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RESUMO

A subtribo Pleurothallidinae (Epidendroideae: Epidendrae) representa 20% da
riqueza da familia Orchidaceae com mais de 5 mil espécies, todas restritas a
regido neotropical. Apesar de seu monofiletismo estar bem estabelecido, a
circunscricdo de seus géneros ainda € muito debatida, como ocorre com
Anathallis. Porém, os trabalhos filogenéticos desenvolvidos até entéo utilizaram
uma amostragem ineficiente e exploraram poucos conjuntos de dados,
basicamente o0 sequenciamento da regido nriTS, estabelecendo relagdes
taxondmicas duvidosas entre as espécies de Anathallis e os demais géneros do
grupo. Além disso, ndo foram realizados estudos gendmicos focados na subtribo,
indicando uma profunda lacuna de conhecimento acerca da biologia molecular
desse grupo de orquideas. Este trabalho foi desenvolvido em dois capitulos,
sendo que no primeiro foram realizadas analises filogenéticas e de datacéo
molecular utilizando uma amostragem mais robusta do género Anathallis e
valendo-se do sequenciamento de seis regides moleculares, incluindo a nriTS.
Também foram codificados caracteres morfolégicos, incorporados em analises
filogenéticas conjuntas e de reconstrugdo de caracteres morfolégicos. No
segundo capitulo € apresentada a sequéncia completa do genoma cloroplastidial
de Anathallis obovata, espécie-tipo do género, que foi comparada com
sequéncias gendmicas de taxons proximos das subtribos Pleurothallidinae e
Laeliinae.

Palavras-chave: Pleurothallidinae; genoma cloroplastidial; orquideas
neotropicais; datacao molecular; filogenia de evidéncia total.



ABSTRACT

The subtribe Pleurothallidinae (Epidendroideae: Epidendrae) represents 20% of
the species richness of Orchidaceae with more than 5 thousand species, all
restricted to the neotropical region. Although its monophyletism is well
established, the circumscription of its genera is still much debated, as is the case
of Anathallis. Previous phylogenetic studies used inefficient sampling and
explored few data sets, basically the sequencing of the nrITS region, establishing
dubious taxonomic relationships between Anathallis species and the other
genera of Pleurothallidinae. In addition, there are no Pleurothallidinae-focused
genomic studies, indicating a lack of knowledge about the molecular biology of
this orchid group. This work was developed in two chapters. In the first one,
phylogenetic and molecular dating analyses were performed using a larger
sample of the genus Anathallis and using the sequencing of six molecular
regions, including the nrITS. Morphological characters were also coded, used in
concatenated phylogenetic and morphological characters reconstruction
analysis. In the second chapter we present the complete sequence of the
chloroplast genome of Anathallis obovata, the type-species of the genus, which
was compared with genomic sequences of closely-related taxa of the subtribe
Pleurothallidinae and also of subtribe Laeliinae.

Keywords: Pleurothallidinae; chloroplast genome; neotropic orchids; molecular
dating; total evidence phylogeny.
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INTRODUGAO GERAL

A familia Orchidaceae, de acordo com a classificagédo mais atual (CHASE
etal., 2015), possui cerca de 25.000 espécies, dividindo-se em cinco subfamilias:
Apostasioideae, Cypripedioideae, Epidendroideae, Orchidoideae e Vanilloideae.
Sao encontradas em todos os continentes, concentrando-se em regides de clima
tropical, onde elas exibem maior diversidade de espécies de variadas formas e
cores (HOEHNE,1940). Da subfamilia Epidendroideae destaca-se a subtribo
Pleurothallidinae (tribo Epidendrae), com cerca de 5 mil espécies subordinadas
a 44 géneros de distribuicdo exclusivamente neotropical (KARREMANS, 2016),
correspondendo a aproximadamente 20% da riqueza da familia Orchidaceae.

Na primeira revisao taxondmica da subtribo foi definido o esquema basico
de aspectos vegetativos de Pleurothallidinae (LUER, 1986a) (Figura 1), bem
como foram propostas sinapomorfias para o grupo, que consistem na auséncia
de pseudobulbo, caule secundario unifoliado (denominado ramicaule), e ovario
articulado ao pedicelo (LUER, 1986a).

Ramiceule ow Caule
reEcunidania

Higgima

Figura 1: Esquema basico da morfologia vegetativa de Pleurothallidinae. llustragdo do habito
genérico de Pleurothallidinae, retirada de Luer (1986) e traduzida para o portugués. A figura
mostra a estruturagdo em ramicaule, com apenas uma folha terminal, e presenca de anulo, que
nao ocorre em todos os géneros.



No mesmo ano foi realizada uma monografia do género Pleurothallis R.Br.
(LUER, 1986b), na qual Luer o definiu como sendo “qualquer pleurothallidinea
que ndo se encaixa no conceito de qualquer outro género” (traducao livre
realizada pela autora). Nesse trabalho foram reconhecidos 29 subgéneros e 22
segcOes em Pleurothallis, e Luer adotou 0 mesmo posicionamento de Lindley
(1859) em n&o desmembrar esse género pelas inumeras interrelagdes existentes
entre os subgéneros (LUER, 1986b). Isso se deve a falta de caracteres
diagnosticos na subtribo por conta da grande variedade morfologica das
especies, que carrega muitas homoplasias em decorréncia, principalmente, da
adaptacdo ao habito epifitico (PRIDGEON, 1982a, 1982b; NEYLAND &
URBATSCH, 1995).

Também na monografia de Pleurothallis, Luer (1986b) apresentou
possiveis relagdes entre os subgéneros de Pleurothallis e os demais géneros de
Pleurothallidinae, separando-os em trés grupos informais, que foram
denominados afinidades: Acianthera, Specklinia e Pleurothallis (Figura 2).

Figura 2: Possiveis relagdes em Pleurothallidinae estabelecidas por Luer (1986b). Todos os
géneros da subtribo e os subgéneros de Pleurothallis foram divididos em trés grupos informais

com base principalmente na presenca de anulo no ramicaule e posi¢ao da antera.



Anathallis Barb.Rodr. € um género de Pleurothallidinae que ocorre desde
o sul do México até o sul do Brasil (LUER, 1999). Foi descrito em 1877 com base
em duas espécies brasileiras: A. fasciculata (a espécie-tipo) e A. racemosa
(BARBOSA RODRIGUES, 1877). Contudo, na mesma época em que Anathallis
foi proposto muitas de suas espécies, incluindo a espécie-tipo, ja haviam sido
descritas para o género Pleurothallis, de forma que houve a sinonimizacao de
Anathallis a Pleurothallis (COGNIAUX, 1896). Com isso, Anathallis fasciculata=
Pleurothallis obovata (Lindl.) Lindl. e Anathallis racemosa= Pleurothallis
acuminata (Kunth) Lindl..

No icones Pleurothallidinarum XVIII, Luer (1999) trata Anathallis como
sinbnimo de Pleurothallis subgénero Acuminatia Lindl., caracterizando-o pelo
ramicaule longo, podendo ser do mesmo tamanho ou maior do que a folha, e
com anulo, pela inflorescéncia lateral e pelas flores com sépalas similares entre
si e livres, com pétalas pequenas de margem inteira e com o pé da coluna bem
desenvolvido, se estendendo para além do limite do ovario (LUER, 1999). Esse
grupo foi dividido em duas se¢des: Acuminatae Lindl., cuja espécie-tipo é P.
acuminata, e Alatae Luer, com P. obovata (LUER, 1999). Luer apontou a
existéncia de 50 espécies do subgénero Acuminatia, das quais 28 ocorrem no
Brasil, sendo 23 endémicas do pais (LUER, 1999).

A secao Acuminatae é caracterizada por apresentar sépalas pubescentes
na face abaxial, pétalas com o apice bastante obtuso ou arredondado, coluna
com asas vestigiais ou ausentes e labelo caloso ou com lobos laterais (LUER,
1999). Ja as espécies da segao Alatae possuem sépalas glabras, pétalas com o
apice agudo, coluna com asas bem proeminentes e quase retangulares, e labelo
simples com um canal raso ao longo da nervura mediana (LUER, 1999).

O género Anathallis foi restabelecido por Pridgeon (2005) com base no
primeiro estudo utilizando filogenia molecular para a subtribo (Pridgeon et al.,
2001), devido a reunidao de espécies de Pleurothallis subgénero Acuminatia
secao Alatae e de Pleurothallis subgénero Specklinia (Lindl.) Garay secgéo
Muscosae Lindl. em um clado (Figura 3). Esse agrupamento nao foi aceito por
Luer (2002) inicialmente, visto que no trabalho de Pridgeon e colaboradores
(2001) o subgénero Acuminatia foi subamostrado e nao foi devidamente

representado (foram utilizadas apenas duas espécies da secdo Alatae: P.



linearifolia e P. angustilabia). Além disso as diferengcas morfoldgicas entre os dois
grupos foram ressaltadas: em contraste com o subgénero Acuminatia, as
espécies do subgénero Specklinia segdo Muscosae possuem ramicaule
congesto, sendo menor do que a folha, sépalas laterais conadas em diferentes
niveis, e dois pequenos lobulos na base do labelo (LUER, 2002).
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Figura 3: Clado que levou ao restabelecimento de Anathallis, evidenciado em vermelho e com
alto suporte, que reune espécies de Pleurothallis subgénero Acuminatia segao Alatae e de
Pleurothallis subgénero Specklinia segdo Muscosae. Os numeros acima dos ramos se referem
ao suporte de Bremer, 0s numeros abaixo a porcentagem de bootstrap, e as flechas indicam
clados que ndo apareceram na arvore-consenso realizada pelos autores.

Fonte: Pridgeon et al. (2001).

Com isso, Luer (2006) criou o género Panmorphia para acomodar as
espécies da antiga secdo Muscosae, tendo Epidendrum sertularioides Sw. (=
Panmorphia sertularioides (Sw.) Luer) como a espécie-tipo. O nome Panmorphia
significa “muitas formas”, fazendo referéncia ao imenso espectro de variagéo
fenotipica observado nesse género. Tao grande que, em 2009, Luer reconheceu
ser morfologicamente possivel a unido entre Panmorphia e Anathallis, realizando
entdo a sinonimizagao do primeiro ao segundo.

Atualmente, Anathallis conta com aproximadamente 150 espécies

(CHASE et al., 2015) encontradas desde o sul do México até o sul da Argentina



(LUER, 2006). No Brasil ocorrem 92 espécies, das quais 76 endémicas do pais
(BFG — The Brazil Flora Group, 2015). O género possui quatro grupos
morfologicos: Acuminatae (remete a antiga segao Acuminatae) Alatae (remete a
antiga secao Alatae), Margaritifera (cuja espécie-tipo é A. linearifolia) e
Panmorphia (remete ao antigo género Panmorphia). O grupo Margaritifera &
proveniente de Pleurothallis se¢ao Margaritifera Schltr. (PABST & DUNGS,
1975), que nunca foi formalmente proposto, porém foi citado por Luer (1986a,
2002) como sinénimo de Anathallis. Santos (2007) reconheceu as espécies
morfologicamente afins de Pleurothallis se¢ado Margaritifera como um grupo em
Anathallis, composto por cinco espécies que anteriormente pertenciam a segao
Alatae mas que de maneira singular apresentam tricomas esféricos ao longo da
nervura mediana do labelo.

Outros resultados obtidos por Pridgeon e colaboradores (2001), como a
inclusdo dos géneros Dilomilis Raf. e Neocogniauxiana Schlltr. na base da
subtribo (antes considerados mais proximos a subtribo Laeliinae) também foram
muito discrepantes com a morfologia, 0 que gerou uma série de criticas ao
trabalho principalmente por Luer (2002). Dentre as falhas levantadas estéo, além
do baixo numero amostral e da pouca representatividade dos grupos
taxonémicos, a identificagcao do material questionavel pela auséncia de voucher
para muitas amostras (LUER, 2002).

Frente as criticas, Pridgeon e Chase (2003) afirmaram que no trabalho
anterior (PRIDGEON et al., 2001) somente os grupos monoespecificos ou
compreendendo poucas espécies de Pleurothallidinae ndo foram amostrados, e
que os clados obtidos apresentaram alto suporte. Quanto as incongruéncias
entre genoma e morfologia, a subtribo Pleurothallidinae € muito diversa, e
portanto as caracteristicas morfolégicas que apresenta sao em geral
homoplasticas, dificultando seu uso em analises filogenéticas (PRIDGEON &
CHASE, 2003). Com essas ressalvas, o trabalho de Pridgeon e colaboradores
(2001) serviu de base para a classificagdo atual de Pleurothallidinae
(PRIDGEON & CHASE, 2001; PRIDGEON, 2005), e demonstrou a necessidade
de mais estudos, tanto moleculares quanto taxondmicos, na subtribo.

O monofiletismo de Pleurothallidinae foi reforcado em estudos
filogenéticos posteriores (VAN DEN BERG et al., 2005; CHIRON et al., 2012;
FREUDENSTEIN & CHASE, 2015), porém a taxonomia da subtribo a nivel



genérico vem sendo constantemente reavaliada por estudos moleculares
visando grupos mais especificos (e.g. Acianthera (CHIRON & VAN DEN BERG,
2011; KARREMANS et al., 2016b), Stelis (KARREMANS et al., 2013), Specklinia
(KARREMANS et al., 2016a), Phloeophila (CHIRON et al., 2016) e Andinia
(WILSON et al., 2017)). As diferentes topologias resultantes de alguns desses
estudos foram reunidas por Karremans (2016) para representar uma
classificagao atualizada dos géneros de Pleurothallidinae. Assim, além de indicar
as relagdes filogenéticas observadas em trabalhos anteriores, os grupos
artificiais (afinidades) propostos por Luer foram atualizados: agora os géneros
da subtribo (Dilomilis e Neocogniauxiana inclusos) foram acomodados em nove
grupos (Figura 4), definidos com base em dados moleculares de trabalhos
anteriores (KARREMANS, 2016).
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Figura 4: Classificagéo atualizada de Pleurothallidinae proposta por Karremans (2016) com base
nas topologias obtidas em trabalhos filogenéticos anteriores. Os principais géneros da subtribo

foram organizados em nove grupos artificiais, denominados afinidades.



Ja o monofiletismo de Anathallis foi contestado em alguns trabalhos
filogenéticos (CHIRON et al., 2012; KARREMANS et al., 2013; KARREMANS,
2014), apesar de o género nao ter sido o principal objeto de estudo de tais
trabalhos, e de a amostragem realizada ser ineficiente para fornecer uma
classificagao definitiva para o grupo. Foram amostradas apenas 18 espécies de
Anathallis no trabalho de Chiron e colaboradores (2012), sequenciadas somente
para a regidao nrlTS. Além disso, a arvore filogenética utilizada para discussao
foi escolhida dentre as mais parcimoniosas obtidas ao invés de ter sido realizado
o consenso delas. No trabalho de Karremans e colaboradores (2013) a
amostragem foi ainda menor: 6 espécies de Anathallis, sequenciadas para a
regido nrITS, e destas apenas 3 foram combinadas com dados do gene matK.

A baixa amostragem € um problema nao sé dos estudos filogenéticos em
Anathallis e em Pleurothallidinae, mas também em Orchidaceae como um todo
por conta do elevado numero de espécies ja descritas, e que continua
aumentando (FREUDENSTEIN & CHASE, 2015; GIVNISH et al., 2015). Essa
grande riqueza de espécies impde dificuldade na amostragem em trabalhos
filogenéticos, mas também é um objeto de estudo. Recentemente foram
realizadas analises de tempo de divergéncia por datacdo molecular para a
familia (RAMIREZ et al., 2007; GUSTAFSSON et al., 2010; CHOMICKI et al.,
2014; GIVNISH et al., 2015), com a finalidade de compreender seus mecanismos
de diversificacdo. Isso mostra a crescente preocupagdao em contextualizar
grupos taxondbmicos numa escala evolutiva, e de compreender a
heterogeneidade na riqueza de espécies entre esses grupos.

Nesse campo de pesquisa, os obstaculos sdo outros que nao a
representatividade taxonémica: € a falta de fésseis para a calibracdo da idade
dos ramos. Plantas que ndo desenvolvem crescimento secundario, como as
orquideas, ndo possuem tecidos rigidos o suficiente para serem preservados no
sedimento durante periodos de tempo geoldgico. O que pode ser preservado
sdos os graos de polen, gracas a esporopolenina presente em sua superficie
(SHAW, 1971).

Ramirez e colaboradores (2007) apresentaram uma filogenia molecular
datada da familia Orchidaceae utilizando a idade de um féssil de Meliorchis
caribea’ (Orchidoideae: Cranichideae, Goodyerinae): um polinario aderido ao

mesoescutelo de uma abelha ja extinta sem ferrdo, preservado em ambar datado



do Mioceno. Com esse trabalho foi estimado que Orchidaceae tenha se originado
no final do periodo Cretaceo (cerca de 80 Ma), e as principais subfamilias,
Orchidoideae e Epidendroideae, no Paleoceno, a aproximadamente 65 Ma, em
um periodo de aquecimento global (RAMIREZ et al., 2007). Pleurothallidinae nao
foi datada nesse trabalho.

Com a utilizagdo de uma amostragem mais robusta tanto em
representatividade de taxons quanto em marcadores moleculares, além da
utilizacao de mais dois registros fosseis descobertos em 2009, foi realizada uma
nova datagao molecular para Orchidaceae (GUSTAFSSON et al., 2010). A partir
dessa analise a origem da familia também foi estimada em aproximadamente 80
Ma, porém com diversificacdo mais recente do que se pensava: no Paleoceno
Médio, ha 60 Ma, em um periodo de resfriamento global. Nesse trabalho, a
origem de Pleurothallidinae foi estimada em aproximadamente 25 Ma, final do
Oligoceno, tendo Laeliinae como grupo-irmao.

Mais recentemente, Givnish e colaboradores (2015) realizaram outro
trabalho de datagdo molecular para a familia Orchidaceae, desta vez utilizando
dados de genoma cloroplastidial e 17 fésseis para calibracédo dos ramos. Esses
autores estimaram a origem da familia Orchidaceae ha cerca de 120 Ma, mais
anteriormente no periodo Cretaceo, com diversificacdo ha 65 Ma, corroborando
com Ramirez e colaboradores (2007). A idade de Pleurothallidinae ficou
estimada em aproximadamente 19 Ma, no inicio do Mioceno, tendo a subtribo
Ponerinae como grupo-irméo (GIVNISH et al., 2015).

Assim, mesmo com poucos registros fosseis de orquideas, nao tendo sido
encontrados registros de Pleurothallidinae até o momento, ainda é possivel datar
os eventos de cladogénese que originaram os géneros da subtribo e também
suas respectivas linhagens infragenéricas. As idades obtidas desses trabalhos
recentes de datacdo molecular realizados para a familia Orchidaceae podem ser
utilizados para a calibragdo dos ramos de filogenias de menor escala, desde que
conhecida a margem de erro das estimativas (FOREST, 2009). Assim, tendo em
maos as idades estimadas para tais cladogéneses € possivel inferir sobre a
dindmica evolutiva de todo um grupo, como também definir possiveis rotas de
migracédo e hipotetizar eventos que propiciaram a diversificacdo de linhagens

(FOREST, 2009). Esse método é conhecido como calibragdo secundaria.



Outros exemplos de grandes trabalhos em Orchidaceae que utilizaram o
método de calibragdo secundaria sdo Chomicki e colaboradores (2014) e Pérez-
Escobar e colaboradores (2017). No primeiro os autores estudaram a evolugao
do velame e sua importancia na protecao de raizes contra a radiacdo UV na
familia Orchidaceae. Para tanto, empregaram o método de calibracéo
secundaria inclusive para dados fosseis. Nesse trabalho, a origem de
Pleurothallidinae foi estimada entre 20,96 Ma (incluindo Dilomilis e
Neocogniaxiana) e 19,75 Ma.

Pérez-Escobar e colaboradores (2017) realizaram datagao molecular dos
principais clados da subfamilia Epidendroideae: da tribo Cymbidieae e da
subtribo Pleurothallidinae. A idade estimada de Pleurothallidinae também ficou
entre 19,61 Ma (incluindo Dilomilis e Neocogniaxiana) e 18,22 Ma. Eles também
inferiram que a flora andina de orquideas teve origem na Floresta Amazbnica, a
partir de taxons de baixas altitudes (ancestrais da tribo Cymbideae) e de taxons
ja adaptados a grandes altitudes (ancestrais da subtribo Pleurothallidinae).

Além disso, a idade dos pontos de diversificagcdo desses de Cymbidieae
e Pleurothallidinae coincidem com os periodos em que os Andes sofreram
maiores picos de crescimento acelerado (PEREZ-ESCOBAR et al., 2017),
indicando que o soerguimento da cordilheira ndo atuou como uma barreira de
dispersado, como para outros grupos de plantas (PIRIE et al., 2006; ANTONELLI
et al., 2009; PENNINGTON et al., 2010), e sim criou uma conexao para essas
orquideas entre a Amazodnia e os Andes durante o Mioceno (PEREZ-ESCOBAR
et al., 2017). Isso também foi verificado por Givnish e colaboradores (2016), que
apontaram o soerguimento dos Andes como principal fator biogeografico para o
aumento vertiginoso na diversificagcdo das orquideas neotropicais durante o
Mioceno.

Analisando os trabalhos recentes citados (GUSTAFSSON et al., 2010;
GIVNISH et al., 2015; PEREZ-ESCOBAR et al., 2017), nota-se uma tendéncia
de compensacao da baixa representatividade taxonémica em Orchidaceae com
a utilizacdo de maior numero e variedade de dados nas analises. Essa
abordagem ja havia sido proposta por Hennig ha muito tempo, que acreditava
que um unico conjunto de dados, tal qual uma regido do genoma, ndo pode ser
capaz de explicar toda a complexidade envolvida no processo evolutivo dos

seres vivos (WHEELER et al., 2013). Portanto, quanto maior o numero de
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informagdes exploradas em analises filogenéticas melhor sera a hipdtese
filogenética, mesmo que hajam incongruéncias entre os diferentes conjuntos de
dados. Talvez por isso o sequenciamento de genomas cloroplastidiais se tornou
bastante utilizado em estudos evolutivos com plantas, pois disponibiliza uma
quantidade de dados muito maior em comparagdao com sequéncias especificas
de DNA (YANG et al., 2013; DANIELL et al., 2016), obtidas com o método de
sequenciamento Sanger (SANGER & COULSON, 1975).

O sequenciamento do genoma do cloroplasto é realizado com a finalidade
de descrever sua estrutura e composi¢cdo génica para um determinado grupo
taxondmico, e a partir disso encontrar regides mais informativas para auxiliar
estudos filogenéticos. Por exemplo, Luo e colaboradores (2014) sequenciaram
o genoma de Dendrobium officinale Kimura & Migo e de Cypripedium
macranthos Sw. e definiram os melhores marcadores para a subfamilia
Epidendroideae (Orchidaceae). Perini e colaboradores (2014) fizeram o mesmo
para a subtribo Laeliinae a partir do genoma de Cattleya crispata (Thunb.) Van
den Berg, enquanto que Reginato e colaboradores (2016) descreveram a
estrutura geral do genoma de Melastomataceae. Wang (2017) e Menezes (2018)
e colaboradores o fizeram para a subfamilia Mimosoideae (Fabaceae) e para o
género Byrsonima Rich. ex Kunth (Malpighiaceae), respectivamente.

Além disso, a sequéncia completa de genomas do cloroplasto também
tem sido utilizadas em filogenias, aumentando a resolucdo de clados de baixo
nivel taxonémico (PARKS et al., 2009) e apresentando variagdo molecular
suficiente para a separacao entre espécies e até entre individuos de uma mesma
espécie (WU et al., 2010; YANG et al., 2013). Com isso, esta previsto um
aumento vertiginoso do uso de sequenciamento de genomas em trabalhos
filogenéticos.

No cenario atual, muito trabalho nessa area precisa ser realizado na
subtribo Pleurothallidinae. A partir de uma pesquisa realizada no banco de dados
do GenBank por genomas ja sequenciados de orquideas foi verificado que
apenas dois (Tabela 1), foram publicados para a subtribo, indicando uma
profunda lacuna de conhecimento acerca da biologia molecular do grupo.

Diante do exposto, o presente trabalho visa concatenar diferentes
conjuntos de dados moleculares e reuni-los com dados morfolégicos para

realizar a primeira filogenia de evidéncia total da subtribo Pleurothallidinae, com
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énfase no género Anathallis. Além disso, através de uma analise de tempo de
divergéncia por datagao molecular comparar as idades estimadas para os clados
de Pleurothallidinae neste trabalho com a literatura, tendo em vista a reunido de
um conjunto maior de dados moleculares. Também objetiva publicar a sequéncia
completa do genoma cloroplastidial de Anathallis obovata (Lindl.) Pridgeon &

M.W.Chase, espécie-tipo do género.

Tabela 1: Lista de genomas cloroplastidiais da familia Orchidaceae disponiveis no banco de
dados do GenBank. Géneros de Pleurothallidinae estao evidenciados em vermelho.

SUBFAMILIA TRIBO SUBTRIBO GENERO QUANTIDADE
Apostasioideae - - Apostasia 2
L - Cypripedium 3

Cypripedioideae Cypripedieae - Paphiopedilum 3
Phragmipedieae - Phragmipedium 1

Coelogyninae Bletilla 2

Arethuseae Pleione 1

Sobraliinae Sobralia 2

Cymbidiinae Cymbidium 11

Cymbidieae - Erycina 1

Oncidiinae oncidium >

Dendrobideae Dendrobiinae Dendrobium 33

Collabiae Calanthe 1

Epidendrae Laeliinae Cattleya 2

Pleurothallidinae | Masdevallia 2

Epipogieae Epipogiinae Epipogium 1

. - Liparis 1

Epidendroideae | Maaxidae Malaxidinae Oberonia 1
Maxillariae Corallorhizinae Corallorhiza 6

Aphyllorchis 1

Limodorinae Cephalanthera 2

Neottieae Epipactis 2

Listerinae Listera 1

Neottinae Neottia 6

Sobralieae Sobraliinae Elleanthus 1

Gastrochilus 2

Neofinetia 2

Vandeae Aeridinae Pelatantheria 1

Phalaenopsis 3

Thrixspermum 1

Anoectochilus 1

Cranichideae Goodyerinae Goodyera 4

Orchidoideae Ludisia 1
Diurideae Rhizanthellinae Rhizanthella 1

Orchideae Orchidinae Habenaria 2

Vanilloideae Vanilleae Vanillinae Vanilla 3

Mais especificamente, este trabalho tem a finalidade de comparar os
resultados obtidos das analises filogenéticas entre os diferentes conjuntos de

dados e deles combinados. Bem como realizar uma reconstrugao historica dos



12

caracteres morfologicos utilizando o método de Maxima Parcimoénia, e analisar
graficamente as apomorfias e homoplasias encontradas a fim de identificar
linhagens com possiveis sinapomorfias ou conjunto diagndstico de homoplasias.
Por fim, analisar a sequéncia gendmica de Anathallis obovata com o intuito de
descrever a composi¢ao e a organizagao génica, comparando-as com genomas
de taxons proximos.

Dessa forma, esta dissertacao foi desenvolvida em dois capitulos:
CAPITULO 1: Abordagem de evidéncia total em Anathallis (Orchidaceae:
Pleurothallidinae) reforca polifiletismo e indica artificialidade de grupos
morfologicos.

CAPITULO 2: Complete chloroplast genome of Anathallis obovata (Orchidaceae:

Pleurothallidinae).
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Resumo

Anathallis ¢ um género da subtribo Pleurothallidinae com cerca de 150 spp. classificadas em 4
grupos morfoldgicos: Acuminatae, Alatae, Margaritifera e Panmorphia. Estudos filogenéticos
anteriores indicaram o polifiletismo desse género, porém ndo foi verificado até o momento se
os grupos morfoldgicos sdo monofiléticos. Aqui, nds usamos abordagens de evidéncia total e
de datagdo molecular com uma maior representatividade taxonomica do género para ajudar na
compreensdo sobre suas relacdes filogenéticas no contexto da subtribo Pleurothallidinae. Nos
concatenamos 39 caracteres morfoldgicos e ~7 kb de dados moleculares dos genomas nuclear
e cloroplastidial, abrangendo 8 dos 9 grupos de Pleurothallidinae. As arvores filogéticas
resultantes de maxima parcimémia e de inferéncia Bayesiana suportam a manutengao dos
grupos. Nos confirmamos o polifiletismo de Anathallis, porém nao foi possivel estabelecer
relagdes filogenéticas claras entre os grupos morfologicos. Ha fortes evidéncias de que eles sao
polifiléticos, com excegdo de Margaritifera, que compde Anathallis s.s., e de Acuminatae, que
esta mais relacionada ao género Stelis. As analises de datagdo indicaram que Anathallis s.s.
surgiu hd ~8 Ma, no Mioceno tardio, e pela distribuicdo geografica das espécies mais basais

inferimos que seja originario da América Central.
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Introduciao

Pleurothallidinae ¢ uma subtribo da familia Orchidaceae com mais de 5.000
espécies em 44 géneros de distribuicao neotropical (Karremans, 2016). Na ultima revisao
taxondmica realizada para o grupo (Luer, 1986a), foram definidas as seguintes
sinapomorfias: caule secundario sem pseudobulbo e unifoliado (ramicaule), e presenca
de uma articulacdo entre o ovario e o pedicelo. No mesmo ano, Luer apresentou possiveis
relacdes entre os subgéneros de Pleurothallis R.Br. e os demais géneros de
Pleurothallidinae, separando-os em trés grupos informais, denominados afinidades, com
base principalmente na presenca de anulo e na posi¢do da antera: Acianthera, Specklinia
e Pleurothallis (Luer, 1986b)

Na monografia do género Pleurothallis, Luer (1986b) reconheceu 29 subgéneros
e 22 se¢des no género, adotando o mesmo posicionamento de Lindley (1859) em nao
desmembré-lo devido as intimeras interrelagdes existentes entre os subgéneros (Luer,
1986b), porém reconhecendo que se trata de um grupo polifilético. Isso se deve a falta de
caracteres diagnosticos na subtribo por conta da grande variedade morfologica das
espécies, que carrega muitas homoplasias em decorréncia, principalmente, da adaptacao
ao habito epifitico (Pridgeon, 1982a, 1982b; Neyland e Urbatsch, 1995). Essa grande
ocorréncia de homoplasias ¢ a principal razao pela qual caracteres morfoldgicos nao
foram incorporados em filogenias moleculares de Pleurothallidinae (Pridgeon e Chase,
2003).

No primeiro trabalho de filogenia molecular para a subtribo, Pridgeon ef al. (2001)
concluiram que ela ¢ monofilética, mas que deveria incluir os géneros Dilomilis Raf. e
Neocogniauxiana Schltr. Também verificaram o polifiletismo de Pleurothallis, o que
culminou no restabelecimento de géneros antigos (Pridgeon e Chase, 2001; Pridgeon,

2005), alterando profundamente a sistematica de Pleurothallidinae. Dentre as mudangas
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taxonomicas esta o restabelecimento do género Anathallis Barb.Rodr. (Pridgeon e Chase,
2001; Pridgeon, 2005), até entdo reconhecido como Pleurothallis subgénero Acuminatia
(Lindl.) Luer (Luer, 1999), com a reunido desse grupo com espécies de Pleurothallis
subgénero Specklinia (Lindl.) Garay se¢ao Muscosae Lindl. (Pridgeon ef al., 2001).

Anathallis foi descrito pela primeira vez por Barbosa Rodrigues em 1877, tendo
A. obovata (Lindl.) Pridgeon & M.W. Chase como espécie-tipo, caracterizado pela
presenga de anulo, pela inflorescéncia lateral e pelas flores com sépalas similares entre si
e livres, com pétalas pequenas de margem inteira e com o pé da coluna bem desenvolvido,
se estendendo para além do limite do ovario (Barbosa Rodrigues, 1877; Luer, 1999; Luer,
2006). Atualmente compreende cerca de 150 espécies (Chase et al., 2015), que podem
ser encontradas desde o nordeste do México até o sul da Argentina, passando por toda a
América do Sul (Pridgeon e Chase, 2001). O Brasil abriga o maior nimero de espécies:
92 (67%), sendo 76 endémicas do pais (BFG — The Brazil Flora Group, 2015).

Sao reconhecidos quatro grupos morfoldgicos em Anathallis: Acuminatae, Alatae,
Margaritifera e Panmorphia. As espécies de Acuminatae apresentam sépalas pubescentes
na face abaxial, pétalas com o apice bastante obtuso ou arredondado, coluna com asas
vestigiais ou ausentes e labelo caloso ou com lobos laterais (Luer, 1999). J4 as espécies
de Alatae possuem sépalas glabras, pétalas com o apice agudo, coluna com asas bem
proeminentes e quase retangulares, e labelo simples com um canal raso ao longo da
nervura mediana (Luer, 1999). O grupo Margaritifera ¢ bastante semelhante
morfologicamente ao grupo Alatae, porém de forma singular possui tricomas esféricos ao
longo da nervura mediana do labelo (Santos, 2017). Por fim, o grupo Panmorphia, o mais
variavel morfologicamente, se difere dos demais pelo ramicaule congesto, sendo menor
do que a folha, pelas sépalas laterais conadas em diferentes niveis, e por apresentar dois

pequenos lobulos na base do labelo (Luer, 2002, 2006)



17

Apesar desses grupos serem bem caracterizados morfologicamente, Anathallis é
um género polifilético. Isso porque as espécies do grupo Acuminatae parecem estar mais
relacionadas ao género Stelis Sw. (Chiron et al., 2012; Karremans et al., 2013), e algumas
do grupo Panmorphia formam um género proprio denominado Lankesteriana Karremans
(Karremans, 2014).

As espécies remanescentes de Anathallis formam um grupo monofilético nos
estudos moleculares de Chiron et al. (2012), de Karremans (2014; et al., 2013), e por isso
serdo tratadas aqui como Anathallis strictu senso. No entanto, esses autores amostraram
poucos tdxons e exploraram poucos conjuntos de dados (basicamente o sequenciamento
da regido nrITS). Além disso, a morfologia nao foi incluida nessas analises filogenéticas.
Com isso, o polifiletismo de Anathallis nao foi realmente comprovado nem amplamente
aceito (Chase et al., 2015), e também ndo foi estudado até o momento se os grupos
morfolégicos de Anathallis sio monofiléticos.

Nao apenas em Anathallis, mas a taxonomia de Pleurothallidinae a nivel genérico
vem sendo constantemente reavaliada por estudos moleculares visando grupos mais
especificos (e.g. Acianthera (Chiron e Van den Berg, 2011; Karremans et al., 2016b),
Stelis (Karremans et al., 2013), Specklinia (Karremans et al., 2016a), Phloeophila (Chiron
etal., 2016) e Andinia (Wilson et al., 2017). Com isso, as diferentes topologias resultantes
de alguns desses estudos foram reunidas por Karremans (2016) para representar uma
classificacdo atualizada dos géneros da subtribo. Com base nas relagdes filogenéticas
indicadas, os grupos artificiais (afinidades) propostos por Luer foram atualizados: agora
os géneros da subtribo (Dilomilis € Neocogniauxiana inclusos) foram acomodados em
nove grupos: Acianthera, Dilomilis, Lepanthes, Masdevallia, Octomeria, Pleurothallis,

Phloeophila, Restrepia e Specklinia (Karremans, 2016). O género Anathallis, assim como
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Lankesteriana, pertencem ao grupo Lepanthes, enquanto que Stelis compde o grupo
Pleurothallis (Karremans, 2016).

Neste trabalho visamos ampliar a amostragem do género com a inclusdo de um
maior numero de espécies, abrangendo todos os grupos morfologicos e incluindo suas
respectivas espécies-tipo, e utilizar diferentes conjuntos de dados como o sequenciamento
de regides do genoma cloroplastidial e a codificacdo de caracteres morfologicos. Deste
modo, avaliamos: (1) a organizagdo dos principais géneros da subtribo nos grupos
informais propostos por Karremans (2016), (2) o polifiletismo de Anathallis, (3) o
monofiletismo de Anathallis s.s., (4) a afinidade do grupo Acuminatae com Stelis e (5) o
monofiletismo dos grupos Acuminatae, Alatae, Panmorphia e Margaritifera. Também
realizamos datagdo molecular para (6) comparar as idades estimadas neste estudo com as
de trabalhos anteriores, tendo em vista a reunido de maior quantidade de dados

moleculares, além de (7) datar a origem e diversificagdo de Anathallis.

Metodologia
Amostragem dos tdxons

Para a identificacdo das espécies de Anathallis foram utilizadas principalmente os
trabalhos de Luer (1999, 2006), de Pridgeon (2005) e de Santos (2017). A organizagao
dos géneros da subtribo em grupos informais proposta por Karremans (2016) balizou a
escolha dos demais tdxons da subtribo, de forma que todos foram representados menos
Dilomilis.

Foram amostradas 128 espécies de Pleurothallidinae, das quais 54 sdao de
Anathallis. Com relacdo aos grupos morfologicos, foram utilizadas sete espécies de

Alatae (~54%), cinco espécies de Acuminatae (~28%), trés espécies de Margaritifera
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(60%) e 38 espécies de Panmorphia (~40%), incluindo suas respectivas espécies-tipo
(Fig. 1).

Para o grupo externo foram utilizadas Cattleya coccinea Lindl., C. forbesii Lindl.,
Epidendrum armeniacum L. e E. tridactylum Lindl., da subtribo Laeliinae, e Bletia
catenulata Ruiz & Pav., da subtribo Bletiinae, seguindo a relagdo entre estes grupos de
acordo com a ultima proposta filogenética para Orchidaceae (Chase et al., 2015). As
informagdes sobre os tdxons com seus respectivos vouchers, nimeros de acesso do
GenBank e nome do autor da espécie estdo no material suplementar (Apéndice 1).
Extracdo de DNA, reagoes de amplificagdo e sequenciamento

O DNA foi extraido a partir de 100 mg de material foliar fresco ou armazenado
em gel de CTAB (Rogstad, 1992), utilizando o protocolo de 2x CTAB de Doyle e Doyle
(1987), modificado pela ndo adi¢do de RNase e escalonamento para 2 mL. Todas as
amostras de DNA total extraido estdo armazenadas em ultrafreezer a -80°C no
Laboratério de Sistemadtica e Ecologia Molecular de Plantas (LSEMP) da Universidade
Federal do Parana (UFPR).

As amostras de DNA total foram submetidas a rea¢des em cadeia de polimerase
(PCRs) para amplificagdo dos fragmentos de interesse. Foi visada a regido nuclear
ribossomal ITS (nrITS) do genoma nuclear com os pares de primers 17SE e 26SE (Sun
et al., 1994) e 75 e 92 (Desfeaux et al., 1996), e do genoma cloroplastidial foram
amplificados parte do gene matK com os pares de primers 19F e 881R (Pridgeon et al.,
2001) e quatro espacadores intergénicos com os pares de primers psbD e trnT GGU R
(Shaw et al., 2007), rps16x1 e trnQ_UUG (Shaw et al., 2007), trnHf 05 (Tate, 2002) e
psbA3 f(Sanget al., 1997) e trnS_GCU e trnG_UUC (Shaw ef al., 2005).

A programagao do termociclador foi de pré-aquecimento a 94°C por 1 minuto, 40

ciclos das etapas de desnaturagdo a 94°C por 30 segundos, de anelamento a 51°C (nrITS)
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ou a 53°C (cpDNA) por 40 segundos e de extensdo a 72°C por 30 segundos, finalizando
com uma etapa de extensdo final a 72°C por 5 minutos. As informagdes relacionadas aos
primers utilizados estdo no material suplementar (Apéndice 2).

As PCRs visando regides cloroplastidiais foram desenvolvidas a partir do kit Top
Taqg™ Master Mix (Qiagen). Foi utilizado do kit o corante CoralLoad™ a 1x, o mix Top
Tag™ a 1x e a agua ultrapura sem RNAse, e foram adicionados os pares de primers a
uma concentracao de 0,2 uM cada um e de 20 a 50 ng de DNA total, com volume final
de 20 pL.

Ja as PCRs para a regido nrITS foram realizadas com o kit Invitrogen™
Platinum™ Taqg DNA Polymerase (Thermo Fisher Scientific). Foi utilizado do kit o
tampao PCR Buffer a 1x, MgCl12 a 1,5 mM e 0,025 U de Platinum® Taq DNA Polymerase,
e foram adicionados dNTPs a 0,2 mM, primers a 0,2 uM cada, BSA a 0,08 mg/mL,
DMSO a 0,08%, betaina a 1M, de 20 a 50 ng de DNA total e 4gua ultrapura, com volume
final de 20 pL.

Para a visualizagdo do resultado das PCRs foram realizadas eletroforeses
horizontais em gel de agarose 1% com GelRed™ 1x (Crisafuli ez al., 2015). A fonte foi
ajustada para produzir uma corrente elétrica de 400 mA por 12 minutos a uma voltagem
de 200 V. Os géis foram fotodocumentados por uma camera acoplada a um
transiluminador, com zoom de 3x, 6,05 de abertura da iris e 2,5 segundos de exposicao a
luz UV.

As amostras pds-PCR foram purificadas com polietilenoglicol 20% e etanol 80%
mantido a -20°C (Paithankar e Prasad, 1991). Depois de purificadas, as amostras foram
sequenciadas a partir do método de Sanger com kit Big Dye Terminator versao 3.1
(Applied Biosystems, California, USA) pela empresa Macrogen Inc.

(http.//dna.macrogen.com), especializada em servigos de biotecnologia.
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Matrizes de alinhamento

As sequéncias obtidas foram tratadas no programa Geneious v.7.1.3. (Kearse et
al., 2012), para obtenc¢do dos consensos. Foram descartados os consensos com qualidade
(HQ) menor que 60%. Além das sequéncias geradas neste trabalho outras de nrITS e de
matK foram obtidas do banco de dados GenBank para complementar a amostragem
(Apéndice 1).

Foram construidas matrizes de alinhamento utilizando a ferramenta MAFFT
(Katoh e Standley, 2013), pela plataforma online CIPRES Science Gateway v.3.3 (Miller
etal.,2010), com o algoritmo Q-INS-i (Katoh e Toh, 2008). Esse algoritmo foi escolhido
por considerar estruturas secundarias (stem-loop regions e hairpins), que sdo bastante
comuns em regides intergénicas (Kelchner, 2000). Dessa forma, as sequéncias sdo
alinhadas de forma mais compativel com a maneira que essas regides do genoma evoluem
(Kelchner, 2000, Giudicelli et al., 2017). Os alinhamentos foram combinados e
convertidos para o formato NEXUS no programa SequenceMatrix (Vaidya et al., 2010).
Morfologia

Trinta e nove caracteres morfoldgicos multiestados ndo ordenados (tabela 2)
foram selecionados com base nos atributos diagndsticos utilizados nas descri¢oes
genéricas e especificas da literatura, principalmente Barbosa Rodrigues (1877), Cogniaux
(1896) e Luer (1986a, 1986b, 1987, 1988, 1990, 1991, 1992, 1994, 1996a, 1996b, 1997,
1998a, 1998b, 1999, 2000a, 2000b, 2002, 2004, 2005, 2006, 2007, 2009, 2010). Foi usada
a proposta de de Pinna (1991) para estabelecer as homologias entre os estados de carater,
codificados de acordo com Sereno (2007). A matriz dos caracteres morfoldgicos
(Apéndice 3) foi construida no programa Mesquite v3.04 (Maddison e Maddison, 2015).
A terminologia dos caracteres e dos estados de carater seguiram Stearn (2004). As

apomorfias e homoplasias dos caracteres morfoldgicos foram mapeadas na arvore de
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evidéncia total de Méxima Parcimonia no programa WinClada v1.00.08 (Nixon, 2002),
com otimizagdo ACCTRAN (Swofford e Maddison, 1987) (Fig. 2).
Andlises filogenéticas

As andlises filogenéticas tiveram como entrada as matrizes de alinhamento da
regido nrlTS, das quatro regides do cpDNA, das cinco regides moleculares combinadas e
de evidéncia total, que combinou a matriz morfologica (Apéndice 3) com os dados
moleculares. Todas as arvores resultantes foram editadas no programa FigTree v.1.4.3
(Rambaut, 2009) e no pacote de programas CorelDRAW®, v.18.0.0.448
(http://www.coreldraw.com).

As analises de Maxima Parcimdnia (MP) seguiram o método de Fitch (1971) e
foram desenvolvidas no programa PAUP v.4.0.b5 (Swofford, 2001). Foram realizadas
buscas heuristicas com TBR, escolhido por ser considerado o melhor algoritmo
permutador de ramos (Giribet, 2007), com 10.000 replicacdes e reten¢do de até duas
arvores por replicacdo. Foram calculados os indices de consisténcia (CI) e de retencao
(RI), e a porcentagem de clados resolvidos (Component Information). A estimativa do
suporte de bootstrap (Felsenstein, 1985), foi realizada também com TBR com 1.000
replicacoes. Foi realizado o consenso estrito quando obtidas multiplas arvores igualmente
parcimoniosas. Na tabela 1 estdo as informacdes das buscas heuristicas feitas e as
caracteristicas de cada conjunto de dados testado.

Para as Inferéncias Bayesianas (IB) foi considerado o modelo evolutivo de cada
regido molecular resultante de busca com base no critério AICc realizada pelo
PartitionFinder v.2.1.1 (Lanfear et al., 2016), desenvolvido com a linha de comandos do
PhyML v.3.0 (Guindon et al., 2010). O modelo GTR+I+T" foi escolhido para todas as seis

regides moleculares. J4 para a matriz morfoldgica (standard data) foi pressuposto o
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modelo MK, com codificac¢do varidvel e distribui¢do I', conforme o manual do MrBayes
(http://mrbayes.sourceforge.net/mb3.2_manual.pdf).

As IB foram desenvolvidas no programa MrBayes v.3.2.6 (Ronquist et al., 2012)
através do CIPRES. Foram feitas duas corridas de MCMC (Markov Chain Monte Carlo),
de 10.000.000 geragdes cada (20.000.000 no total), com amostragem de arvores a cada
10.000 geragdes e burn in de 25%. Os arquivos .log gerados foram analisados no
programa Tracer v.1.6 (Rambaut et al., 2014) para verificar se todos os parametros de
fato atingiram a convergéncia dado o numero de geragdes estimadas. Por isso esse nimero
precisou ser aumentado para 30.000.000 de geracdes para as matrizes das seis regides
moleculares combinadas e de evidéncia total e para 50.000.000 para a matriz das regides
de cpDNA. Probabilidades posteriores inferiores a 0,95 ndo foram mostradas nas
filogenias.

Analise de datacdo molecular

Para a analise de tempo de divergéncia por datagdo molecular foi empregado o
método do reldgio molecular relaxado com distribui¢do lognormal (Drummond et al.,
2006). O arquivo de entrada foi a matriz das seis regides moleculares combinadas, que
nao foi particionada devido ao modelo evolutivo GTR+I+I" se aplicar a todas as regides
moleculares, de acordo com os resultados obtidos do PartitionFinder.

Todos os parametros foram ajustados no programa BEAUTi (Drummond et al.,
2012). Os pontos de calibracao foram provenientes do trabalho de Chomicki ez al. (2014).
Foram utilizados para a calibracdo dos ramos a idade da subtribo Bletiinae (média de
25.68 Myr, 95% Highest Posterior Density interval (HPD): 19.27-32.09), a cladogénese
entre as subtribos Laeliinae e Pleurothallidinae (média de 24.75 Myr, 95% HPD: 18.34—
31.16) e a idade estimada de Pleurothallidinae (média de 20.96 Myr, 95% HPD: 15.04—

26.88), todas com distribuicdo normal. Por conta da grande diferenca de amostragem
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dentro de Pleurothallidinae e entre ela e o grupo externo, os grupos formados pelas
espécies de Pleurothallidinae e o grupo referente a Pleurothallidinae + Laeliinae foram
indicados como monofiléticos. A filogenia datada partiu de uma arvore aleatoria,
montada seguindo o modelo de especiagdo de Yule (Yule, 1925; Gernhard, 2007),
escolhido por se tratar de divergéncias a nivel especifico.

Para a cadeia de MCMC foram estimadas 100.000.000 gerac¢des, com arvores
amostradas a cada 10.000. A analise de datacdo molecular foi desenvolvida no programa
BEAST v.1.8.4 (Drummond et al., 2012) através do CIPRES. O arquivo .log gerado foi
analisado no programa Tracer para a verificagdo da convergéncia dos parametros.

O conjunto final de arvores obtidas sofreu um burn in de 25%, e a partir das
restantes foi obtida a Arvore de Méxima Credibilidade de Clados no programa
TreeAnotator (Drummond ef al., 2012), que também foi editada nos programas FigTree

v.1.4.2 e CoreIDRAW®,

Resultados
Reconstrugdo dos caracteres morfologicos

A reconstrugdo dos caracteres morfologicos (Fig. 2) indicou que as caracteristicas
codificadas sdo homoplasticas, com exce¢ao de dezoito estados de carater. Destes, oito
representam autapomorfias de Bletia catenulata (carater n° 2, estado n° 2; carater n° 35,
estado n° 5), Epidendrum tridactylum (carater n° 13, estado n° 3; carater n° 14, estado n°
4), Cattleya coccinea (carater n° 2, estado n°® 1), Brachionidium valerioi (carater n® 21,
estado n® 7), Barbosella australis (carater n°® 35, estado n® 4) e Phloeophila
pleurothallopsis (carater n° 16, estado n° 2).

Os outros dez sdao sinapomorficos, sendo: um da subtribo Pleurothallidinae

(carater n° 35, estado n° 1), dois do género Brachionidium (carater n° 35, estado n°® 7,
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carater n° 39, estado n° 2), um do género Restrepia (carater n° 13, estado n° 4), um do
clado dos grupss Lepanthes, Masdevallia, Pleurothallis, Phloeophila e Specklinia (carater
n°® 5, estado n° 1), um de Stelis s.s. (carater n® 32, estado n° 4), um do género Zootrophion
(carater n° 16, estado n° 3), um do género Lepanthes (carater n° 35, estado n® 5) e um do
grupo Margaritifera de Anathallis s.s (carater n° 30, estado n° 1).

Filogenias

Foram geradas 542 sequéncias inéditas para este trabalho, o que representa 95,4%
da matriz final. As arvores de evidéncia total resultantes das analises de MP (Fig. 3) e de
IB (Fig. 4), foram as escolhidas para a discussdo deste trabalho devido a melhora na
resolugdo das arvores filogenéticas com a inclusdo dos dados morfoldgicos, como exposto
na tabela 1. As demais arvores produzidas neste estudo estdo disponiveis no material
suplementar (Apéndice 4-9). Foram observadas contradi¢des nas analises das partigdes
individuais, porém nao serdo pontuadas por ndo apresentarem suporte estatistico.

A subtribo Pleurothallidinae apareceu como monofilética e com alto suporte em
todas as andlises, e seus grupos apresentaram resolucdo satisfatdria exceto nas filogenias
baseadas somente nos dados de DNA cloroplastidial (Apéndice 6 ¢ 7).

- Grupo Octomeria: géneros Brachionidium Lindl. e Octomeria R.Br., Madisonia

kerrii e Sansonia bradei. Apareceu como polifilética, visto que Brachionidium forma um
clado isolado (Porcentagem de bootstrap (PB)= 96; Probabilidade Posterior (PP)= 1), que
de modo geral ocupa a posi¢do mais basal na subtribo, seguido pelo agrupamento
Octomeria + Madisonia + Sansonia (Fig. 3 e 4).

- Grupo Restrepia: géneros Barbosella Schltr., Myoxanthus Poepp. & Endl. e

Restrepia Kunth, Pleurothallopsis nemorosa, € Restrepiella ophiocephala. Em todas as
analises em que os dados dos genomas nuclear e cloroplastidial foram combinados o

grupo ficou monofilético e com bom suporte estatistico na IB (PP=0,96) (Fig. 3 e 4).
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- Grupo Acianthera: género Acianthera Scheidw. Aparece como

monofilética, porém o posicionamento de Acianthera na subtribo teve bastante variacdo
entre as analises. Na IB de evidéncia total (Fig. 4) o género Acianthera aparece como
irmao do grupo Restrepia, e na MP de evidéncia total (Fig. 3) o género esta como grupo-
irmao de um grande clado formado pelos grupos Lepanthes, Masdevallia, Pleurothallis,
Phloeophila e Specklinia.

- Grupo Specklinia: géneros Andinia (Luer), Dryadella Luer, Platystele Schltr.,

Scaphosepalum Pfitzer e Specklinia Lindl. Manteve-se polifilético, pois o género Andinia
forma um clado isolado mais relacionado ao grupo Pleurothallis. Esse género aparece na
base ou como grupo-irmao do clado de Stelis s.1. (Fig. 3 e 4). Os demais géneros do grupo
formam um clado em todas as filogenias e aparecem como monofiléticos (PP= 1), com
excegdo de Specklinia.

- Grupo Masdevallia: género Masdevallia Ruiz & Pav. Em todas as filogenias ¢

monofilético, mas seu posicionamento na subtribo varia muito entre as analises. IB de
evidéncia total (Fig. 4) aparece como irmao do grupo Specklinia, enquanto que na MP de
evidéncia total (Fig. 3) estd como grupo-irmao do grupo Lepanthes.

- Grupo Phloeophila: género Phloeophila Hoehne & Schltr. E monofilético, porém

com baixo suporte na IB (Fig. 4), e polifilética na analise de MP (Fig. 3). Parece estar
relacionado ao grupo Pleurothallis, porém na MP P. nummularia apareceu como grupo-
irmao de Masdevallia, no entanto sem suporte.

- Grupo Pleurothallis: géneros Pabstiella Brieger & Senghas, Pleurothallis R.Br.

e Stelis s.l. (géneros Crocodeilanthe Rchb. f. & Warsz., Dracontia Salisb., Effusiella
Luer, Stelis Sw. e Uncifera Lindl.), Condylago rodrigoi, Mystacorchis mystax e
Physothallis harlingii. Apareceu como parafilético nas analises devido a inclusdo de

Andinia como grupo-irmao de Stelis s.1., mas obteve bom suporte na IB (Fig. 4) (PP=1).
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O clado Stelis s.I. (PP= 0,99) apresentou grande variagdo no nivel de resolugdo
interna e também na composicao de seus subclados, mas foi possivel identificar um certo
padrdo na topologia do grupo: (1) em todas as analises os géneros Dracontia (PB= 86;
PP= 0,99) e Uncifera (PB= 100; PP= 1) apareceram como monofiléticos, € juntamente
com o género Effusiella, Condylago rodrigoi e Mystacorchis mystax compuseram a base
do clado. (2) O grupo Acuminatae do género Anathallis ficou incluso no clado de Stelis
s.l. em todas as andlises, formando um clado nas de evidéncia total (Fig. 3 e 4), porém
sem suporte. (3) As espécies de Stelis s.s. formaram um agupamento separado das demais
espécies de Stelis s.l., (PB= 74; PP= 1), sendo que somente na IB de nrITS+cpDNA
(Apéndice 9) incluiu o género Crocodeilanthe e o grupo Acuminatae devido ao
posicionamento de Stelis aprica e S. papaquerensis na base do agrupamento entre Stelis
s.s. e estes subclados (PP=1).

- Grupo [Lepanthes: géneros Anathallis, Lankesteriana, Lepanthes Sw.,

Lepanthopsis (Cogn.) Ames, Trichosalpinx Luer e Zootrophion Luer, e Frondaria
caulescens (Lindl.) Luer. E monofilético em todas as analises (PP= 1), bem como o0s
géneros Lankesteriana (PB= 83; PP= 1), Lepanthes (PB= 100; PP= 1) e Lepanthopsis
(PB=78; PP=1). Frondaria caulescens aparece agrupada com Trichosalpinx montana e
com os géneros Lepanthes ¢ Lepanthopsis (PB=90; PP=1),. O género Zootrophion inclui
Trichosalpinx blaisdelii em todas as analises (PB= 91; PP=1). J4a o género Anathallis é
polifilético por conta da inclusdo do grupo Acuminatae em Stelis s.l. em todas as
filogenias.

As espécies de Anathallis s.s. formam um clado em todas as analises (PP= 1),
embora ndo haja resolugdo satisfatoria de seus noOs internos. A. minutalis e A.
sertularioides (grupo Panmorphia) apareceram sempre na base do clado, e foram seguidos

pelo agrupamento entre A. burzlaffiana, A. grayumii, A. pachyphyta, A. luteola e A.
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welterii (grupo Panmorphia) e A. gerthatschbachii e A. obovata (grupo Alatae) nas
analises. Os demais agrupamentos formados em Anathallis s.s. ficaram em politomia e
também reuniram espécies do grupo Alatae e do grupo Panmorphia. Somente o grupo
Margaritifera formou um clado distinto nas analises (PB= 100; PP=1).

Datac¢ao molecular
A idade estimada de Bletiinae foi de 22,24 Ma (20,71+30,65), a de Laeliinae 6,17
Ma (3,54+10,43) e a de Pleurothallidinae 16,6 Ma (16,07+24,26) (Fig. 5). Assim, a
origem e a diversificagdo de Pleurothallidinae ocorreram no periodo Mioceno (Fig. 5).
As estimativas indicaram que Lankesteriana surgiu ha 9,04 Ma (7,76+£13,37) e
Anathallis s.s. ha 9,14 Ma (8,02+13,24), durante o periodo Mioceno (Fig. 5), com
diversificacdo ha 4,96 Ma (4,76+7,93), no periodo Plioceno. O grupo Acuminatae

também teve origem no periodo Plioceno, ha 4,38 Ma (2,76+5,39) (Fig. 5).

Discussao
Pleurothallidinae

As andlises resultaram em topologias semelhantes ao que foi proposto por
Karremans (2016), que fez um compilado dos resultados obtidos por trabalhos
filogenéticos anteriores em Pleurothallidinae (Neyle e Urbatsch, 1995; Pridgeon et al.,
2001; Chiron et al., 2012; Karremans et al., 2013; Karremans, 2014). A estruturacao dos
principais géneros da subtribo nos grupos Acianthera, Lepanthes, Masdevallia,
Octomeria, Phloeophila, Pleurothalis e Specklinia (Karremans, 2016) ¢ aqui, pela
primeira vez, testada através de dados nucleares, cloroplastidiais e morfoldgicos, e
também ¢ apresentado um suporte para alguns desses grupos. Foram encontradas
incongruéncias, que se referem ao posicionamento do género Andinia ¢ dos grupos

Acianthera e Masdevallia, e ao polifiletismo dos grupos Octomeria e Phloeophila.



29

De acordo com Karremans (2016) e Wilson et al. (2017), o género Andinia é grupo-
irmao do grupo Specklinia. Neste trabalho apareceu como grupo-irmao de Stelis s.1. (Fig.
3 e 4), uma topologia mais favoravel a Pridgeon et al. (2001) e Chiron et al. (2012, 2016),
que posicionam Andinia mais proximo do grupo Pleurothallis. No entanto, o baixo
suporte estatistico e morfologico dessa relacao filogenética nas andlises de evidéncia total
indica a necessidade de maiores estudos no grupo para a obtengao de uma topologia mais
consistente. E importante ressaltar que em Wilson et al. (2017) o relacionamento entre
Andina e o grupo Specklinia s6 teve suporte quando o grupo Pleurothallis ndo foi
amostrado, sugerindo que o posicionamento desse género na subtribo ainda esta incerto.

Acianthera ndo apresentou um posicionamento filogenético bem definido, ficando
como grupo-irmao do grupo Restrepia na IB (Fig. 4), assim como foi observado por
Chiron et al. (2012). Ja na MP (Fig. 3) ficou como grupo-irmao dos grupos Lepanthes,
Masdevallia, Pleurothallis, Phloeophila e Specklinia, reunidos em um clado com a
sinapomorfia presenga de anulo (Fig. 2), corroborando Pridgeon et al. (2001) e Karremans
(2016). O mesmo ocorre com Masdevallia, que na IB (Fig. 4) ¢ grupo-irmao do grupo
Specklinia, uma topologia mais favoravel a literatura (Pridgeon ef al., 2001; Chiron et al.,
2012; Karremans, 2016), mas na MP (Fig. 3) esta relacionada ao grupo Lepanthes. No
entanto, novamente, nao foi obtido suporte estatistico suficiente nas analises para definir
o posicionamento de Acianthera e de Masdevallia de maneira consistente.

Madisonia kerrii, até entdo incertae sedis (Luer, 2006; Luer e Toscano, 2012;
Karremans, 2016), apareceu estreitamente relacionada a Sansonia bradei (PB= 92; PP=
1), do grupo Octomeria (Fig. 3 e 4). Apesar de possuir somente duas polineas, ao contrario
dos demais representantes do grupo que possuem seis ou oito (Karremans, 2016),
Madisonia kerrii assemelha-se com Sansonia bradei por apresentar rizoma reptante,

flores solitarias, sépalas lanceoladas e pétalas ovadas de apice agudo (Fig. 2). Ja o género
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Brachionidium, que originalmente pertence ao grupo Octomeria (Karremans, 2016), neste
trabalho formou um clado distinto e ocupou a posi¢do mais basal na subtribo (PB= 96;
PP=1), dessa forma contrariando também os resultados obtidos por Pridgeon et al. (2001)
e Chiron ef al. (2012), que posicionaram o género proximo aos géneros Myoxanthus € a
Phloeophila, respectivamente.

O género Phloeophila aparece como monofilético no trabalho de Chiron et al.,
(2016) com base em dados de nrITS. Porém, neste trabalho, o monofiletismo desse género
ndo apresenta bom suporte estatistico na IB, e ndo ocorre na MP (Fig. 3). Pelo contrario,
o polifiletismo ¢ reforgado estatisticamente e morfologicamente.

Phloeophila nummularia, a espécie-tipo do género, apresenta habito reptante,
ramicaule bem menor do que a folha oblonga e granulosa, flor solitaria com as sépalas
ciliadas e pubescentes, as laterais quase completamente conadas a partir da base, a dorsal
conada as laterais na base, pétalas lanceoladas e agudas, e labelo sub-trilobado com apice
arredondado a truncado, emarginado, e de base obtusa (Luer, 2006). J& P.
pleurothallopsis pertencia ao género Ophidion Luer, e em contraste com P. nummularia
apresenta habito cespitoso, ramicaule maior que a folha glabra e lanceolada,
inflorescéncia em racemo com antese sucessiva, flores com sépalas glabras, as laterais
completamente conadas em sinsépalo e a dorsal conada as laterais no apice, pétalas
obovadas e agudas, e labelo trilobado com apice obtuso a arredondado, inteiro, de base
truncada (Luer, 2004). Ante o exposto, apesar das poucas amostras do género utilizadas,
nossos resultados indicam que o género Ophidion pode representar um grupo distinto de
Phloeophila, e que portanto pode vir a ser restabelecido em trabalhos futuros.

O género Specklinia também nao se mostrou monofilético nas nossas analises (Fig.
3 e 4). Specklinia megalops pertencia ao género Muscarella Luer, e ficou como grupo-

irmao do subclado do grupo Specklinia composto pelos géneros Specklinia, Platystele e
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Scaphosepalum (Fig. 3 e 4). Essa topologia também foi obtida por Karremans et al.
(2016), utilizando uma amostragem bem mais robusta do grupo, e reforca o
restabelecimento do género Muscarella.
Os géneros Anathallis, Lankesteriana e Stelis s./.

O género Anathallis ficou polifilético nas analises, visto que todas as cinco espécies
amostradas do grupo Acuminatae ficaram inseridas no clado referente a Stelis s.1. (Fig. 3
¢ 4). Esses resultados corroboram dados iniciais da literatura (Chiron et al., 2012;
Karremans et al., 2013) que levaram em conta quatro espécies do grupo € ndo amostraram
a espécie-tipo de Acuminatae, Anathallis acuminata.

O clado de Stelis s.1. retine varios géneros antigos menores € 0 grupo Acuminatae,
que foram sinonimizados em Stelis por Pridgeon et al., 2001, o que foi reforcado por
Karremans et al. (2013), com base em dados moleculares das regides nrITS e
parcialmente do matK. Em nossos resultados, houve a forma¢do de agrupamentos bem
suportados referentes a alguns desses géneros, que remontam a topologia obtida por
Karremans et al. (2013), porém agora com maior suporte pela reunido de dados
morfoldgicos e sequenciamento de mais regides moleculares para algumas espécies.

As espécies do grupo Acuminatae formaram um clado porém com baixo suporte,
caracterizado pela formagao de mentum, pelas sépalas pubescentes, pelas pétalas com o
apice arredondado e pelo labelo obovado (Fig. 2, 3 e 4). O monofiletismo do grupo foi
estabelecido pela primeira vez neste trabalho, com a amostragem inédita de A. acuminata
e com o sequenciamento de seis regides moleculares, além da utilizagao da informagao
contida na morfologia.

Karremans et al. (2013) haviam proposto a sinonimizac¢ao do grupo Acuminatae em
Stelis por conta da inclusdo das espécies desse grupo em Stelis s.s., 0 que nao ocorreu

neste estudo. Com isso, nossos resultados indicam que o grupo Acuminatae representa
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um grupo natural. Estudos filogenéticos mais aprofundados em Stelis s.1., com a utilizagao
de uma amostragem mais completa, podem restabelecer alguns géneros antigos e, talvez,
elevar o grupo Acuminatae ao nivel de género.

As demais espécies de Anathallis apresentam inflorescéncias paucifloras com
antese quase sempre sucessiva ou flores solitarias, diferenciando-se também
morfologicamente do grupo Acuminatae, que apresenta inflorescéncias multifloras com
antese simultanea. Elas pertencem ao grupo Lepanthes, como constatado em nossos
resultados (Fig. 3 e 4) e na literatura (Karremans, 2014, 2016).

Também no grupo Lepanthes estd o género Lankesteriana, criado a partir de
espécies morfologicamente distintas do grupo Panmorphia com base em dados de nrITS
(Karremans, 2014). Inicialmente ndo foi amplamente aceito por ndo ter apresentado
suporte estatistico satisfatorio (Chase et al., 2015). Em nossos resultados, Lankesteriana
aparece como grupo-irmao de Anathallis s.s., contrariando a topologia apresentada por
Karremans (2014), na qual o género ocupa uma posicdo basal no grupo Lepanthes. Tal
disposi¢do reforca a inclusdo de Lankesteriana em Anathallis (Chase et al., 2015). Por
outro lado, obtivemos suporte estatistico e morfologico suficientes para confirmar o
monofiletismo de Lankesteriana e sua separacao de Anathallis, visto que apresenta
sépalas laterais conadas, labelo ciliado e a nervura mediana sulcada como principais
caracteristicas distintivas em relacao a este género (Fig. 2).

Grupos morfologicos de Anathallis s.s.

As espécies que compdem Anathallis s.s. formam um grupo monofilético em ambas
as analises de evidéncia total (Fig. 3 e 4), porém com suporte apenas na IB (PP=1).
Entretanto, apresentam pouca variagdo molecular entre si, ilustrada pelo pequeno
comprimento dos ramos na IB (Fig. 4). Assim, mesmo com o sequenciamento de seis

regides moleculares, incluindo nrITS e matK que sdo regides amplamente utilizadas em
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filogenias de Orchidaceae (Neubig et al., 2009), e os espagadores rpsl6-trnQVYY ¢
trnSCV-rn GO que sdo considerados hotspots mutacionais para a subfamilia
Epidendroideae (Niu et al., 2017), além da codificagdo de atributos morfolégicos, ndo foi
possivel estabelecer relagdes filogenéticas claras entre as espécies do género.

Mesmo assim, observamos a formag¢do de pequenos grupos nas analises de MP e
IB (Fig. 3 e 4), que consolidam o agrupamento A. minutalis + A. sertularioides na base
do clado e o monofiletismo do grupo Margaritifera. Além disso, os demais grupos
formados sdo compostos ou por apenas espécies do grupo Panmorphia ou misturam
espécies dos grupos Panmorphia e Alatae (Fig. 3 e 4).

Portanto, apesar de as relacdes filogenéticas entre as espécies de Anathallis s.s. nao
terem sido completamente elucidadas a partir dos resultados deste estudo, acreditamos
que seus grupos morfologicos Alatae e Panmorphia ndo sdo monofiléticos. A mistura
entre espécies desses dois grupos indica que as diferencas morfoldgicas utilizadas
historicamente como diagnoésticas para estes grupos (Luer, 1999, 2006) possivelmente
sdo resultantes de convergéncia evolutiva. J4 o grupo Margaritifera apareceu como
monofilético, que suas espécies apresentam a sinapomorfia tricomas esféricos ao longo
da nervura mediana do labelo (Fig. 2).

Idades estimadas

As idades que obtivemos para os clados Bletiinae + Laeliinae + Pleurothallidinae,
Laeliinae + Pleurothallidinae e Pleurothallidinae (Fig. 5) foram mais proximas das
estimativas de Givnish ef al. (2015) do que as de Chomicki ef al. (2014) e de Pérez-
Escobar et al. (2017), e reforcam o surgimento da subtribo Pleurothallidinae e de seus
grandes clados no inicio do Mioceno. Nesta época a crescente aridez do planeta causou a
retragdo das florestas, fazendo surgir as primeiras savanas (Beerling e Osborne, 2006).

Isso pode explicar a grande riqueza de espécies ndo s6 da subtribo mas de toda a
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subfamilia Epidendroideae, que compreende grande parte das orquideas epifitas, visto
que o epifitismo foi favorecido nesse periodo pelo aumento da disponibilidade de nichos
ecoldgicos em decorréncia de extingdes e ocupagao das savanas (Gustafsson et al., 2010;
Freudenstein e Chase, 2015).

Devido ao posicionamento de Brachionidium como clado mais basal de
Pleurothallidinae, e com base na distribui¢ao geografica do género (eMonocot, http://e-
monocot.org/), nossos resultados reforcam a ideia de que os ancestrais da subtribo sejam
provenientes da América Central (Pérez-Escobar et al., 2017), apesar de inferéncias
biogeograficas fugirem do escopo deste estudo.

As idades dos MRCA (Most Recent Commom Ancestor) do grupo Acuminatae, de
Anathallis s.s. e de Lankesteriana sdo compativeis com as estimativas de Pérez-Escobar
et al. (2017), e reforcam a separacao desses trés grupos. Isso porque o grupo Acuminatae
tem origem muito mais recente (4,38 Ma) do que as demais espécies de Anathallis
(aproximadamente 9 Ma).

Em Anathallis s.s., com base na distribuicdo geografica de A. minutalis + A.
sertularioides (eMonocot, http://e-monocot.org/), que representam a linhagem mais basal
(Fig. 3, 4 e 5), sugerimos que o género teve origem em formacdes florestais da América
Central, com posterior dispersao para a América do Sul. Também inferimos que a origem
recente desse género, no final do Mioceno (h4 aproximadamente 9 Ma), somada a sua
diversificacdao ainda mais recente (Fig. 5), pode ser a razdo da baixa variacdo genética
observada entre suas espécies. Sao necessarios estudos biogeograficos para tentar
compreender a grande variagdo morfologica das espécies de Anathallis, bem como o
significado evolutivo de Alatae e Panmorphia ndo formarem agrupamentos monofiléticos

apesar de serem bem delimitados morfologicamente.
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Foram sequenciadas duas das trés regides consideradas hotspots mutacionais para
a subfamilia Epidendroideae - trnS-trnG e rpsi16-trnQ (Niu et al., 2017), e mesmo assim
ndo foi possivel obter uma boa resolu¢ao dos nds internos em Anathallis, além do baixo
comprimento dos ramos observado na IB (Fig. 4). Por outro lado, a codificagcdo de 39
caracteres morfologicos auxiliou muito na resolucdo das filogenias, como pode ser
verificado pelo grande aumento do component information na analise de evidéncia total
em relacdo a analise da matriz de ntITS+cpDNA (Tabela 1).

A inclusdo de caracteres morfologicos em analises moleculares em
Pleurothallidinae ndo havia sido considerada até o momento devido ao elevado niumero
de homoplasias (Pridgeon e Chase, 2003), que também foi observado neste estudo pelo
baixo IC da andlise morfologica (Tabela 1) e pela reconstrugdo de caracteres
morfoldgicos (Fig. 2). No entanto, a inclusdo da matriz morfoloégica nao alterou
siginificativamente o IC e o IR da andlise de evidéncia total em relacdo a filogenia das
regides moleculares combinadas e aumentou a porcentagem de clados resolvidos.

Portanto, diante do baixo sinal filogenético do sequenciamento de regides
consideradas hipervariaveis ¢ do aumento da informatividade com a inclusao de
caracteres morfologicos homoplasticos fica evidente a necessidade de estudos mais
aprofundados na subtribo, tanto taxondmicos e filogenéticos quanto gendomicos para que,
enfim, haja uma melhor compreensao sobre a dindmica evolutiva desse grupo tao rico e

fascinante de orquideas.
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Fig. 1: Representantes dos grupos morfolégicos de Anathallis. De Acuminatae: (Al)
inflorescéncia de A. acuminata, espécie-tipo do grupo, (A2) flor de A. acuminata em
detalhe, (A3) inflorescéncia de A. rubens. De Alatae: (B1) inflorescéncia de A. obovata,
espécie-tipo do grupo, (B2) flor de 4. obovata em detalhe, (B3) inflorescéncia de A.
dryadum. De Panmorphia: (C1) habito de A. sertularioides, espécie-tipo do grupo, (C2)
flor de A. sertularioides em detalhe, (C3) inflorescéncia de A. bleysensis. De
Margaritifera: (D1) inflorescéncia de 4. linearifolia, espécie-tipo do grupo, (D2) flor de
A. linearifolia em detalhe, (C3) inflorescéncia de A. attenuata. Fotos de Eric de Camargo

Smidt, Alexandre Medeiros, Wade Collier ¢ A.L.V. Toscano de Brito.
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alaranjado para Panmorphia e verde para Margaritifera. Taxons marcados com * tiveram suas

sequéncias genOmicas obtidas do GenBank. Fotos de Eric de Camargo Smidt.
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gendmicas obtidas do GenBank. Fotos de Eric de Camargo Smidt.
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Tabela 1: Caracteristicas de cada matriz de dados e os resultados das buscas heuristicas
com seus respectivos indices.

NO

N° passos

Indice de

Indice de

. N° N° Caracteres Caracteres . . A ~ Component
Matriz taxons caracteres  variaveis informativos drvores  das drvores  consisténcia  retengdo information
retidas  retidas (IC) (IR)

nrl TS 132 785 436 (55,5%) 349 (80,0%) 100 2411 0,33 0,71 0,63
cpDNA 120 6388 1913 (29,9%) 918 (48,0%) 80 4695 0,52 0,67 0,46
matK 110 1155 411 (35,6%) 202 (49,1%) 1760 907 0,56 0,84 0,48
psbD-trnT 99 1464 469 (32,0%) 236 (50,3%) 2600 1033 0,58 0,70 0,57
rpsl6-trnQ 86 1239 328 (26,5%) 152 (46,3%) 180 685 0,62 0,73 0,51
trnH-psbA 92 1372 360 (26,2%) 161 (44,7%) 10 751 0,46 0,72 0,52
trnS-trnG 77 1158 345 (29,8%) 167 (48,4%) 200 735 0,60 0,69 0,44
nrITS+cpDNA 133 7173 2349 (32,7%) 1267 (53,9%) 370 7261 0,45 0,68 0,66
Morfologia 133 39 39 (100%) 38 (97,4%) 10 501 0,14 0,63 0,49
Evidéncia total 133 7212 2489 (34,5%) 1325 (53,2%) 20 8435 0,43 0,65 0,85

Tabela 2: Lista dos caracteres morfologicos codificados em estados de carater.

Caracteres: estados de carater

01O\ DN W —

— = = = = \O
LN = O

15
16

17
18
19
20
21

22
23
24
25
26
27
28
29
30
31

Habito: (0) cespitoso; (1) reptante ou sub-reptante;

Caule secundario, tipo: (0) Delgado; (1) pseudobulboso; (2) cormoso;

Caule secundario, tamanho em relagdo a folha: (0) menor; (1) maior;

Caule secundario, bainhas, forma: (0) ndo-lepantiformes; (1) lepantiformes;

Caule secundario, anulo: (0) ausente; (1) presente;

Caule secundario, nimero de folhas: (0) uma; (1) mais de uma;

Inflorescéncia, eixo principal, tamanho em relagdo a folha: (0) menor; (1) maior;

Inflorescéncia, tipo: (0) raceme; (1) fasciculo; (2) flor solitaria;

Inflorescéncia, flor, antése: (0) simultanea; (1) sucessiva;

Inflorescéncia do tipo racemo, raque, direg¢@o: (0) ereta a sinuosa; (1) fractiflexa;

Inflorescéncia do tipo racemo, numero de flores: (0) paucifloro (2 a 10); (1) multifloro (mais de 10);

Flor, sépala dorsal, formato: (0) lanceolado; (1) ovado; (2) obovado; (3) linear;

Flor, sépala dorsal, apice: (0) acuminado; (1) agudo; (2) obtuso; (3) apiculado; (4) clavado; (5) contraido em uma cauda;
Flor, sépalas laterais, conagdo: (0) conadas na base ou até a metade; (1) formam um sinsépalo; (2) livres ou levemente conadas
na base;

Flor, sépalas laterais, mentum: (0) ausente; (1) presente;

Flor, sépala dorsal, grau de conagdo com as sépalas laterais: (0) livres ou levemente conadas na base; (1) formam um tubo
sepalino; (2) conadas somente pelo apice; (3) conadas pela base e pelo apice; (4) conadas somente pela base;

Flor, sépalas, indumento: (0) glabro; (1) pubescente;

Flor, sépalas, margem: (0) glabra; (1) ciliada;

Flor, sépalas, calos: (0) ausentes; (1) presentes;

Flor, pétalas, formato: (0) lanceolado; (1) ovado; (2) obovado; (3) linear; (4) transversal;

Flor, pétalas, apice: (0) acuminado; (1) agudo; (2) obtuso; (3) cordado; (4) apiculado; (5) clavado; (6) bifido; (7) contraido em
uma cauda;

Flor, pétalas, indumento: (0) glabro; (1) pubescente; (2) papiloso;

Flor, pétalas, margem: (0) glabra; (1) ciliada;

Flor, pétalas, lobos: (0) ausentes; (1) presents;

Flor, pétalas, calos: (0) ausentes; (1) presents;

Flor, labelo, disco, glénio: (0) ausente; (1) presente;

Flor, labelo, calos: (0) ausentes; (1) presents;

Flor, labelo, base, encaixe com o pé da coluna: (0) articulado; (1) fixo;

Flor, labelo, base articulada ao pé da coluna, articulagdo do tipo “bola e soquete”: (0) ausente; (1) presente;

Flor, labelo, nervura mediana, tricomas globulares: (0) ausentes; (1) presentes;

Flor, labelo, nervura mediana, sulco: (0) ausente; (1) presente;
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Continuacao da Tabela 2.

Caracteres: estados de carater

32

33
34
35
36
37
38
39

Flor, labelo, contorno: (0) lanceolado; (1) ovado; (2) obovado; (3) linear; (4) mais ou menos transverso e trilateral; (5) ovado-
bilaminado;

Flor, labelo, base, 16bulos: (0) ausentes; (1) presentes;

Flor, labelo, lobos laterais: (0) ausentes; (1) presentes;

Flor, labelo, &pice: (0) acudo; (1) obtuso; (2) acuminado; (3) truncado; (4) bifido; (5) cordado; (6) clavado; (7) apiculado;
Flor, labelo, indumento: (0) glabro; (1) pubescente;

Flor, labelo, margem: (0) glabra; (1) cilliada;

Flor, coluna, prolongamentos laterais (“asas”): (0) ausentes; (1) presentes;

Flor, antera, polinias, nimero: (0) duas; (1) quarto; (2) seis; (3) oito;




S0 IO IO - IO SIO (4D0dN) TOSE 0IIg 9p OUBISOL, A TV sowreq * (19QR{) SU2]024D4S SUIDYIDUY
p(0) p(0) D (0] b (0) p:(0) P (0) (dDdN) €16C 03LIg P OUBISOL "A"T'V aseyD "M N 7 U0dBPL] (SUYIOH) 11YoqydsIpYLIdS S1vyIpUy

- - b:(0) - - P (o) (dDdN) SSHE o3Ig dp OUBISOL ATV 107 (1Ipoy "qreq) valoun siypyivuy
p(0) SI0 - SI0 p(0) - (4DdN) $T9E 0IIg 9p OUBISOL "AT'V soired * ((Ipoy "qieq) vouuiv]f sypyvuy
p(0) p:(0) p:(0) p:(0) p:(0) p:(0) (dDdN) L6OE 01Ig 9p OUBISOT, "AT'V soxreq “J (IpOY "qIeq) PUIpUDUIPLIS SIIDYIDUY
p:(0) p:(0) - p:(0) () b (0) (4DdN) ZSOE oIg 9p OUBISOT, ATV 0uBdSO ], 29 JoNT (0UBISO [, 29 JONT) DVISYSDY SyvyIvuy
SO SO p:(0) p:(0) p: () b (0) (4D0dN) ¥06¢T 0Ig 9p OUBISOT, "A TV sowed " (‘0YOS) wnpvlip syypuy

- - - - - 9LLYE6dl (14r) 9¢L€ wresog ‘g asey) “M N 2 uod3pLid (“B[Yos) sndoyojop syyppuy
MO - - - (o) p:(0) (4Ddn) L seonT s DUDLOGIP SUIDYIDUY

- SO SO b (0) b () b (o) (90dN) 9 peneN A'S'A'V aseyD "M N 29 U0d3pLI{ (19N]) 104puUnsSSavp SYIDYIDUY

- SO SO b (o) b () b (0) (dDdN) 1TEE 01Ig 9p OUBISOT, "ATV  3SBYD M TN 2 U0FPLIJ (SUYIOH Xd "N[YIS) DJ0O1D1L0D SIIDYIDUY
MO IO b (o) b (o) b () b (o) (g0dN) 11y S DA asey) "M TN 29 U0dZPLIJ (‘I[YOS) DULLID SIIDYIvUy
b (0) b (0) (o) p:(0) () b:(0) (4DdN) 658 0IIg Op OUBISOL, ATV Jon (0UBISO [, 29 JONT) 10Y[DAIDD SIDYIDUY

- - - - LS8STYON  LTLSTPON (T) LS8 suewaLEY "J'V 1o (wifig 29 JonT) vuvyffv)zing syvypuy
b (0) - b:(0) p:(0) - b (0) (4DdN) 6SHE 01Ig Op 0UBISOY, "A TV asey) "M N 29 u0ddpLid (93004 'H) sadiaa.q syjpyipuy
b (0) p:(0) p:(0) p:(0) () b:(0) (4DdN) 699€ 0IIg Op OUBISOL, "A TV soxreq " (1sqeq) sisuada)q sypypuy
b (0) :(0) p:(0) p:(0) p:(0) b:(0) (g0dN) Tp9 v 12 uosjog ‘W asey) "M TN 79 U0dSpLI] (F[0Y) PIvnudpD SiyIvuy
p:(0) b (0) p:(0) p:(0) p:(0) p:(0) (g0dN) 0L udry [ Jon (‘[pury) vppIsLD SpYIvUY
MO MO - SO SO p:(6) (4DdN) LSEE oag op OuBdSOT, "AT'V asey) "M I 29 U0aspLid (“D[Yos) rounbv syjpyivuy
p:(0) (0] p:(0) SI0 p:(0) (o) (OIN) €58 011 9p OUBISOL "A"T'V SUBWOLIEY (10N) DIODLUD SHIDYIDUY

- - - - - $2€5660f (1) LS6T suewoLey] "dVY aseyD "M N 29 U0SSPLI{ (19NT) LUOSSLIPUD SHIDYIDUY
P (0) b (0] ) (0] (o) p:(0) (0] (4DdN) 9.8 03LIg 9P OUBISOL ‘A TV soxreq " (*18J007) vj1yd0UIPD SUIDYIVUY
p(0) p(0) P (0] p:(0) p:(0) D (0] (dDdN) v PeneN Y'S'A'V asey) "M A 29 U0dBPLIJ ([IUNY) DIpupuno Sywyvuy
b (o) O p: () O b (0) p: () (dS) 606 sen3Lpoy "I'A asey) "M N 79 U03ZPLIJ ('[PUI) DjOdIN] DAIYIUDIDY

- p:(0) p:(0) S0 SO S0 (INEGIN) 696 BELIY “A asey) "M TN 7 U0dSprLid ('[pury) vsoyydp vioyiuvidy

Dudp-Qu4y  pqsd-pruay  Quag-9rsds pudg-qqsd ivut Su

SQIB[NIO[OW SIOIZY

IOUONOA

suoxe ],

€9

‘seurded sewnrxoid seu enunuo)) “(WNIOLIBGIOH XJPU]) SIANY ], WERINIIS SOLIBGIAY SOP S20deIAdIqe Sy uegquon ou oededrjqnd jordysod
o ogdejoue op ose] W opmisd J)sau sepiznpoad serougnbos wejussardor IO, WO sepedIew SB[N[Y)) ‘SBOIWOUST Sserougnbas sep erougpasord
9 JuBGUOD) Op 0SSIOE AP SOIOWNU ‘S.Y2N0A SOAIIAASOI SNAS Op SIQSBUWLIOJUI WO ‘OY[eqe]} 9)SAU SOpPEBISOWE SuoXe) op BISI :] ipugdy

Jeyudwd[dns [BLId)BIA



- - - - - L8SLTSA (0D0D) 6987 Assauysneys,0 9qQLIN "A’S 29 SUBWLIEY (1oN]) puDIUUA] DIUIPUY
- - - - - TLETTOL (0D0D) 08¢€1 Assauysneys,0 QLN "A’S 29 SuBWwOLIRY| (ZMIH 29 IONT) SLIDILD DIUIPUY
(0] O p:(0) SI0 SI0 p:(0) (4DdN) 0£EE 0IIg 9p OUBISOL "AT'V soxreg " (18qed) L2jjom SyDYIvUY
- SO SO MO SO SO (g0dN) vT1 0409 VD OUBJSO ], 29 JonT (OUBISOJ, 29 JONT) 10ULLOJIA SIIDYIDUY
IO SO - p: () p:(0) b (0) (94DdN) S¥6 PMus DA OUBJSO], 79 JoNT (TIBJO0T) SUapLL3y SyvyIvuy
MO MO D (0) (0] b (0) (0] (TAS) 796T 0311 9p 0UBISOL, "ATV asey) "M A 29 U0dBPLIJ ("MS) SIPIOLIDINLIDS SIIDYIDUY
MO SO p:(0) p:(0) p:(0) b (0) (4DdN) €€0€ oIg op OUBISOL, "A TV osey) "M N 7 u0asprid (‘[pury) vjjdydo.a)os sipyvuy
MO SO SO MO - SO (D vz8p suewaLey "J'V asey) "M TN 29 U0dZPLIJ ('[PUIT) suaqn.L Sipyivuy
SO - - b () p:(0) b (0) (4DdN) €9€€ oIg 9p OUBISOL, "A TV 0uBdSO], 79 JonT (1IpOYy “qied) vjv1adiainda. SypyIvUY
- - - - - SHE90€0r (S44NH) v¥101 wouyD 'O asey) "M TN 29 U0d3pLI{ (Spelq 29 0MO(]) SyDIPD.L S DYIDUY
p:(0) b (0) b:(0) p:(0) () b (0) (dDdN) §€6T 01Ig 9p OUBISOY, ATV I (syep[od) 1agn. sypypuy
b:(0) b (0) b:(0) p:(0) () MO (dDdN) 6TSE 01Ig 9p 0UBISOY, "A TV soxreq " (Ipoy “qreq) vjjisnd syvyipuy
b (0) b (0) b:(0) () b:(0) b (0) (dDdN) 66£€ 01Ig Op OUBISOY, A TV sowreq J (SuYdoH) uvSuruyv.aid sypypuy
b (0) b (0) b:(0) p:(0) p:(0) b:(0) (4DdN) LTLE 0omIg op 0uBdSOY, A TV 0uBdSO ], 29 100 (SUY0H) vuvjijodo.sad sywypuy
MO p:(0) b (o) b (0) b () p:(0) (4D0dN) 669€ 0IIg 9p OUBISOT, "AT'V soxreq] " (9peiq 29 SUYSOH) avavdno.ad sijvyipuy
p:(0) p:(0) SI0 SI0 SI0 (0] (4DdN) 99€€ 01Ig 9p OUBISOL ATV sowed *J (Suydoy) stsuagvovidopup.ivd sypypuy
p:(0) p:(0) p: () b (0) b () MO (TAS) 901 € 0311 9p OUBISOL, "ATV asey) "M N 29 u0ddprid (1en) vdyddyond sipyivuy
p:(0) p: () - b (0) b (0) p: () (TAS) 0¥TE 03Ig 3p OUBISOL, ‘AT asey) ‘M TN 29 U0dZpLId ('[PUI]) DIPAOGO SIDYIvUY
- (o) p:(0) SI0 - (0} (4DdN) §LST 01Ig 9p OUBISOL ATV vUAIDQIRg 29 SOLRY " ([PUL]) DapLOISHUL SIIDYIDUY
p:(6) p: () p: () p:(0) O p:(0) (4D0dN) PrEE omag op 0uedsOT, "AT'V aseyD "M'IN 2 U0a3pLid (“Ipoy qlegq) visapout Sipyivuy
- - - - - 7262797AV (IWVNDN) vH0T zoudwif asey) "M TN 29 U0dBpLIJ (([PUIT) Syvinutu Syipyipuy
- S0 - S0 S0 IO (4DdN) 0SEE 0MIg Op OUBISOT, A TV SIOg U UBA 29 0pIAdZY Q") ((Ip0y "qieq) vidydo.oru syjpyipuy
b (0) - - p:(0) - b (0) (4D0dN) 8SHE 0Ig op 0UBISOT, "A TV OuBISO], D]02IN] SHIVYIDUY
b (0) b (0) p:(0) p:(0) p:(0) b (0) (4D0dN) S9PE oIg op 0uBdSOT, "A TV 0uBdSOJ, 29 Jon ("IPOY "qieg) VID.LISIGO] SIIDYIDUY
MO MO b (0) b (0) (0] p:(0) (g90dn) Z101 prws “Dq asey) "M N 2 u0adpuid (‘udo)) vijofLwaul] sypyipuy
- MO b (0) b (0) b (0) b (0) (TAS) 00t € o¥Ig 9p 0UBISOL, "ATV SBUDIY 0}0G 29 OUR[OS (SQUIY) 2DISIN] SIjIDYIDUY
p:(0) p:(0) p:(0) p:(0) b () MO (gDdN) SSEE oIg 9p OUBdSOT, "AT'V 0uBdSO ], 29 Jon ("IpOY "qied) vIVIUIOD] SYIVYIDUY
- - - - - 0r£90€0r (SAANH) 150T 319g udp uep D asey) "M N 29 U0d3pLid (3sqed) 1ysimvy sipyivuy
p:(0) p:(0) p:(0) p:(0) b () b (0) (dDdN) 1LTE omag op ourdsO], AT’V OUBOSO ], %9 Ion' 1uosuyol siypiyipuy
p:(0) b (o) (o) b:(0) b:(0) b (0) (4DdN) SSST 0IIg Op OUBISOY, "A"T'V “Ipoy “qed vjjdydotaay sypypuy
p:(0) b (0) (o) b:(0) - b:(0) (SAANH) 77T OIIg 9P 0UBISOL, "A" TV soxreq " (SUYSOY) sisuavliniond sipyivuy
- - - - PorZI0d  0€LSTYOY (140 p6Lg unmdng 10 (o) undp.3 siyyivuy
oun-suyy  pgsd-guiy  Qug-9sds Juag-qqsd vl Su

SQIB[NIO[OW SIOIZIY

ISUYONOA

SUOXB [,

1]

‘1 9orpugde op oedenunuo))



3O S0 SI0 SI0 SI0 O (gDdN) S 1e1qe) AN F QU vpydaooonay sayauvday
- - - - L99886A  0SSSS6AM (rsn) 8LL11 utedog g / $$S01 uledoq " FQUYY pyvja soyjupda]
- O - b (0) - O (4DdN) 0LEE 0NIg 9p OUBISOL "AT'V SUBWQLIEY (ZVIH 29 IONT) S1qLoqUiL DUDLIDISIYUD]

o ~- . “Tyery|
. MO MO MO B MO ANWOVW.V mmv us m@EOO d _. ° mSm@—. uﬁ _. d u% QO&&U AGOESO u% m@ﬁmbz.ﬁ ﬁmﬂm@—. OU._..mv wc,&c\w& NVEQN&&;MM:E‘N
- - - - - 6TLSTYOY (14r) 8868 uLredog ‘g suewoLIRY (‘JUIOMUDS *D) 29 SOWY ) DX2}fi1ov.4f DUDLIISIYUDT
- - - - - 9¢R.LYL A (19r) 888+ suewaLey ‘d'V suewoLIRy| (S10Aeg 29 10n7) 1{oojdnp vuvLidIsayuUDY
- - - - - SERLYLI (14r) 6196 ulre3og ‘g suewoLIeY (10N7) DIVPIASnd DUDLIGISIYUDT

p:(0) p:(0) p:(0) b (o) p:(0) b (0) (4D0dN) LLTE omag op 0uedSO], "A TV suewoLe ((JUIMYDS D) D[pI2dppnnd pUDLIISIYUDT

(0} b (0} MO p(0) - S0 (dDdN) ¥1 1e1qe) AN suewaLIEY (‘[PUI]) DIPINGIDG DUDLIISIYUDTT
- - - - [LYS92AV  ¥1679CdV (3D 8LL8T T VD IonT (C[pUr) SU2ISINDI DIDPUOL]

S0 p(0) b (6} S0 p(0) p:(0) (dS) 61 saA[eduO0D "\ I'D [pUr wingovpli wnipuapidy

MO b (6} p:(0) p(0) MO S0 (gDdN) 69€1 MPUDUBA S’ M [PUI WNODIUIULID Wnipudpldy
- - - - 8€GLESUA  SESLEQUA (NXAN) 7896 Sakay 1o (SWel[I ") PL0}fiL31u vjjarsnifyy
- - - - - 87879TAV (3D) 80L1 suewioy (3'qQuoy 29 uspury) vs.outuir vijaIsnifiy
- - - - LIYS9TAV  LSLYE6AL (1d0) €07, urmdng T (‘nyodg) puvo.tvdup vijaisnfjiy

b (0] p(0) b (0) SI0 SO O (4DdN) $90T MH[PUIOUBIA "S' M Ion ("uso)) nuvyndijy vjjapvliq

p:(0) - p:(0) b (6] O p:(0) (4DdN) 11071 s Dq Jon ('uS0D) wyjpmpa vijapvli
- - - - 19vS97dV  €08YE6.l (1d0) 86t urmdng Jon (“YoS) 17jomod vijuooDAT
- - - - 68L886A3  89£5660( (drvH) €49 19zusiS "H Jon ([pury) v1jofisuojqo viuoIDAJ
- (o) MO S0 (o) S0 (4D0dN) 1H8T 0IIg Op OUBISOL, "A TV ds ayjup|12p020.4)

O (o) O SO (0} S0 (g0dn) 1 v 12 soyues "D ouedSO ], ('[PUIT) Syv41dS 2yub[12p030.4)
- - - - L8L8S6AM  8+ES660( (D 008% suewaLey 'd'V I (pury) vppaps aYyUv|I2P0I04)
- - - - I8L886A  €+£S660( (140) 0t € suewdLRY "d'V 19N (JONT) 1POOMID DY JUD]I2POI0.LD)
- - - - 09vS97AV  678797dV (31) 9761 suewioy 1N 10814po.1 03vjdpuo)

b (0) p:(0) p:(0) p:(0) p:(0) b (o) (dDdN) L96 pmwus "Dq ‘[PUI 1152q.10f DALY
- O - p:(6) O 9%9800AV (4DdN) 9P SIY-D[OIUYIRIA "IN © SOJueS "L “[PUI] DaUL2209 DALY
- - - - 88YS97AV  €16797dV (100T “7v 12 u0d3pLy) - JUIDMUYOS ")) 29 SOWY I0LL[DA WNIPIUOIYIDAG
- O 3O b () p:(0) p(6) (4DdN) 67ET HPUDUBA S M 15qed (SUYD0Y) sapro1da.ijsa. wnipruoryon.ig

b (0} p(0) p:(0) SO p(0) S0 (dDdN) 6 peneN A'S'A'V "Avd 29 ZIny DID[NUIND DY

b (0] b (0} MO p(0) - p(6) (dDdN) 861 ewr "' @ uosjog ‘W "D[YoS ('[pury) 1SL21UL DJJISOGIDY

b (0) p:(0) p:(0) b () MO b (o) (4D0dN) T6€ S1P8ud "IN "NYIS (uS0D) Si.4SND D]JISOGADG

oug-suyy  ygsd-guy  Qudg-9rsds pudg-qqsd vl Su

SQIB[NIO[OW SIOIZAY

ISUYONOA

SUOXB [,

5SS

‘1 9orpugde op oedenunuo))



- MO MO MO MO MO (dDdN) LLEE 0¥LIg AP OUBISOL ATV “[PUVT DJDIUIBD S1[2}S
p:(0) p:(0) p:(0) (0] SI0 (0] (dDdN) 6651 SPSUY TN ‘[pury voLdp syajs
- - - - 08L886AM  TPES660T (L10c 1945 Fq00ed SWENILA O™ 12l SIS
-2319d) / (£10T “1v 12 ‘sueworiey]) S06€0 €[ - A - :
- - - - - LO8STYON (9107 “1v 12 suewRLIEY]) 76y SuewLIRY "'V asey) "M TN 29 U0dBpLI (3on7) sdojpSout viuipyrads
SO SO SO p:(0) p: () b (0) (g0dN) 6 U_TY [ soLreg * (‘[pur xo uewaieq) 14qo.3 viuipyoads
- SO SO MO p:(0) b (0) (TAS) LS6T 0311 9p 0UBISOL, "ATV 9J10Y winjA3ovpo.Ld1u wnipdasoydpog
- - - - 8SYS9TAV  LIST9TAV (31) 99¢7 suewioy 9§10y (F "quoy) wnso.2qqis wnjpdasoydpog
MO MO SO b () p:(0) b (o) (g0dN) $9¢ uosjog ‘W uoxy) (‘HYdS) 12p.q IUOSUDS
p:(0) b (0) b:(0) p:(0) () b (0) (TAS) 9T1€ oyig 9p 0uBdISOL "ATV sun(q 2 Keien) (pur) vppydasonydo v)ja1daisay
MO p:(0) p:(0) b:(0) p:(0) p:(0) (gD0dN) L11 sngasuy TN IOpUBS Xd "WYST *f VSS0]S0YoLYy v1da.4s2Y
- p:(0) b:(0) b (0) p:(0) p:(0) (gDdN) $91 sndpsurry TN ISIRY] Y Suv3a)o v1dasisay
- b (0) b:(0) (o) p:(0) b:(0) (4D0dN) 1€ 01Ig op OUBISOY, "A TV opeig 2 0)Mod (Ipoy “qieq) vso.Lowdu SiSdojpyio.ma]
- - - p:(0) () b (0) (TAS) 196 031 9p 0UBISOL, "A TV F QU vjjdydoyiun.io) sijpyro.majg
MO MO p:(0) (0] p:(0) b (0) (TAS) S¥6T 03Ig 3p OUBISOL, "ATV TN Do1UY)ST S1IDYI0AND] ]
p:(0) p:(0) - O O p:(0) (gD0dN) €€CT NPUIdUB "S' M Aeren) ("n[YoS) vssop3Axo apapsdipig
p:(0) p:(0) p:(0) (o) P (0) MO (90dN) + 1e1qed I’ 18qed 1opunuipa 2)2js1v]
- - - - 16569049 9¥879TAV (100T “7v 12 ©033PLIY) 10L9Y I - Keren) n3uivy sijjpyrosdyq
MO p:(0) O b () O 9rLSTYON (4D0dN) 11 S *D°A / 18 SuBW_LIES "d'V  3SBYD "M N 29 U0aSpLi{ (‘[zusery]) sisdojvyjoanajd vjrydoaopy g
- - - - - 6€8LY LI 6S6S suewoLERY "'V Kexen) (3 quoy) vrwnuunu vjiydoaojyd
p:(0) p:(0) b (0) p:(0) p:(0) p:(0) (gD0dN) ¥SOE 0Ig Op OUBISOY, "A TV soxreq “f (IpOy "qieq) sisuariodpnpd vjjausqu
p:(0) p:(0) p:(0) (0] p:(0) p:(0) (gd0dn) 126 s "Dq SBYSUdg 2 1331y ("NYIS) SI/1qD.41L D]]21ISGDJ
p:(0) b (0) S0 (0} O p(0) (gD0dN) TLET H[PUOURIN "™ M “[PUI] DLOIIpUD.LS D1I2UL0IO)
p:(0) p:(0) p:(0) p:(0) p:(0) b (0) (g0dnN) Lv6 Ppws "DH ‘[PUIT] X3 "PPOT SIIODAS DLIDUIOII()
- - SO MO p: () b (0) (TAS) 876 0311 9p 0UBISOL, "A"TV "SIBIN 29 "YOR[ZS (JONT) XDISAUL S12.4100D)SAPY
SO SO SO p:(0) p:(0) p:(0) (4DdN) 1.8 0Ig op 0UBdSOL, "A TV Jong (1apoy "qreq) snpound SnyjupxXodpy
p:(0) p:(0) p:(0) S0 O p:(0) (4DdN) L81 syR3uIy TN Jony ((Ipoy qieq) snjjdydoyouoy snypunxodpy
p:(0) b (o) p:(0) p:(0) p:(0) p:(0) (4DdN) €LPE 01Ig 9p OUBISOY, "A"T'V “[PULT DODLful DIIDAPSDI
MO p:(0) p:(0) p:(0) p:(0) p:(0) (dDdN) SLYE 01Ig 9p OUBISOL ‘A" TV “Ipoy-qleq sadn.ind vijIAPSDI
- - () b:(0) b () MO (TAS) TS§T O3LIg 9p 0UBISOL, "ATV Ion (eSe1g) 11.L12Y DIUOSIPDI
(o) b (0) b:(0) (o) () b:(0) (4DdN) T16¢ 01Ig 9p 0UBdSOY, "A TV sowy (7§ "quoy) uagoadiiolf sisdoypundoy
- - - - L8YS9TAV  €68797dV (3D 101126 Sutuuey Aeren (‘[zudery] X9 °§ "quoy) vLoydo.ysp sisdoyjupday
oun-suyy  pgsd-guiy  Qug-9sds Juag-qqsd it Su

SQIB[NIO[OW SIQIZAY

ISUYONOA

SUOXB [,

99

‘1 9orpugde op oedenunuo))



MO MO MO MO O MO (TAS) TS6T 03Ig Sp OUBISOL ‘A" TV o0 iswwijim uorydo.jooy
- (0] - O SI0 SO (TAS) vT€ 03Ig 3p OUBISOL ‘A" TV Ieqoosy Y 29 1N wnaovddp] uonydojooy

- b (0) S0 (0} MO S0 (TAS) 6£6T O3Ig 9p OUBISOL ‘A" TV JonT upffiss uorydo.jooy
p:(0) b (0) S0 S0 O SI0 (dONH) Z€ eprowy gV JonT (‘[pury) wnaundindo.yp uorydojooy
- - - - 06L886A  S9€5660f  (L10T v 12 18q0osH-2319d) / (Td[) p¥S suewarey "d'V Jon (JqUIY) SISua14033S D.12f1doun)

- - - - T8L886A  €6LYE6AL (L10T “1v 12 1eq0sH-Zo10d) / ((T4[) S089 ULESog " TN (souwry) avuvd v.43fiour)

- MO b (0) p:(0) p:(0) b (0) (‘TdS) 6€T€ 03Ig dp OUBISOL ATV Jon ([pury) stojnoIqLo Xuidjpsoyorly
b (0) b (0) - p:(0) p: () b (0) (9DdN) 606¢ 0¥LIg op OUBISOT, "AT'V Jon (\Ipoy "qieq) vuvjuowt XuldipSoysiL]
O O (0] SI0 SI0 p:(0) ('TAS) 06T 0¥L1g 9p OUBISOT, "A TV I (uosye\ °S) 112psivjq xurdipsoyols]
O (o) b (o) O O O (g0dN) +1 7v 12 sojues "D’ ¥ QU puvnysa.idn sijarg
O (0] () O P (6) O (4D0dN) THET HQUIDUBA "S™ A 1 qQuoy sisua.sonbvdpd sija19
- - - - 88/886A  £5£5660( (14r) 697 suewaLey "d'V SOWY L12}Sayuv] s1ja1§
p:(0) b (0) (o) b:(0) p:(0) b (0) (gDdN) 88T 1[P0USIS D 2 woyde) ‘g “[PUr] vLOlfipup.3 s11a}§
- MO b (o) b () MO b (o) (90dN) 096 pMus D'H ‘[pUl] SLDI1D S12IS
oun-suyy  pgsd-guiy  Qug-9sds Juag-qqsd vl Su YOTOA B

SQIB[NIO[OW SIOIZAY

LS

‘1 9orpugde op oedenunuo))



89

$00T v 12 meys DL VIODDDD VVD DLV VOD DID VID oNnn Hun

(ropDU41 dud3 op ayred o ) ) DLl ) SUL) 0ITUITIONUL JOPESLdSd S00T “Iv 12 Meys DDOL DID VVD DLL VOO HVL VOV NnooO sun
L661 “1v 12 Sues D LDD LVV 1DD VVD LVI DLV 1OD Jevasd

qsd ouag op ayred o 75d.1 dUdT *pqSd- (U4 091UYTIUL JopESEdSD T00T ‘el 00 LVV OVD LLV DL HDI VOO D90 S0 JHUD
LOOT v 32 MEBYS DD DVV LOD ADV YOI DOL DOD onn Oun

(onOU-41-9[ 51 0o1uIBIUI 0pESedsd L00T “1v 12 MBS LLIDDLVOVOOVLALLIOOLLD [x97sd

L00T v 12 meYS OV 1OD IOV OLD VVL LLLDDD ¥ NOO Lun

(noo)L U-41-qsd 0o1u31dmur Jopededsd L00T [V 12 MeYS VLV DDL VOLOHVDI DYV LDD DLD aqsd

1002 v 12 u0d3pLd IOVDVVLVVD VOLVOLLAL q188

ejo[dwoour erougnbas yyvul Sus3d 1002 v 12 U0dZpLIJ DLVID VOO LLV LVD 1DL 1DD d61

9661 v 12 XNeYS( VVD LOD VIO DOL LLO OVV 26

(ZSLI9 S8°Sduds ‘IS LI SLIu 9661 v 12 XNeYsa(] 0 DDD HVD LIV VVLIID LVL SL

v661 “ri2uns D VLIL DO DILIDD LLO DID DIL LVV DV.L 4S9T

(ZSLI9 S8's duds ‘IS L) SLIu v661 “pi2uns  DLLOLO VVO LOD DOL HOL VOL LVV DOV ASLI

JuopuodsarIod Je[nod[oW 0BISAY BIOUQIQJOY (.€—.5) 4ouin1d op erougnbog Aould

el 10U £ . 10U op awoN

"SYDd Seu sopezijin suauil4d so 91qos soodewioju] ;g NIpudy



59

Apéndice 3: Matriz morfologica. Estados de carater entre parénteses indicam polimorfismo da
caracteristica para o taxon. “?” representam dados faltantes e “-*“ se referem a caracteristicas que nao
se aplicam ao tdxon. Continua nas préximas paginas.

Taxa

Character states

Acianthera aphthosa
Acianthera luteola
Anathallis acuminata
Anathallis adenochila
Anathallis anderssonii
Anathallis anfracta
Anathallis aquinoi
Anathallis aristulata
Anathallis attenuata
Anathallis bleyensis
Anathallis brevipes
Anathallis burzlaffiana
Anathallis carvalhoi
Anathallis citrina
Anathallis corticicola
Anathallis dalessandroi
Anathallis deborana
Anathallis dolichopus
Anathallis dryadum
Anathallis fastigiata
Anathallis ferdinandiana
Anathallis flammea
Anathallis funerea
Anathallis gerthatschbachii
Anathallis graveolens
Anathallis grayumii
Anathallis guarujaensis
Anathallis heterophylla
Anathallis johnsonii
Anathallis kautskyi
Anathallis laciniata
Anathallis lewisiae
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Apéndice 4: Filogenia molecular de Maxima Parcimonia com base na matriz de nrITS,
consenso estrito. Acima dos nos estdo os valores da porcentagem de bootstrap. Valores menores

que 70 ndo foram mostrados.
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Apéndice 5: Filogenia molecular de Inferéncia Bayesiana com base na matriz de nrITS. Acima
dos nos estdo os valores da probabilidade posterior. Valores menores que 0,9 ndo foram

mostrados.
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Apéndice 6: Filogenia molecular de Maxima ParcimoOnia com base na matriz de cpDNA,
consenso estrito. Acima dos nos estdo os valores da porcentagem de bootstrap. Valores menores

que 70 ndo foram mostrados.
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Apéndice 7: Filogenia molecular de Inferéncia Bayesiana com base na matriz de cpDNA.
Acima dos nos estdao os valores da probabilidade posterior. Valores menores que 0,9 nao foram
mostrados.
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Apéndice 8: Filogenia molecular de Maxima Parcimonia com base na matriz de
nrITS+cpDNA, consenso estrito. Acima dos nos estdo os valores da porcentagem de bootstrap.

Valores menores que 70 ndo foram mostrados.
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Apéndice 9: Filogenia molecular de Inferéncia Bayesiana com base na matriz de
nrITS+cpDNA. Acima dos nds estdo os valores da probabilidade posterior. Valores menores

que 0,9 ndo foram mostrados.
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Complete chloroplast genome of Anathallis obovata (Orchidaceae: Pleurothallidinae).
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Abstract

Anathallis (Pleurothallidinae) is a Neotropical orchid genus with over 150 species. Although
previous phylogenetic studies suggest the polyphyletism of the genus, there is little information
about the group in the literature due to the lack of Anathallis-focused molecular studies and the
absence of genomic research in Pleurothallidinae. Here we sequenced and characterized the
complete plastid genome (plastome) sequence of A. obovata, the type-species of the genus. In
addition, we compared its structure and gene content with two Pleurothallidinae species:
Masdevallia coccinea (NC_026541) and M. picturata (NC 026777.1), and one Laeliinae:
Cattleya crispata (NC _026568). The plastome of A. obovata is 155,515 bp in length, with a
typical quadripartite structure, and presents accD, ndhA, ndhB, ndhF genes with premature stop
codons that may be related to a pseudogenization process and probably produces non-functional
proteins. The whole genome alignment of the four plastomes showed a small inversion (~100
bp) in the rps11/rpl36 intron when comparing Pleurothallidinae and Laeliinae species, also the
deletion of the ndhf, ndhA, ndhl genes and a reduction in length of ndhH and ndhG in Cattleya
crispata. In addition, we observed some differences in the IR borders: the IR/SSC boundary is
just within the coding sequence of ycfI in Pleurothallidinae, creating a short ycf1 fragment in
IR, but in Cattleya crispata the SSC contains the ycfT gene entirely. The molecular divergences
observed between the plastomes of Pleurothallidinae and Laeliinae are possibly intrinsic to the

evaluated subtribes.

Key-words: accD, Epidendroideae, NADH, NGS, ycfI.
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Introduction

The chloroplast genome (plastome) is unique, circular and reduced, ranging from 107
to 218 kb in length and containing about 120 genes (Daniell et al 2016). Its structure and gene
content are highly conserved (Palmer et al 1988, Tian & Li 2002, Wu et al 2010). In
angiosperms, with the exception of some Fabaceae, the plastome has a quadripartite structure:
it consists of two inverted regions (IRs) interspersed between two regions called the large single
copy region (LSC) and small single copy region (SSC) (Wicke et al 2011, Zhu et al 2016).

With the emergence of next generation sequencing technologies, genome sequencing
has become more accessible and widely used in evolutionary and phylogenetic studies because
it provides a much larger amount of data than with markers for specific DNA fragments (Yang
et al 2013, Rogalski et al 2015, Daniell et al 2016). In Orchidaceae, plastome sequences have
been used to study the evolution of ndh genes encoding NADH dehydrogenase (Kim et al 2015,
Lin et al 2015, 2017) and the plastome evolution in heterotrophic species (Barret et al 2004,
Schelkunov et al to 2015, Feng et al 2016, Graham et al 2017). In addition, the general structure
of plastomes has been described and compared with the purpose of finding more informative
regions for phylogenetic analyses and inferring about the evolutionary dynamics of botanical
families (Niu et al 2017) and lower taxonomic groups (Yang et al 2013, Luo et al 2014, Perini
et al 2015).

After heterotrophic orchids, some groups of the subfamily Epidendroideae, mainly the
subtribes Cymbidiinae and Dendrobiinae, have been the focus of genomic studies in
Orchidaceae due to their large number of species and the economic importance. However, there
is still much to be studied in this subfamily. One example is the absence of genomic studies
focused on the subtribe Pleurothallidinae (Epidendroideae, Epidendrae), a group composed of
ca. 5,000 species (Karremans 2016) occurring exclusively in the Neotropics (Pridgeon 2005),

representing about 20% of the richness of the whole Orchidaceae. To date, there are only two
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plastomes of representatives of this subtribe in the NCBI database (GenBank), both of the genus
Masdevallia Lindl.

The genus Anathallis Barb.Rodr. belongs to subtribe Pleurothallidinae. It comprises
more than 150 species (Chase et al 2015) distributed from the Greater Antilles and southern
Mexico to Brazil, Bolivia and Argentina (Pridgeon 2005), with 4. obovata (Lindl.) Pridgeon &
M.W. Chase as type species. Although no genome-based phylogenetic studies have been
performed, there is evidence that it is polyphyletic (Chiron et al 2012, Karremans et al 2013,
Karremans 2014).

In this study, we aimed to report the complete chloroplast genome sequence of
Anathallis obovata, describing its structure and gene composition. In addition, we compare it
with the available plastomes of the genus Masdevallia and Cattleya crispata (Thunb.) Van den
Berg, from the subtribe Laeliinae, the sister group of Pleurothallidinae (Chase et al 2015), in

order to find molecular variation patterns.



72

Material and Methods

The fresh leaf material of Anathallis obovata was collected from an individual in a
greenhouse at the Federal University of Parand (UFPR) (voucher: M.C. Santos 22, UPCB). The
chloroplast isolation was performed according to the protocol developed by Vieira et al (2014),
adapted for few amounts of tissue (Sakaguchi et al 2017). Chloroplast DNA (cpDNA) was
extracted according to Doyle & Doyle (1987), scaled to 2 ml. Purification of cpDNA was
performed with DNA Clean and Concentrator kit (Zymo Research, Orange, CA).

Approximately 1 ng of purified cpDNA was used for library preparation with the
Nextera XT DNA Sample Prep Kit (Illumina Inc., San Diego, CA), following the
manufacturer's instructions. The sequencing was performed through Illumina MiSeq (Illumina
Inc., San Diego, CA) platform.

The 1,378,072 reads obtained from sequencing were imported as [llumina's fastQ file in

CLC Genomics Workbench v.11.0 (http://www.giagenbioinformatics.com). The reads were

filtered by quality with error probability limit of 0.05, remaining 1,267,373 reads. A hybrid
reference-guided de mnovo assembly approach was used to obtain the complete genome
sequence, using Masdevallia coccinea Linden ex Lindl. (NC_026541) as reference genome
sequence.

The final consensus sequence was imported into the online Dual Organellar Genome
Annotation (DOGMA) program (Wyman et al 2004) for the preliminary annotation of the
genes. Determination of correct positioning of start and stop codons and introns were made
based on comparisons with homologous genes from other plastomes available on GenBank.
The plastome plot was obtained from the online program Organellar Genome DRAW
(OGDRAW) (Lohse et al 2007, 2013), and the plastome nucleotide sequence was submitted to

GenBank under accession number MH979332.
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To verify structural differences between the plastomes of Anathallis obovata, Cattleya
crispata (NC_026568), Masdevallia coccinea and M. picturata Rchb.f. (NC _026777.1) a
Mauve alignment with the progressive Mauve algorithm (Darling et al 2004) was performed
through the Geneious R7 program (Kearse et al 2012). The IR borders of the plastomes were

compared visually in the same program.
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Results

The plastome of Anathallis obovata is a circular molecule of 155,515 bp arranged in the
typical quadripartite structure: the LSC has 83,722 bp, each IR has 26,930 bp, and the SSC
17,933 bp. It encodes 113 genes, being 79 protein coding, 30 of tRNA and 4 of rRNA (Table
1). Some of these genes are duplicated in the IRs (Fig. 1), which are: all rRNA-coding, 8 tRNA-
coding and 20 protein-coding, of which the ycfI gene is only partially duplicated gene (Table
1). The majority of genes have only one exon, 15 are composed of two exons (9 protein-coding
and 6 tRNA-coding), and the c/pP, rps12 and ycf3 genes have three exons (Table 1).

From the referenced annotation of plastid genes of Anathallis obovata we verify the
presence of premature stop codons in the accD and ndhF genes, in the larger copy of ycf7 and
in the first exon of the ndhA and ndhB genes (in both copies). In the former three genes this
results in a reduction of approximately 380, 230 and 270 aa, respectively. Similarly, the
premature stop codons in the first exon of the ndhA and ndhB genes cause a decrease of about
100 aa in both protein products. These cases may be related to a pseudogenization process and

may result in non-functional proteins.
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Discussion

The percentage of reads mapped in the referenced assembly (16.1%) is similar to that
found by Sakaguchi et al (2017), of 14.7%, when establishing the adaptation of the chloroplast
isolation protocol proposed by Vieira et al (2014). Besides requiring only 2 g of leaf material
instead of 20 g, which is very advantageous because of the small size of the individuals of the
Pleurothallidinae subtribe, the adapted protocol that we followed in this study results in a high-
quality chloroplast isolation. Although most of the reads acquired in the sequencing referred to
non-plastidial sequences, the percentage of reads pertaining to cpDNA was enough for the
successful assembly of 4. obovata plastome, with a high depth of coverage (~ 160x).

The Mauve alignment indicated that there are no major structural differences between
the analysed plastomes, only an inversion of ~100 bp in the rps/1/rpl36 intron when comparing
Laeliinae and Pleurothallidinae plastomes. Moreover, there is a slight length variation of the
LSC, IRs and SSC regions (Table 2). The SSC region of Cattleya crispata is considerably
smaller than the other three plastomes, about 5 kb, due to the deletion of the ndhA, ndhF and
ndhl genes and the smaller copy of the ycfI gene. Furthermore, all genes of the ndh family are
probably pseudogenes, with the exception of ndhE. The other three plastomes have all the ndh
genes, but in Anathallis obovata the genes ndhA, ndhB and ndhF have premature stop codons.
This observation is corroborated by the results of Luo et al (2014), who compared different
plastomes of the subfamily Epidendroideae and found that closely related species show a
similar pattern of variation of ndh gene content.

The ndh tamily comprises 11 genes that act on electron transport in photosystem I
(Martin & Sabater 2010). However, in the Orchidaceae family there is a great variation in the
retention / deletion of the ndh genes along the lineages, suggesting the occurrence of multiple
independent events of loss of these genes during the evolution of the orchids (Kim et al 2015,

Lin et al 2015, Niu et al 2017). Because they are important genes for photosynthesis, there is
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the possibility of functional copies in the nuclear genome (Chang et al 2006). However, from
transcriptome analyses in species lacking the ndh genes in plastome, traces of functional copies
of these genes in the other genomes were not found (Johnson et al 2012, Lin et al 2015).

It is believed that ndh genes are dispensable in contemporary plants because there are
no deleterious effects on species that do not possess these genes (Ruhlman et al 2015). Also,
the existence of an alternative route for the transport of electrons in photosystem I, the cyclic
electron transport pathway PGRS-dependent, make the ndh family redundant in the genome
(Munekage et al 2002, 2004, DalCorso et al 2008, Niu et al 2017).

Kim et al (2015) suggested that there is a strong relationship between the loss of the ndh
genes and the instability in IR/SSC boundaries due to the great structural variation of plastomes
of mycoheterotrophic orchid (Delannoy et al 2011, Logacheva et al 2011, Barret & Davis 2012).
Besides that, it was observed that there was an expansion of the IRs in plastomes of gnetophytes
and conifers (Braukman et al 2009, Wu et al 2009, 2011), of orchids (Chang et al 2006, Wu et
al 2010, Kim et al 2015, Lin et al 2015, Niu et al 2017) and of Najas flexilis (Willd.) Rostk. and
Schmidt (Peredo et al 2013) with deletion of the total or partial set of ndh genes.

In this study, we also observed variations in the IR/LSC borders between the four
plastomes analysed (Fig. 2). The rpl22 gene has 366 bp and belongs entirely in LSC region, but
in Masdevallia coccinea it has 102 bp in the IRa, producing a copy of this size in the IRz.
Conversely, the rps19 gene has 279 bp and is presented in two copies in the IRs, but in M.
picturata it has 207 bp in the LSC, making the copy on the IRp to be truncated, with only 72
bp.

Other differences between the plastomes were observed in the IR/SSC borders (Fig. 2).
The ycfI gene is located in the SSC with a 3’ portion occupying the IR, producing a smaller
copy in the other IR. In Anathallis obovata this gene has a premature stop codon, and in Cattleya

crispata it is entirely in SSC, therefore the smaller copy is absent in this plastome. Similarly,
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the ndhF gene is absent in Cattleya coccinea and has a premature stop codon in Anathallis
obovata, while in both Masdevallia plastomes this gene is complete, overlapping 73 bp with
vefl, of which 64 bp are in IRA.

From the comparison of only four plastomes, three of them of subtribe Pleurothallidinae,
it was possible to observe a considerable molecular variation. This indicates that future studies
focused on the subtribe should sequence chloroplast genomes of more genera to understand the
molecular evolution of the group. Also, with the large amounts of data generated by the next
generation sequencing, explore variable molecular markers to be used in phylogenetic

inference.
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Table 1: List of genes identified in the plastome of Anathallis obovata.

Group of gene

Gene name

Gene expression machinery

Ribosomal RNA genes
Transfer RNA genes

Small subunit of ribosome

Large subunit of ribosome
DNA-dependent RNA polymerase
Translational initiation factor
Maturase

Genes for photosynthesis
Subunits of photosystem I (PSI)
Subunits of photosystem II (PSIT)

Subunits of cytochrome b4f
Subunits of ATP synthase
Subunits of NADH dehydrogenase

rrnd. 5% rrn5®; rrmil6%; rrm23°

trnA —UGC®; rnC —-GCA; trnD —GUC; trnE —UUC; trnF —
GAA; trnfM —CAU; trnG —-GCC; trnG —UCC?; trnH ~GUG;
trnl —CAU®; trnl —GAU®; rnK —UUU?; rnl —CAAP; trnl —
UAA?; trnl “UAG; trnM —CAU; trnN —GUUY; trnP —UGG;
trnQ ~UUG; trnR —~ACG®; trnR ~UCU; trnS —~GCU; trnS —
GGA; trnS -UGA; trnT -GGU; trnT -UGU; trnV —GACP;
trnV -UAC?, trnW —CCA; trnY -GUA

rps2; rps3; rpsd; rps7% rps8; rpsll; rps12®; rpsi4; rpsl 5,
rps16%; rps18; rps19°

rpI2®; rpll4; rpll 6% rpl20; 1pl22; rpl23°; 1pl32; rpl33; rpl36
rpoA; rpoB; rpoCI%; rpoC2

inf4

matK

psaA; psaB; psaC; psal, psaJ; ycf3*; ycf4

psbA; psbB; psbC;, psbD; psbE; psbF; psbH; psbI; psbJ, psbK;
psbL; psbM;, psbN;;, psbT, psbZ

petd; petB*; petD?; petG; petL; petN

atpA; atpB; atpE; atpF; atpH; atpl

ndhA®;, ndhB*®; ndhC; ndhD; ndhE; ndhF; ndhG; ndhH; ndhl,
ndhJ; ndhK

Large subunit of Rubisco rbeL
Other functions
Envelope membrane protein cemA
Subunit of acetyl-CoA carboxylase  accD
C-type cytochrome synthesis ccsA
Subunit of protease Clp clpP?
Component of TIC complex vefl®
Unknown function yef2°

®Genes containing introns

b Duplicated genes
¢ Partially duplicated genes

Table 2: General features of plastid genomes analysed in this study.

Plastome Total cpDNA  Length of LSC Length of IR Length of SSC % GC
size (bp) region (bp) regions (bp)  region (bp)

Anathallis obovata 155,515 83,722 26,930 17,933 37.1

Cattleya crispata 148,343 85,756 24,711 13,165 37.3

Masdevallia coccinea 157,423 84,957 27,009 18,448 36.8

Masdevallia picturata 156,045 84,948 26,534 18,029 36.9
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CONCLUSAO FINAL

Os resultados corroboram em grande parte a literatura quanto a
organizacao dos principas géneros da subtribo Pleurothallidinae nos grupos
artificiais, e posicionam o género Brachionidium como o mais basal da subtribo,
reforcando como sendo as caracteristicas mais basais da subtribo o habito
predominantemente reptante, flores solitarias ou inflorescéncias paucifloras e
multiplas polineas. Também estdo de acordo com trabalhos anteriores quanto
ao polifiletismo do género Anathallis, pois taxons pertencentes ao grupo
Acuminatae foram inclusos no clado referente a Stelis s.|. Bem como reforgam
que espécies pertencentes ao género Lankesteriana formam um grupo
monofilético que é irm&o do clado de Anathallis s.s., com alto suporte estatistico.
Porém, em contraste com a literatura, Stelis s.s. forma um clado dentro de Stelis
s.l.,, possibilitando o restabelecimento de géneros antigos como Condylago,
Crocodeilanthe, Dracontia, Mystacorchis e Uncifera, assim como abre a
possibilidade de que o grupo Acuminatae venha a ser elevado ao nivel de género
em trabalhos futuros.

Este trabalho representa a primeira investigagcdo acerca da existéncia de
significado evolutivo nos grupos morfologicos do género Anathallis, com a
conclusao de que somente Acuminatae e Margaritifera de fato representam
grupos naturais. Também de maneira inédita foram apresentadas analises
filogenéticas com uma amostragem robusta de Anathallis, com maior numero de
espécies e as espécies-tipo de todos os grupos morfologicos, além do
sequenciamento de seis regides moleculares (além das comumente utilizadas,
nriTS e matK) e da codificagéo de caracteres morfoldgicos.

Mesmo com a grande quantidade de dados empregados nas analises, nao
foi possivel obter uma resolucao satisfatoria dos nds internos de Anathallis, cuja
causa foi identificada como pouca variagdo molecular entre as espécies devido
ao baixo comprimento dos ramos observado nas analises de inferéncia
Bayesiana e provavelmente a origem recente do grupo. Isso indica a
necessidade de estudos filogenéticos que utilizem marcadores moleculares

ainda mais variaveis para desvendar as relagdes infragenéricas de Anathallis.
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Ainda, neste estudo foi verificada uma grande melhora na informatividade
das analises filogenéticas com a inclusdo de dados morfoldgicos, que até entédo
nao eram codificados em analises moleculares em Pleurothallidinae devido ao
grande numero de homoplasias. Assim, a codificacdo de mais caracteres
morfoldgicos, principalmente florais e micromorfolégicos, € viavel e pode ser
decisiva para a separacao de espécies muito proximas molecularmente como
em Anathallis.

Estudos gendmicos em Pleurothallidinae sdo ainda mais urgentes, pois um
conhecimento mais robusto acerca da biologia molecular do grupo pode indicar
regides do genoma ainda melhores a serem exploradas em analises
filogenéticas. Este trabalho, ainda, da um pontapé inicial na area de pesquisa
gendmica na subtribo ao sequenciar o genoma cloroplastidial completo de
Anathallis obovata e compara-lo com plastomas de espécies proximas. A partir
disso, foram observadas diferengas na composi¢cdo dos genes ndh entre os
plastomas de Pleurothallidinae e Laeliinae, além de variagdes nas bordas das
IRs e diferentes processos de pseudogenizacao entre o plastoma de Anathallis
obovata e os de outras pleurotalidineas. Esses resultados abrem caminhos para
futuros estudos genémicos na subtribo, com o sequenciamento de genomas de
mais espécies de diferentes grupos para a realizacdo de analises comparativas

e filogenémicas, e, com isso, compreender a dindmica evolutiva do grupo.
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