nos conceder pontos importantes para a comparagao e
elaboracdo de discussoes para nosso estudo.

Em nosso estudo s3o computadas 31 espécies, das quais as seg¢des Foliosae,
Hedysaroideae e Phyllodoxys sao representadas por uma espécie cada, as secoes Holophyllum
e Psoraleoideae sao representadas por duas espécies cada, a sec¢do Polymorphae ¢
representada por quatro espécies (cinco terminais), a se¢cdo Robustae é representada por cinco
espécies (seis terminais), a se¢do Thamnoxys ¢é representada por nove espécies (12 terminais)
e 0 grupo externo ¢ composto por sete espécies (sete terminais). Temos como matriz de dados

a tabela com as sequéncias de trés marcadores moleculares, totalizando 3157 sitios e
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aplicamos a busca de relagdes evolutivas por meio de estatistica bayesiana e méxima
verossimilhanca.

Diferente do que foi apontado em Abreu et al. (2012), nosso estudo demonstra a
auséncia de monofiletismo em Oxalis subg. Thamnoxys, e além disso aponta que a secao
Thamnoxys muito provavelmente ndo ¢ monofilética e necessita passar por uma revisao
bastante criteriosa em um futuro proximo. Na figura 6, apresentada no item anterior,
utilizando os dados dos trés marcadores moleculares, fica claro que as espécies atribuidas por
Lourteig (1994) a secdo Thamnoxys encontram-se em clados menores juntamente com
espécies de outras se¢cdes € ndo formam um grupo homogéneo entre si. O agrupamento de
espécies da secdo Thammnoxys em um ramo comum somente ocorre no caso da arvore
construida unicamente com o marcador petA-psb] e ainda assim possui ramos com
probabilidades posteriores bastante baixas.

No caso da se¢do Robustae, percebemos em nosso estudo que o monofiletismo
também ndo pode ser atribuido, j4 que mesmo na arvore produzida com os dados dos trés
marcadores ndo ha formagdo de apenas um clado com todas as espécies amostradas desta
secdo. Sao recuperados somente pequenos grupos formados por duas espécies-irmas,
enquanto as demais estdo dispostas em outros agrupamentos. Novamente, o inico marcador
que indica a formagdo de um grupo conciso contendo os membros de uma unica se¢io ¢é
petA-psb], onde um clado ¢ composto por quatro espécies (O. cordata A.St.-Hil., O.
goyazensis Turcz, O. grisea A.St.-Hil. & Naudin var. matogrossensis (Fredr.) Lourteig e O.
physocalyx Zucc. ex Progel). Ainda nessa secdo, temos o caso de O. praetexta que
demonstrou estar mais intimamente relacionada a O. sarmentosa (O. subg. Oxalis sect.
Ripariae), apesar da classificacdo de Lourteig (1994) posiciond-la com componente da se¢ao
Robustae devido a algumas caracteristicas morfologicas, como foliolos cartaceos,
inflorescéncia umbeliforme e carpelos com sementes unicas, grandes e costadas. No entanto,
acreditamos que O. praetexta deveria ser reclassificada como componente de O. subg. Oxalis,
provavelmente como parte da secdo Ripariae, devido a presenca de inflorescéncias do tipo
dicasio com ramos alongados, que diferem daquelas observadas em O. sect. Robustae. Além
disso, em O. praetexta os carpelos ndo sdo setosos internamente, mas glabros (Lourteig 1994)
e as pétalas possuem tricomas glandulares, apontados como caracteres importantes na
identificacao de espécies de O. sect. Ripariae (Silva, 2018). Também podemos citar que O.

praetexta € encontrada na regido do Segundo Planalto do Parana, com clima subtropical,
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assim como as demais espécies da secdo Ripariae, comumente encontradas na orla de matas
com araucaria, diferente das demais espécies da secdo Robustae, que sdo encontradas no
Cerrado, com clima tropical. Além disso, observamos que em um exemplar sob cultivo na
casa de vegetacdo do departamento de Botanica, ocorreu a forma¢do de uma folha com trés
foliolos e sem raque, que seria uma caracteristica esperada se ela fosse afim de espécies da
secdo Ripariae.

Vaio et al. (2018) utilizaram uma abordagem integrativa e apresentaram uma filogenia
produzida com base nos marcadores nrlTS, trnL-trnL-trnF, trnT-trnL e petA-psbl, além da
citometria de fluxo para medir o tamanho dos cromossomos e a posi¢do do centromero em
espécies das secdes Polymorphae, Psoraleoideae ¢ Thamnoxys. Os resultados encontrados
mostram que ha uma maior afinidade de O. rhombeo-ovata A.St.-Hil com espécies da secao
Psoraleoideae do que com espécies da secdo Polymorphae, constituindo mais uma evidéncia
de que as se¢des de Lourteig (1994) ndo sdo monofiléticas e consolidando a importancia de
analises baseadas em mais de uma técnica para desvendar a confusa taxonomia do grupo.

A secdo Psoraleoideae, representada no presente estudo por duas espécies (O. erosa
Knuth e O. psoraleoides Kunth) pode ser considerada monofilética, entretanto, como
observado em Vaio (2018) a se¢c@o necessita da inclusdo de O. rhombeo-ovata. As espécies
desta se¢do, de modo geral, possuem morfologias bastante similares, adaptagdes a ambientes
xerofiticos facilmente observaveis, como o indumento denso, € uma ocupagdo territorial
bastante especifica, ocorrendo nos vales secos interandinos da Colombia até a Argentina, na
regido chaquenha entre o Paraguai e o Brasil, além da Caatinga (O. psoraleoides ssp.
insipida), tendo como Unica excecdo O. rhombeo-ovata que ndo manifesta a caracteristica de
indumento denso e ocorre nas matas litoraneas.

A secao Holophyllum foi apontada como monofilética por Abreu e colaboradores
(2012) e em nossos estudos encontramos dados similares. Os acessos de Holophyllum se
comportaram como um grupo Unico em nossas analises, com exce¢do do marcador isolado
trnL-F; entretanto, as amostras ndo foram identificadas a nivel especifico, logo pode ser
precipitado em assumir o monofiletismo desta. As espécies descritas por Lourteig (1994) e
demais pesquisadores posteriores possuem uma morfologia bastante particular e ocupam uma
porcao territorial bastante restrita de Mata Atlantica entre os estados do Rio de Janeiro, o sul

da Bahia e o leste de Minas Gerais.
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Gardner (2013) buscou investigar a evolu¢ao morfoldgica e a ocupacdo de diferentes
biomas e areas geograficas em Oxalis utilizando dados obtidos a partir das sequéncias de
DNA de cinco marcadores (trnL-trnL-trnF, trnS-trnG, trnT-trnL, psbJ-petA e nrITS) em uma
amostragem de 196 espécies de Oxalis, entre as quais se encontravam representados cerca de
40% de todas as se¢des citadas em Lourteig (1994, 2000). Com exce¢do de Oxalis subg.
Monoxalis, e das se¢des Foliosae (O. subg. Thamnoxys) € Rhombifolia (O. subg. Oxalis).

Através da andlise por parcimoOnia e da estatistica bayesiana, Gardner constatou que O.
subg. Thamnoxys compreende trés grupos monofiléticos situados em um grado, do qual
emerge um grande clado que agrupa espécies de O. subg. Oxalis. Os trés clados encontrados
na topologia construida a partir da matriz combinando os cinco marcadores utilizados sao
referidos pelo pesquisador como Clado 1, formado por O. dombeii (pertencente a secao
Thamnoxys) e O. sect. Hedysaroideae; o Clado 2, formado por espécies das secdes
Holophyllum, Psoraleoideae, Polymorphae e Phyllodoxys; e o Clado 3, formado por espécies
pertencentes as se¢des Thamnoxys, Robustae e Pleiocarpa.

Ao contrario do afirmado por Abreu e colaboradores (2012), Gardner (2013) aponta
para o ndo monofiletismo de O. subg. Thamnoxys conforme delimitado por Lourteig (1994).
Em nosso estudo, mesmo com uma amostragem menor que a de Gardner (2013), percebemos
que o monofiletismo ndo pode ser creditado a O. subg. Thamnoxys e nem mesmo para a
maioria das secoes deste grupo. Entretanto, ndo obtivemos neste estudo o mesmo arranjo de
clados mostrado em Gardner (2003) e sim de um rearranjo bastante distinto daqueles
encontrados por este pesquisador, mesmo quando consideramos as diferentes possibilidades
com marcadores isolados e combinados.

Na arvore de méxima verossimilhanga, podemos notar que os suportes ndo alcangaram
numeros satisfatorios. De modo geral, ndo foram recuperadas secdes monofiléticas por esta
analise, mas seria bastante leviano afirmar ou inferir qualquer relacdo evolutiva baseando-se

nesta ultima analise citada.

5 CONCLUSAO
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Este estudo produziu 93 sequéncias de DNA para trés marcadores moleculares
distintos, referentes a 26 espécies de Oxalis subg. Thamnoxys. Estes dados serdo
disponibilizados ao Genbank para dar suporte a estudos futuros.

A delimitagdo de Oxalis subg. Thamnoxys apresentada por Lourteig (1994) se mostrou
artificial, proveniente de um arranjo morfolégico que ndo foi corroborado pelos dados
moleculares produzidos neste estudo. Nossas investigagdes apontam que mesmo as se¢oes
precisardo passar por uma reformulacao quanto as suas delimitagdes.

Dentre as seg¢des examinadas em nossos estudos, somente Holophyllum e
Psoraleoideae demonstraram possuir tendéncia ao monofiletismo, o que poderia ser suposto
dado suas distribuicdes geograficas restritas, suas afinidades a habitats especificos e suas
morfologias bastante homogéneas. Ainda assim, € necessario realizar mais estudos, com
amostragens maiores e metodologias complementares para investigar com maior
profundidade a historia evolutiva desses dois grupos.

A secdo Thamnoxys se mostrou polifilética em nossos estudos, resultado semelhante
ao encontrado por estudos anteriores.

Oxalis praetexta, que ¢ tradicionalmente associada a O. sect. Robustae, nao
demonstrou relacionar-se a outros membros desta se¢do e parece estar mais filogeneticamente
proxima de espécies de O. sect. Ripariae, do subgénero Oxalis.

Apesar dos esforgos realizados neste estudo, ainda € necessario realizar analises com
maior amostragem de O. subg. Thamnoxys, bem como a diversificacdo das frentes de estudo,

visando produzir um maior volume de dados para realiza¢do de analises combinadas.
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