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RESUMO

Chromolaena DC. (Asteraceae, Eupatorieae), anteriormente subordinado a Eupatorium L., ¢
conhecido por ser um género taxonomicamente desafiador, abrangendo numerosos complexos
de espécies e taxons de dificil delimitacdo. Entre estes, destaca-se o complexo C. congesta,
um grupo informal de dez espécies nativas do sudeste da América do Sul e circunscrito com
base em similaridade morfoldgica e distribuigdo geografica comum. Em grupos de taxonomia
complexa, onde abordagens morfoldgicas tradicionais falham em esclarecer as circunscrigdes
dos taxons, faz-se desejavel o emprego de multiplas linhas de evidéncia, constituindo o que ¢
conhecido como taxonomia integrativa. Neste sentido, o presente estudo objetivou a
integracdo de diferentes linhas de evidéncia para auxiliar na delimitagdo dos tédxons
circunscritos no complexo C. congesta. Para este fim, foram conduzidas andlises
morfométricas de agrupamento, visando testar as delimitagdes morfologicas das espécies e
detectar caracteristicas uUteis para sua identificacdo; andlises de modelagem de distribuicao
geografica, visando detectar diferentes padrdes de distribuicdo e preferéncias climaticas entre
as espécies do complexo; e analises filogenéticas com marcadores moleculares, visando
reconstruir as relagcdes de parentesco entre os taxons e testar seu monofiletismo e
posicionamento em Chromolaena. Por meio dos resultados obtidos, foi possivel detectar a
necessidade de alterar a circunscricdo de pelo menos seis espécies - C. ascendens, C.
congesta, C. elliptica, C. hirsuta, C. latisquamulosa e C. squarrulosa - para contemplar ou
excluir populagdes consideradas morfologicamente atipicas ou com diferentes padrdes de
distribuicdo e preferéncias climaticas. Além disso, foi obtido suporte para duas novidades
taxonOmicas, sendo uma delas o reconhecimento como taxon a parte de uma variedade
tradicionalmente tratada em sinonimia,; e a outra consistindo de uma espécie inédita para a
ciéncia. Os resultados dessa tese também permitiram contestar sinonimias anteriormente
propostas, bem como indicar a necessidade de sinonimizar C. xylorhiza sob C. ascendens.
Estes resultados foram sumarizados em uma sinopse contendo chave de identificacdo
atualizada, comentarios pertinentes sobre o conceito de cada uma das espécies e avaliagdes de
grau de ameaga para cada taxon. Este estudo contribuiu para a atualizagdo do conhecimento
sobre o complexo C. congesta ¢ do género Chromolaena como um todo, enquanto também
indicou a necessidade de realizacao de estudos adicionais visando responder questdes ainda

persistentes.

Palavras-chave: Campos sulinos, complexo de espécies, Filogenética, Morfometria,

Modelagem de distribui¢cdo, Taxonomia Integrativa



ABSTRACT

Chromolaena DC. (Asteraceae, Eupatorieae), previously included in Eupatorium L., is well
known for being a taxonomically challenging genus, comprehending many species complexes
and taxa with unclear circumscriptions. Among them, there is the C. congesta complex, an
informal group of ten species native to southeastern South America and circumscribed based
on morphological evidence and common geographic distribution. In taxonomically
challenging groups, where traditional morphological methods fail in solving the
circumscription of taxa, it is necessary to apply multiple lines of evidence, which is known as
integrative taxonomy. In this context, the present study aimed to integrate different lines of
evidence to aid in the delimitation of the taxa included in the C. congesta complex. To this
end, this thesis includes morphometric clustering analyses, with the objective of testing the
morphological delimitation of the species and and searching for informative traits to aid in
their identification; species distribution modelling, aiming to detect different distribution
patterns and climatic preferences among the species of the complex; and phylogenetic
analyses with molecular markers, aiming to reconstruct the evolutionary relationships among
the taxa and to test their monophiletism and positioning in Chromolaena. Our results indicate
the need to modify the circumscription of at least six species - C. ascendens, C. congesta, C.
elliptica, C. hirsuta, C. latisquamulosa ¢ C. squarrulosa - to contemplate or to exclude
populations with atypical morphological traits or with different distribution patterns and
climatic preferences. Furthermore, these results also support two new taxonomic novelties,
one of them consisting in the recognition as species of a variety of Eupatorium traditionally
treated as a synonym and its recombination to Chromolaena; and the other consisting of the
description of a new species. The results of this thesis also confront traditionally held
synonyms and suggest the treatment of C. xylorhiza as a synonym of C. ascendens. These
results were summarized in a synopsis including an updated identification key, commentaries
on the concept of each species and evaluations of conservation status for each taxon. This
study has contributed to updating the current knowledge about the C. congesta complex and
the Chromolaena genus as a whole, while also pointing towards further research to be

conducted to solve questions still unanswered.

Keywords: Integrative Taxonomy, Morphometrics, Phylogeny, Southern Grasslands, Species
Complex, Species Distribution Modelling
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APRESENTACAO

Esta tese encontra-se dividida em quatro capitulos, enumerados abaixo, antecedidos
por uma Introdu¢do Geral e sucedidos pelas Consideragdes Finais.

Os trés primeiros capitulos encontram-se redigidos em inglés, na forma de artigos
cientificos, de acordo com as instrugdes especificas dos periddicos aos quais foram/serao
submetidos para publicacao.

Os capitulos incluidos nesta tese sdo:

1. Capitulo I, intitulado “Morphometric studies suggest taxonomic changes in a
species complex in Chromolaena (Asteraceae, Eupatorieae, Praxelinae)”, redigido
de acordo com as instrugdes do periddico Acta Botanica Brasilica, ao qual foi
submetido e encontra-se em fase final de revisao.

2. Capitulo II, intitulado “Do climate niche and species distribution support taxa
delimitation in Chromolaena (Asteraceae, Eupatorieae)?”, redigido de acordo com
as instrugdes do periddico Australian Journal of Botany, ao qual serd submetido.

3. Capitulo III, intitulado “Towards a better understanding of the Chromolaena
congesta complex (Asteraceae, Eupatorieae): updated synopsis with taxonomic
novelties”, redigido de acordo com as instrugdes do periddico Phytotaxa, ao qual serad
submetido.

4. Capitulo IV, intitulado “Andlises filogenéticas preliminares do complexo
Chromolaena congesta (Asteraceae, Eupatorieae, Praxelinae)”, redigido em

portugueés.
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INTRODUCAO GERAL

1. Taxonomia Integrativa

A taxonomia integrativa pode ser definida como uma abordagem para descrever e
delimitar espécies por meio da integracao de diferentes tipos de dados e metodologias (Pante
et al. 2015). Levando-se em consideragao a necessidade de delimitagcdo objetiva de espécies e
as limitacdes impostas pela abordagem morfolégica tradicional, o uso integrativo de
diferentes ferramentas faz-se extremamente desejavel na taxonomia (Dayrat 2005). Este
topico tem se tornado cada vez mais popular nas ultimas décadas a medida que novas
ferramentas e metodologias de andlise sdo desenvolvidas e a medida que novas formas de
integrar diferentes areas do conhecimento a taxonomia bioldgica sdo desenvolvidas. Neste
sentido, inumeras publicacdes debrucam-se especificamente sobre a necessidade, a
importincia e as metodologias de trabalho pertinentes a taxonomia (ou biologia) integrativa.
Alguns exemplos incluem Wake (2003), Dayrat (2005), Schlick-Steiner et al. (2010), Padial
et al. (2010) e Pante et al. (2015).

Outro aspecto central para o desenvolvimento de estudos taxondmicos € o conceito de
espécie. Assim como os métodos utilizados para defini-lo, o proprio conceito de espécie
continua sendo debatido nas ultimas décadas, particularmente a luz da taxonomia integrativa
(Mayr 1996; de Queiroz 2005, 2007; Duminil & Di Michele 2009; Naciri & Linder 2015). A
discussdo a respeito do conceito e da forma mais adequada para a delimitacao de espécies ¢ de
extrema importancia para a biologia em geral (de Queiroz 2005), tendo em vista a ampla
gama de conceitos e estudos baseados em comparagdo de espécies. Segundo de Queiroz
(2005), o chamado “species problem” ¢ origindrio da dificuldade encontrada por bidlogos
para satisfatoriamente definir qual a natureza e a delimitagao de uma espécie, um problema
que ja havia sido identificado anteriormente por autores como Mayr (1957) e Dobzhansky
(1976). Neste estudo, ¢ adotado um conceito unificado de espécie, o qual baseia-se na
integracdo de multiplas linhas de evidéncia, isto ¢, em taxonomia integrativa. Este ponto de
vista tem sido cada vez mais adotado por pesquisadores (Padial et al. 2010), tanto por
taxonomistas quanto por pesquisadores de areas correlatas.

Neste contexto, o estudo aqui apresentado consiste na aplicacdo de taxonomia
integrativa e de um conceito unificado de espécie em um complexo de espécies pertencente ao
género Chromolaena DC., o qual insere-se em Praxelinae R.M.King & H.Rob., Eupatorieae

Cass. e Asteraceae Bercht. & J.Presl.
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2. Contextualizacdo Taxonomica

Asteraceae ¢ uma das maiores, se ndo a maior familia de Angiospermas (Funk ef al.
2009), com ca. 25.000 espécies e entre 1.600-1.700 géneros. A familia possui distribuicao
cosmopolita e ¢ caracterizada por uma ampla gama de caracteristicas morfolégicas, como a
inflorescéncia do tipo capitulo, as anteras sinanteras, o calice profundamente modificado em
papus e os frutos do tipo cipsela (Bremer 1994; Funk et al. 2009). Apesar do monofiletismo
de Asteraceae jamais ter sido questionado, a classificacdo da familia tem sofrido grandes
modifica¢des nas ultimas décadas, tanto do ponto de vista de alteragdes na circunscri¢do de
tribos e subfamilias quanto na redefinicdo de géneros (i.e. King & Robinson 1987; Panero &
Funk 2008; Robinson 2009; Sancho et al. 2013; Panero & Crozier 2016; Susanna et al. 2020).
Segundo a classificagdo mais recente, Asteraceae encontra-se dividida em 16 subfamilias e 50
tribos (Susanna et al. 2020). No Brasil, ocorrem 30 tribos, ca. 2.200 espécies e ca. 320
géneros (Roque et al. 2020), distribuidas ao longo de todos os estados e dos biomas do pais
(Roque et al. 2017).

Entre as tribos atualmente aceitas, Eupatoriecac ¢ uma das 13 adotadas na primeira
classificagdo proposta por Cassini (1819), tendo sido tradicionalmente reconhecida sem
grandes modificagdes em sua circunscricdo desde entdo (King & Robinson 1987, Bremer
1994). Eupatorieae consiste de uma das maiores tribos de Asteraceae, abrangendo ca.
2.000-2.500 espécies (King & Robinson 1987) e ca. 185 géneros (Rivera ef al. 2016), os quais
se distribuem principalmente pelo Novo Mundo. Apesar de seu conceito tribal ter
permanecido relativamente estavel ao longo das décadas, a classificacdo de Eupatoricaec em
subtribos e géneros foi drasticamente modificada ao longo do final do século XX devido a
fragmentacdo do tradicional género FEupatorium L. em mais de 100 géneros novos ou
re-estabelecidos (King & Robinson 1987) e posterior divisdo da tribo em 19 subtribos
(Robinson et al. 2009). Por ser baseada principalmente em microcaracteres de dificil
observagdo, a classificagdo de King & Robinson (1987) sofreu muita resisténcia e foi pouco
reconhecida por muito tempo (i.e. Matzenbacher 1969; Cabrera & Klein 1989; Cabrera ef al.
1996), apesar de consistir de uma das melhores tentativas de administrar o conceito artificial
de Eupatorium até entdo (Bremer 1994). Atualmente, estudos filogenéticos recentes indicam
que, apesar de Eupatorium s.l. consistir de um gé€nero polifilético e Eupatorium s.s. de um
grupo monofilético (Schilling et al. 1999; Schmidt & Schilling 2000), muitos dos demais
géneros atualmente reconhecidos ndo formam grupos monofiléticos (Rivera et al. 2016),
sendo necessario novos estudos a fim de melhor esclarecer as relagdes e circunscrigcdes dos

géneros e subtribos de Eupatorieae.
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Praxelinae foi uma das subtribos criadas durante a fragmentacao de Eupatorium,
incluindo os géneros Chromolaena, Eitenia R.M.King & H.Rob., Eupatoriopsis R M.King &
H.Rob., Lomatozona Baker, Osmiopsis R.M.King & H.Rob., Praxeliopsis G.M.Barroso e
Praxelis Cass. (King & Robinson 1980). A subtribo inclui ca. 190 espécies, das quais 90%
encontram-se presentemente circunscritas em Chromolaena (King & Robinson 1987; Bremer
1994; Robinson et al. 2009), e ocorre predominantemente ao longo do continente Americano,
com poucas espécies de Chromolaena e Praxelis ocorrendo como introduzidas em outras
partes do mundo (King & Robinson 1987). Praxelinae caracteriza-se principalmente pelos
involucros completamente deciduos quando da maturagdo dos frutos, uma caracteristica
incomum em Eupatorieae e facilmente reconhecivel em campo (King & Robinson 1987).
Estudos filogenéticos recentes indicam o monofiletismo de Praxelinae, ainda que a
delimitacdo dos gé€neros provavelmente precise ser reajustada para torna-los monofiléticos
(Rivera et al. 2016).

Chromolaena ¢ um dos maiores géneros oriundos da segregac¢do de Eupatorium,
incluindo ca. 170 espécies distribuidas do sul dos Estados Unidos ao norte da Argentina (King
& Robinson 1987; Bremer 1994). O género pode ser diferenciado do restante da subtribo pelo
involucro imbricado, em geral de aspecto cilindrico; pelas cipselas prismaticas, nao
comprimidas; pelo papus de numerosas cerdas escabrosas, todas do mesmo tamanho; e pelos
lobos da corola iguais entre si (King & Robinson 1970). Chromolaena ¢ o maior género
segregado de Eupatorium a ocorrer no Brasil (Esteves 2001), onde s3o atualmente
reconhecidas 69 espécies, fazendo com que Chromolaena também seja o segundo maior
género de Eupatorieae encontrado no Brasil, atrds apenas de Mikania Willd. (Christ &
Reboucas 2020). Este género ja era considerado um grupo natural e morfologicamente
coerente mesmo antes da segregacdo de Eupatorium, quando a maioria das espécies
atualmente circunscritas em Chromolaena pertenciam a E. sect. Cylindrocephalum DC.
Apesar disso, sua taxonomia ¢ considerada problematica do ponto de vista de delimitagao de
espécies, uma vez que muitas delas apresentam grande semelhanca morfologica superficial
(Barroso 1950). Neste sentido, ndo ¢ incomum encontrar problemas de circunscricdo ou
dificuldade para identificagdo de algumas espécies, destacando-se como exemplos taxons
como C. horminoides DC., C. leucocephala Gardner, C. maximiliani (Schrad. ex DC.)
R.M.King & H.Rob., C. odorata (L.) RM.King & H.Rob. e C. squalida (DC.) RM.King &
H.Rob., sendo possivel reconhecer diversos grupos informais ou complexos de espécies em

Chromolaena (Christ & Rebougas 2020).
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No que tange a taxonomia e sistematica de Chromolaena, ainda nao sao conhecidos
estudos integrativos focados na delimitagdo e identificacdo de espécies neste género. Os
poucos estudos taxondmicos produzidos com Chromolaena desde sua separacdo de
Eupatorium focam exclusivamente na delimitagdo de espécies com base em um um conceito
morfologico (e.g. Esteves 2001; Rodriguez-Cabeza 2013; Perez 2019; Christ & Ritter 2019).
Além disso, estudos puramente descritivos com outros tipos de ferramentas também nao sao
frequentes com este género. Entre os poucos estudos encontrados, destacam-se Rodriguez et
al. (2014), que desenvolvem um estudo citologico de uma espécie de Chromolaena nativa da
Colombia; e Oliveira et al. (2017), que conduzem um estudo quimiotaxonémico com C.

congesta (Hook. & Arn.) R.M.King & H.Rob.

3. Revisao bibliografica do complexo Chromolaena congesta

Um dos varios complexos de espécie identificados até o momento em Chromolaena ¢é
o complexo Chromolaena congesta, circunscrito por Christ & Ritter (2019) com base em
caracteristicas morfoldgicas, na distribuicdo geografica das espécies e na sua tumultuada
historia taxondmica. De acordo com a circunscri¢do original de Christ & Ritter (2019), estdao
inclusas neste complexo as espécies C. ascendens (Sch.Bip.) R.M.King & H.Rob., C.
caaguazuensis (Hieron.) R.M.King & H.Rob., C. congesta, C. elliptica (Hook. & Arn.)
R.M.King & H.Rob., C. gentianoides (B.L.Rob.) RM.King & H.Rob, C. hirsuta (Hook. &
Arn.) RM.King & H.Rob., C. latisquamulosa (Hieron.) R.M.King & H.Rob, C. rhinanthacea
(DC.) RM.King & H.Rob., C. squarrulosa (Hook. & Arn.) RM.King & H.Rob. ¢ C.
xylorhiza (Sch.Bip.) R M.King & H.Rob. Além destes nomes validos, sdo conhecidos neste
complexo taxons atualmente tratados em sinonimia, mas que ja foram reconhecidos como
entidades validas por outros autores, como Eupatorium ascendens var. parcisetosum B.L.Rob.
e E. caaguazuense var. nervosum Chodat.

Morfologicamente, este grupo de espécies caracteriza-se pela presenca comum de
estruturas subterraneas de resisténcia, em geral xilopodios; pelo porte subarbustivo em geral
diminuto (menos de 0,5 m de altura); pelos capitulos com ca. 6-15 flores, densamente
agrupados em capitulescéncias geralmente corimbiformes terminais; e pela presenca de
tricomas glandulares capitados principalmente na face abaxial das folhas, nos apices das
bracteas involucrais € nos lobos das corolas. Estas caracteristicas, entretanto, possuem
numerosas variagdes entre as espécies do complexo: C. squarrulosa, por exemplo, pode
apresentar até ca. 25-30 flores em seus -capitulos, enquanto C. gentianoides, C.

latisquamulosa e C. rhinanthacea comumente ndo apresentam tricomas glandulares em
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nenhuma de suas estruturas (Christ & Ritter 2019). O complexo C. congesta ¢ um grupo de
espécies recorrente nas formagdes campestres do sudeste da América do Sul, distribuindo-se
do sudeste brasileiro (estados de Minas Gerais e Sdo Paulo) até o nordeste da Argentina e do
leste do Paraguai até a costa do Atlantico no Brasil, sendo mais proeminente nos trés estados
do sul do Brasil, onde ocorrem pelo menos sete das suas dez espécies (Christ & Ritter 2019;
Christ & Rebougas 2020).

Além da semelhanga morfoldgica e da distribui¢do geografica comum, outro fator
contribuinte para a circunscri¢cdo deste complexo de espécies € seu historico taxondmico, o
qual envolve tratamentos e circunscri¢des inconstantes por diferentes autores e resultou em
numerosos problemas de identificagdo. A Tabela 1 inclui uma sintese dos principais estudos
taxonOmicos a tratarem das espécies do complexo C. congesta, leia-se: Baker (1876) e
Barroso (1950), para todo o territorio do Brasil; Matzenbacher (1979), para o estado do Rio
Grande do Sul; Cabrera & Klein (1989), para o estado de Santa Catarina; Cabrera et al.
(1996), para o Paraguai; Freire & Ariza Espinar (2014), para a Argentina; Perez (2019), para
o Uruguai; e Christ & Reboucas (2020), também para o Brasil. As conexdes entre as espécies
encontram-se sumarizadas na Figura 1 e sdo discutidas em detalhe a seguir, assim como as

particularidades de cada uma e seus principais problemas taxondmicos.
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Tabela 1. Sintese dos principais estudos taxondmicos a abordarem espécies do complexo C. congesta. A coluna

mais a esquerda apresenta os nomes atualmente aceitos para as espécies do complexo, e as demais apresentam os
nomes utilizados por cada autor para referir-se as espécies. Espacos preenchidos por um trago (-) sinalizam a

auséncia

tao.

Omico em ques

do tratamento taxon

axon

do t

16



memes  Conexfo morfoldgica
Emm— Prob. identificacio

GRS Sinonimia
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Figura 1. Conexdes observadas entre as espécies do complexo Chromolaena congesta. Conexdes morfologicas
indicam similaridade morfoldégica entre os taxons, enquanto problemas de identificag@o sinalizam os principais
casos de identificagdes trocadas entre diferentes espécies. Uma conexdo do tipo “Téaxon subordinado” indica que
a espécie no inicio da seta ja foi tratada como variedade da espécie ao final da seta. Espécies: A. C.
caaguazuensis. B. C. hirsuta. C. C. elliptica. D. C. rhinanthacea. E. C. ascendens. F. C. congesta. G. C.
xylorhiza. H. C. squarrulosa. 1. C. latisquamulosa. J. C. gentianoides. Imagens: Anderson Christ (imagens de
campo) e Plataforma JStor (imagens de herbario).

3.1. Chromolaena ascendens (Sch.Bip.) R.M.King & H.Rob. e Eupatorium
ascendens var. parcisetosum B.L.Rob.

C. ascendens ¢ restrita ao Brasil, sendo conhecida para os estados de Minas Gerais,
Sdo Paulo e Rio de Janeiro e com ocorréncia incerta para os estados do Parand e Santa
Catarina (Christ & Rebougas 2020). A espécie € tipica de campos gerais, ocorrendo tanto nos
biomas Cerrado quanto Mata Atlantica (Christ & Rebougas 2020). Apesar de indicagdes de
ocorréncia em outros estados do Brasil, como Rio Grande do Sul, ou de paises limitrofes
como Argentina e Paraguai, ndo ha registros de individuos com morfologias tipicas de C.
ascendens nessas localidades (Christ & Ritter 2019).

A descrigdo original da espécie foi publicada em Baker (1876), tendo sido baseada em
um manuscrito de Schult-Bipontinus para uma espécie denominada por ele de Osmia
ascendens Sch.Bip. Entre as caracteristicas ressaltadas na obra para a delimitagdo da espécie,
estdo o indumento griseo-tomentoso da face abaxial das folhas, que sdo crassas e
regularmente crenadas nas margens, o indumento tomentoso dos caules e ramos e os capitulos
com 15-17 flores. Entretanto, ndo houve designacdo de um tipo na descri¢do da espécie, € 0s

sintipos indicados por Baker (1876) apresentam grande variagdo morfologica nestes
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caracteres, sobretudo o espécime Sellow 574. Este espécime apresenta caracteristicas
morfoldgicas bastante distintas das descritas por Schultz-Bipontinus, e provavelmente se trata
de um espécime de Eupatorium caaguazuense var. nervosum Chodat, variedade ainda nao
descrita quando da descri¢do de E. ascendens. Este cenario contribui para a dificuldade de
delimitar objetivamente esta espécie desde sua descricao original, o que s6 foi parcialmente
resolvido quando Freire & Ariza Espinar (2014) propuseram a escolha de um destes sintipos
em um lectétipo (Martius 798). De acordo com os espécimes citados por Baker (1876), E.
ascendens estaria provavelmente restrito ao estado de Minas Gerais.

Robinson (1923) descreveu E. ascendens var. parcisetosum B.L.Rob. com base em
uma coleta de Saint-Hilaire feita no Rio Grande do Sul. Segundo o autor, esta variedade difere
da variedade tipica essencialmente pelo indumento menos denso nos ramos e folhas e pela
distribuicao geografica: E. ascendens var. parcisetosum ocorreria exclusivamente no Rio
Grande do Sul. Este posicionamento ¢ seguido por Barroso (1950), Matzenbacher (1979),
Cabrera & Klein (1989) e Christ & Ritter (2019). Entretanto, o nome varietal caiu em desuso
com o passar do tempo, e, apés a fragmentacdo de Eupatorium e recombinacdo de E.
ascendens em C. ascendens, tornou-se usual identificar espécimes previamente assinalados a
E. ascendens var. parcisetosum apenas como C. ascendens, fazendo com que um taxon
descrito inicialmente apenas para Minas Gerais passasse a figurar na flora do Rio Grande do
Sul.

Os problemas de identificacdo entre C. ascendens, E. ascendens var. parcisetosum € as
demais espécies do complexo acentuaram-se com os tratamentos taxonOmicos inconstantes
produzidos nas décadas subsequentes. Cabrera et al. (1996), Freire & Ariza Espinar (2014) e
Perez (2019) consideram C. ascendens como sindnimo de C. squarrulosa, enquanto Barroso
(1950), Matzenbacher (1979), Cabrera & Klein (1989), Christ & Ritter (2019) e Christ &
Rebougas (2020) discordam deste posicionamento, considerando ambas como espécies
distintas com base principalmente nas caracteristicas gerais dos involucros e no formato e
indumento das folhas. Christ & Ritter (2019) também enfatizam a distribui¢do geografica de
C. ascendens como determinante para discordar desta sinonimia: C. ascendens ¢ considerada
uma espécie endémica do Brasil, uma vez que ndo foram encontrados espécimes com
morfologias tipicas desta espécie em outros paises, enquanto que C. squarrulosa distribui-se
também pela Argentina, Paraguai e Uruguai. E. ascendens var. parcisetosum, por sua vez, ¢
tratada por Cabrera et al. (1996), Freire & Ariza Espinar (2014), Christ & Ritter (2019), Perez
(2019) e Christ & Rebougas (2020) como sindnimo de C. squarrulosa. Apesar disto, Christ &

Ritter (2019) sinalizam que existem numerosas diferencas morfologicas entre esta variedade e
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a morfologia tipica de C. squarrulosa, e indicam que esta sinonimia se mantém devido a
intermediarios morfologicos que dificultam a separagdo completa de E. ascendens var.
parcisetosum desta espécie. Estes autores, entretanto, enfatizam a necessidade da realizacdo
de estudos subsequentes a fim de melhor investigar a relagdo morfoldgica entre estes
fenotipos.

A ocorréncia de C. ascendens no sul do Brasil, especificamente no Paranad e em Santa
Catarina, permanece dubia. Apesar de Christ & Ritter (2019) indicarem a ocorréncia desta
espécie nestes estados, os espécimes assinalados a esta espécie e usados como testemunho
apresentam variagdes morfologicas notaveis em relacdo ao fenotipo tipico, razdo pela qual
Christ & Reboucas (2020) optaram por indicar C. ascendens como apenas possivelmente

ocorrente no Sul do Brasil.

3.2. Chromolaena caaguazuensis (Hieron.) R.M.King & H.Rob. e Eupatorium
caaguazuense var. nervosum Chodat

C. caaguazuensis foi descrita como Eupatorium caaguazuense por Hieronymus (1897)
com base em Balansa 951, coletada na localidade de Caaguazi, no Paraguai. No ato de
descricao da espécie, Hieronymus frisa a semelhanca entre sua nova espécie e E. congestum e
E. bracteatum (sindnimos de C. congesta), sendo as principais caracteristicas morfologicas
usadas pelo autor para delimitar sua nova espécie o formato cordiforme das bases das folhas e
o menor numero de flores nos capitulos. Freire & Ariza Espinar (2014) indicam um exemplar
depositado no herbario G como lectotipo de E. caaguazuense, uma vez que, até entdo,
existiam diversos sintipos em diversos herbarios identificados como Balansa 951.
Posteriormente, Perez (2019) conduziu uma lectotipificacdo secundaria a fim de especificar
qual o espécime de Balansa 951 depositado no herbario G que deve ser considerado o
lectotipo.

A espécie era tradicionalmente conhecida apenas para a regido oriental do Paraguai e
para a provincia de Misiones, na Argentina, mas estudos recentes tém ampliado sua
distribuicdo geografica. A ocorréncia desta espécie no Brasil, especificamente para o Rio
Grande do Sul, ja foi anteriormente sinalizada por Augusto (1946), Barroso (1950), Barroso
(1952) e Cabrera et al. (1996) e sugerida por Matzenbacher (1979), em alguns casos inclusive
com indica¢do de material examinado. Entretanto, os espécimes listados por estes autores
tratavam-se sempre de espécimes de C. congesta identificados incorretamente, de modo que a
ocorréncia de C. caaguazuensis no Rio Grande do Sul nunca foi confirmada. Por outro lado,

Christ & Rebougas (2020) confirmam a ocorréncia desta espécie no Brasil pela primeira vez
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com base em espécimes corretamente identificados, indicando sua ocorréncia no estado do
Mato Grosso do Sul, em geral préxima a fronteira com o Paraguai. Além disso, Perez (2019)
reportou a ocorréncia desta espécie para o Uruguai pela primeira vez.

E. caaguazuense var. nervosum foi descrito por Chodat (1902) com base em Balansa
942, em Caaguazu, ¢ em Hassler 4567, proveniente de Carimbatay, esta ultima designada
como lectotipo por Freire & Ariza Espinar (2014). De todas as variedades de E. caaguazuense
jé descritas, esta ¢ a unica que jamais foi considerada sindnimo da variedade tipica, devido as
dissimilaridades morfologicas existentes entre ambas. Eupatorium caaguazuense var.
nervosum difere da variedade tipica sobretudo pelas laminas foliares maiores e mais robustas,
com a nervagdo distintamente reticulada e emersa na face abaxial e pelo maior nimero de
flores nos capitulos. Apesar disso, esta variedade jamais foi tratada como uma espécie a parte,
tendo sido considerada sinonimo de C. squarrulosa por Cabrera et al. (1996), Freire & Ariza
Espinar (2014), Christ & Ritter (2019) e Christ & Rebougas (2020). Apesar disto, o
indumento dos caules e folhas e as caracteristicas gerais do involucro permitem a
diferenciagdo desta variedade do fendtipo tipico de C. squarrulosa, sugerindo que estudos

aprofundados com estes tdxons devem ser conduzidos para elucidar a circunscricao de ambos.

3.3. Chromolaena congesta (Hook. & Arn.) R.M.King & H.Rob.

Chromolaena congesta foi descrita como Eupatorium congestum por Hooker & Arnott
(1836) com base em uma coleta de Tweedie proveniente provavelmente do Uruguai. Na
descricdo da espécie, os autores ndo enfatizam nenhuma caracteristica morfologica em
particular que seja diagnostica, apenas ressaltando que a mesma se aproxima grandemente de
E. bracteatum Hook. & Arn., descrita na mesma pagina, da qual difere pela auséncia de
bracteas subinvolucrais abaixo dos capitulos. Em Baker (1876), a espécie aparece sob o nome
de E. tozziifolium DC., espécie descrita por Candolle (1836) com base em uma coleta de
Gaudichaud em Sao Paulo e também considerada tradicionalmente um sindénimo de C.
congesta. Barroso (1950), Matzenbacher (1979), Cabrera & Klein (1989), Esteves (2001),
Christ & Ritter (2018) e Christ & Reboucas (2020) concordam com estas sinonimias.

Segundo Christ & Ritter (2019), C. congesta ¢ uma espécie tipica dos campos de Mata
Atlantica nos estados da regidao sul do Brasil, onde ¢ uma das mais frequentes espécies de
Chromolaena neste tipo de ambiente. A espécie também € citada para os estados de Sao
Paulo, Minas Gerais e Mato Grosso do Sul, e, fora do Brasil, sua ocorréncia ¢ indicada para o

Uruguai, a Argentina e o Paraguai. Cabrera et al. (1996), Freire & Ariza Espinar (2014) e
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Perez (2019) consideram C. congesta como sindnimo de C. squarrulosa, resultando em um
cenario onde a espécie ¢ reconhecida como taxon valido apenas no Brasil.

A inclusdo de C. ascendens nesta sinonimia por estes mesmos autores dificulta mais a
manutengdo de C. congesta e C. ascendens. Ambas espécies possuem certa semelhanga
superficial, diferindo uma da outra sobretudo pelo indumento de caules e folhas, pelo numero
de flores nos capitulos e pelo indumento das cipselas. Apesar de C. ascendens ser tipica dos
estados de S@o Paulo e Minas Gerais, onde ha registros de poucas populacdes de C. congesta,
problemas de identificagdo entre estas espécies sdo comuns principalmente no sul do Brasil,
devido a problematica envolvendo a identificagdo de E. ascendens var. parcisetosum e ao fato
deste nome varietal ter caido em desuso em favor apenas de E. ascendens ou C. ascendens.
Soma-se a isto o fato de que os poucos trabalhos a fornecerem descrigdes tanto para E.
congestum quanto para E. ascendens var. parcisetosum, como Matzenbacher (1979) e Cabrera
& Klein (1989), basearem suas descrigdes comumente em espécimes identificados
incorretamente, resultando em um cenério em que C. congesta e C. ascendens acabam sendo
conectadas por problemas de identificagdo e circunscrigdo apesar de praticamente nao
co-ocorrerem.

Outro fator problematico envolvendo esta espécie € sua proximidade morfoldgica com
C. hirsuta, a qual também se reflete na historia taxondmica de ambas as espécies. Malme
(1933) ja indicou a existéncia de possiveis hibridos entre ambas as espécies, e Christ & Ritter
(2019) ressaltam a grande quantidade de individuos com morfologias intermedidrias
conectando ambas as espécies, de modo que, muitas vezes, torna-se muito dificil tomar
decisdes taxonOmicas envolvendo estes taxons. Candolle (1836), na descrigdo de E.
tozziifolium, também indica a proximidade desta espécie com E. bartsiifolium DC., sinbnimo
de C. hirsuta. Cabrera & Vittet (1963), por sua vez, reduzem o basionimo de C. hirsuta, E.
hirsutum Hook. & Arn., a uma variedade de E. congestum, também reforcando uma relagao
de proximidade entre ambos tdxons. Por fim, E. congestum var. truncatum, descrito por
Hassler (1916) com base em material coletado no Paraguai, é atualmente considerado
sinonimo de C. hirsuta. Ambas as espécies vém sendo tradicionalmente separadas com base
principalmente no formato das folhas e na filotaxia, que ¢ oposta em C. congesta e
predominantemente alterna em C. hirsuta. Os individuos com morfologias intermediarias
encontrados, entretanto, desafiam essa diferencia¢do, indicando que caracteres morfologicos
tradicionais podem ndo bastar para delimitar ambas as espécies.

Também ¢ notavel o gradiente morfologico observado entre C. congesta e C.

latisquamulosa sobretudo nos campos de altitude do Rio Grande do Sul, onde ¢ comum a
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ocorréncia no campo individuos com morfologias intermediarias co-ocorrendo com
individuos tipicos de ambas as espécies. De modo geral, C. congesta e C. latisquamulosa
podem ser diferenciadas pelo formato das folhas, pelo habito e pelo indumento de folhas e
involucros (Christ & Ritter 2019). Os intermedidrios encontrados, entretanto, dificultam a
identificacao de C. congesta nas regides de altitude do sul do Brasil.

A auséncia de bons caracteres diagnosticos indicados pelos autores do nome reforga a
dificuldade de identificagdo de C. congesta. Existe certa dificuldade na separa¢do do
morfotipo tipico de C. congesta dos morfotipos caracteristicos de outras espécies
semelhantes, em grande parte devido a auséncia de caracteres diagnosticos, mas também
devido a variagcdes morfologicas inter e intraespecificas. Muitos individuos com morfologias
consideradas atipicas para as demais espécies do grupo C. congesta acabam sendo atribuidas a
C. congesta, que assume o papel de “espécie guarda-chuva” para acomodar morfotipos de
dificil identificagdo. As relagdes entre estes morfotipos € possiveis explicagcdes para suas
origens ainda ndo estdo claras, requerendo estudos focados na sistematica e na evolucao deste

grupo para serem melhor compreendidas.

3.4. Chromolaena elliptica (Hook. & Arn.) RM.King & H.Rob.

Esta espécie foi descrita como Eupatorium ellipticum por Hooker & Arnott (1836),
com base em uma coleta de Tweedie do Rio Grande do Sul, atualmente depositada no
herbario K. Baker (1876), ao compilar material referente a E. rhinanthaceum DC. na Flora
Brasiliensis, erroneamente atribuiu o espécime-tipo de E. ellipticum a esta espécie, entretanto,
sem inserir este bindmio sob a sinonimia do primeiro. Segundo Robinson (1933), isto foi um
equivoco de Baker, o qual resultou no negligenciamento de E. ellipticum até sua redescoberta
nesta mesma publicagdo. Christ & Ritter (2019) concordam com Robinson (1933) quanto ao
equivoco de Baker (1876) e quanto a manutencdo de C. elliptica e C. rhinanthacea como
espécies diferentes, com base principalmente no indumento do caule, folhas, eixos e bracteas
involucrais.

Chromolaena umbelliformis (Dusén) R.M.King & H.Rob. foi descrita como E.
umbelliforme em Malme (1933), com base em um manuscrito de Dusén e em coletas deste
autor realizadas no Paranad e em Santa Catarina e depositadas no herbario S. As caracteristicas
morfoldgicas citadas no protdlogo e observadas nos espécimes coletados por Dusén
coincidem em grande parte com as observadas em E. ellipticum, sugerindo que C.
umbelliformis, na realidade, seria um sinénimo de C. elliptica. Segundo Rambo (1956),

haveria uma continuidade geografica conectando estes taxons: Eupatorium umbelliforme seria
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uma espécie do contingente setentrional com limite sul no Rio Grande do Sul, enquanto F.
ellipticum pertenceria ao contingente meridional com limite norte no Rio Grande do Sul. Este
fator geografico, juntamente com a proximidade morfologica dos espécimes-tipo de ambas as
espécies, foram decisivos para que Christ & Ritter (2019) optassem por incluir C.
umbelliformis na sinonimia de C. elliptica.

C. elliptica ocorre em regides campestres dos biomas Mata Atlantica e Pampa no sul
do Brasil e no estado de Sao Paulo. A espécie também ¢ registrada no Uruguai e na Argentina,
embora de forma rara e com registros de poucas populacdes. Cabrera ef al. (1996) indica a
ocorréncia de E. ellipticum no Paraguai, mas a ilustracdo presente neste trabalho e muitas das
caracteristicas morfologicas citadas na descri¢ao nio estdo de acordo com o que consta no
protdlogo de E. ellipticum, levantando duvidas acerca da ocorréncia desta espécie no
Paraguai.

Apesar de C. elliptica ser em geral bem caracterizada e poder ser reconhecida com
facilidade pelo aspecto geral da planta e pelo formato das folhas, sdo observadas em comum
numerosas populagdes com variagdes morfologicas no indumento, no formato das folhas e no
aspecto geral dos espécimes. Estas variagdes resultam em uma espécie de dificil
compreensao, € muitos espécimes com estes fenotipos discordantes tendem a ser identificados
como outras espécies do complexo, particularmente como C. congesta. De fato, estes
espécimes possuem certa proximidade morfolégica com esta espécie, indicando
possivelmente a ocorréncia de hibridos entre C. congesta e C. elliptica. Entretanto, estudos
focados na relacdo entre estas espécies e no seu comportamento reprodutivo jamais foram
conduzidos, e ndo € possivel confirmar neste momento se estes espécimes intermediarios
realmente se tratam de hibridos ou se consistem apenas de variagdes morfologicas de uma

destas espécies.

3.5. Chromolaena gentianoides (B.L.Rob.) R.M.King & H.Rob.

Chromolaena gentianoides foi descrita por Robinson (1923) como Brickellia
gentianoides B.L.Rob. com base em material coletado por Saint-Hilaire no Rio Grande do
Sul. Segundo este autor, o nimero de costelas das cipselas variando de 9 a 10 encontrado
nesta espécie ¢ caracteristico de Brickellia, razao pela qual o autor optou por descrever sua
nova espécie neste género e nao em Eupatorium. Posteriormente, entretanto, Robinson (1932)
opta por transferir B. gentianoides para E. gentianoides (B.L.Rob.) B.L.Rob. Segundo o autor,
ao analisar mais espécimes oriundos do sul do Brasil, foi possivel constatar que o numero de

costelas das cipselas no espécime-tipo consiste de um estado de carater atipico na espécie,
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cujo padrao ¢ apresentar 5 costelas, como € usual em Eupatorium. Robinson (1932) posiciona
E. gentianoides em E. sect. Subimbricata, diferentemente das demais espécies atualmente
circunscritas em Chromolaena, que em geral estavam anteriormente posicionadas nas se¢oes
Chromolaena ou Cylindrocephalum. King & Robinson (1970), apesar disso, optam por incluir
C. gentianoides na sua circunscri¢ao de Chromolaena.

Segundo Christ & Ritter (2019), C. oinopolepis (Malme) R.M.King & H.Rob., uma
espécie tipica dos campos de altitude do Parand e Santa Catarina, deve ser considerada
sindnimo de C. gentianoides. Essa espécie foi inicialmente descrita como variedade de E.
rhinanthaceum por Malme (1933), com base em coletas de Dusén no Parana e em Santa
Catarina, uma das quais - Dusén 14611 - consiste de um dos espécimes analisados por
Robinson (1932) e que o levaram a transferir B. gentianoides a E. gentianoides.
Posteriormente, Cabrera recombina E. rhinanthaceum var. oinopolepis a E. oinopolepis em
Cabrera & Vittet (1963) e inclui esta espécie em E. sect. Microstemon. Da mesma forma que
E. gentianoides, E. oinopolepis foi recombinada para Chromolaena por King & Robinson
(1970) sem que comentarios adicionais quanto ao posicionamento da espécie em Eupatorium
fossem feitos. Posteriormente, Perez (2019) fornece a primeira descricdo de C. gentianoides
para o Uruguai, indicando que esta espécie nao ¢ exclusiva ao sul do Brasil.

Chromolaena gentianoides ¢ uma espécie tipica de campos de altitude, sendo
considerada muito rara devido as poucas populacdes atualmente conhecidas. De modo geral, a
espécie co-ocorre com C. rhinanthacea, com a qual compartilha numerosas caracteristicas
morfoldgicas, sobretudo do corpo vegetativo e ligadas ao indumento e formato das folhas.
Apesar disso, ambas espécies diferem completamente no que diz respeito ao aspecto geral e
aos detalhes dos involucros, ao indumento dos eixos e ao nimero de flores nos capitulos. Os
involucros de C. gentianoides sao considerados extremamente atipicos em Chromolaena,
lembrando superficialmente muito mais espécies de Praxelis do que deste género. A
semelhanca superficial desta espécie com C. rhinanthacea, no entanto, ¢ notavel, de modo
que estudos aprofundados visando esclarecer o posicionamento de C. gentianoides e sua

relacdo com C. rhinanthacea sao necessarios.

3.6. Chromolaena hirsuta (Hook. & Arn.) RM.King & H.Rob.

Chromolaena hirsuta ¢ uma das espécies mais comuns de Chromolaena, e, de modo
geral, de Eupatorieae a ocorrer nos campos do sul do Brasil. Também ¢ uma espécie muito
comum em locais antropizados, como terrenos baldios e beiras de estrada. O morfotipo tipico

da espécie ¢ facilmente reconhecivel no campo por apresentar folhas alternas ao longo de todo
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o caule, uma caracteristica Unica entre as espécies do complexo C. congesta e atipica em
Chromolaena. Chromolaena hirsuta possui folhas deltdides a lanceoladas, em geral truncadas
na base e longamente atenuadas no apice, o que também auxilia em sua identificagdo. Apesar
disso, os espécimes apresentam uma grande variacdo no que diz respeito ao indumento das
folhas e do caule e as medidas das folhas e dos entrends. A espécie distribui-se do norte da
Argentina ao sudeste do Brasil, onde ocorre nos estados do Rio de Janeiro, Sao Paulo, Parana,
Santa Catarina e Rio Grande do Sul. Também ha registros de sua ocorréncia no Uruguai e no
Paraguai.

A espécie foi descrita como Eupatorium hirsutum por Hooker & Arnott (1836) com
base em uma coleta de Tweedie do Rio Grande do Sul. Na descri¢do da espécie, os autores
enfatizam o indumento dos caules e a rigidez das folhas. Hooker & Arnott (1836) também
descrevem uma variedade ndo-nomeada (designada como ‘“beta”) para E. hirsutum, a qual
difere da variedade tipica pelo indumento das folhas e ramos e pelo comprimento dos
pedunculos. Os ramos correspondentes aos espécimes-tipos de ambas as variedades foram
montados em uma Unica prancha, a qual encontra-se depositada no herbario K. Ambas as
variedades apresentam, em comum, as folhas alternas tipicas de C. hirsuta, embora Hooker &
Arnott (1836) indiquem que esta caracteristica poderia estar presente apenas nos ramos
férteis, algo que ndo se confirma nos espécimes analisados, que apresentam folhas alternas
também no caule vegetativo. Hooker & Arnott (1836) também descrevem E. subhastatum
Hook. & Arn. com base em espécimes coletados por Tweedie e Isabelle no Rio Grande do Sul
e na Argentina. As caracteristicas morfologicas usadas para descrever E. subhastatum e 0s
espécimes analisados pelos autores aproximam-se de E. hirsutum, particularmente da
variedade “beta”, razdo pela qual ambas as espécies tradicionalmente foram consideradas
sindonimos pela maioria dos autores a abordarem o grupo.

Candolle (1836) descreve, em uma mesma obra, trés espécies com caracteristicas
morfoldgicas coincidentes com as de E. hirsutum e E. subhastatum e também
tradicionalmente consideradas sindnimos de C. hirsuta: E. bartsiifolium DC., E. trichophorum
DC. e E. hexanthum DC., com espécimes-tipo coletados, respectivamente, no Rio Grande do
Sul, em Sdo Paulo e novamente no Rio Grande do Sul. As caracteristicas observadas no
conjunto de espécimes-tipo destas trés espécies e de E. hirsutum e E. subhastatum
corresponde grandemente as variagdes morfologicas observadas em C. hirsuta.

As caracteristicas morfoldgicas de C. hirsuta a aproximam de C. congesta, assim
como aspectos nomenclaturais: conforme mencionado acima, E. hirsutum foi considerado, por

Cabrera & Vittet (1963) uma variedade de E. congestum, enquanto E. congestum var.
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truncatum ¢ considerado sinonimo de C. hirsuta por Christ & Ritter (2019). Chromolaena
hirsuta também apresenta intermedidrios morfoldégicos ja documentados com C. squarrulosa,
espécie com a qual ndo apresenta conexdes nomenclaturais. Observa-se, também, que os
individuos intermediarios entre estas espécies sdo poucos e, até o momento, sdo conhecidos
apenas para o Rio Grande do Sul.

Problemas envolvendo o reconhecimento dos sinonimos consagrados de C. hirsuta
citados acima também ndo sdao inéditos na literatura. Cabrera & Vittet (1963), apesar de
reconhecerem E. hirsutum como variedade de E. congestum, consideram E. subhastatum
como uma espécie a parte de ambas. Cabrera et al. (1996), por outro lado, considera tanto E.
hirsutum quanto E. subhastatum como espécies validas, diferindo uma da outra
essencialmente pela filotaxia, que seria oposta em E. hirsutum. Este posicionamento do autor
ndo ¢ seguido por nenhum outro estudo envolvendo a taxonomia deste grupo, incluindo

Matzenbacher (1979), Esteves (2001), Freire & Ariza Espinar (2014) e Christ & Ritter (2019).

3.7. Chromolaena latisquamulosa (Hieron.) R.M.King & H.Rob.

Chromolaena latisquamulosa, da mesma forma que C. oinopolepis, foi descrita como
uma variedade de E. rhinanthaceum, desta vez por Hieronymus (1897) com base em uma
coleta de Sellow origindria do Rio Grande do Sul ou do Uruguai e outra de Lorentz
possivelmente proveniente de Misiones. Segundo o autor, a espécie difere da variedade tipica
essencialmente pelo formato das folhas e por algumas caracteristicas das bracteas involucrais.
Ainda segundo Hieronymus (1897), essa variedade ja havia sido anteriormente identificada
por Schultz-Bipontinus como algo diferente da sua Osmia rhinanthacea Sch.Bip. Os
exemplares citados por Hieronymus (1897) ndao puderam ser localizados, sugerindo
fortemente que ambos estavam no herbario B e foram perdidas no incéndio de 1943, o que
compeliu Christ & Ritter (2018) a designarem um espécime coletado por Dusén no Parana
como nedtipo desta espécie. Hieronymus (1897) indica que E. rhinanthaceum var.
latisquamulosum ocorre no Brasil, nos estados de Sao Paulo e Rio Grande do Sul, na
Argentina, em Misiones, e possivelmente no Uruguai. Apesar disso, ndo sdo conhecidas
coletas de C. latisquamulosa no Uruguai, e a Unica referéncia a ocorréncia de C.
latisquamulosa na Argentina ¢ a indicagcdo de Hieronymus (1897) do espécime coletado por
Lorentz. Além disso, na Flora Argentina, Freire & Ariza Espinar (2014) indicam C.
latisquamulosa como sinonimo de C. elliptica, apesar das numerosas descontinuidades
morfolégicas entre ambas as espécies e a inexisténcia de espécimes intermedidrios que

justifiquem esta sinonimia.
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Eupatorium rhinanthaceum var. latisquamulosum foi considerado por Malme (1933)
uma espécie a parte de E. rhinanthaceum. Nesta obra, através da analise de espécimes
coletados no Parand, Malme recombina esta variedade para E. latisquamulosum. Malme
(1933) enfatiza também diferengas no habito e no indumento de E. latisquamulosum ¢ E.
rhinanthaceum e sugere uma maior semelhanga de E. latisquamulosum com E. ascendens, da
qual esta espécie difere essencialmente pelo indumento e pelo formato das folhas. Devido a
distribuicdo geografica e aos seus caracteres morfoldgicos, ¢ provavel que Malme (1933)
estivesse se referindo especificamente a E. ascendens var. parcisetosum e nao a variedade
tipica de E. ascendens.

Desde entdo, este nome caiu em desuso, sendo negligenciado pela maioria dos autores
posteriores que trabalharam com Eupatorium s.l. Os unicos estudos a fazerem referéncia a E.
latisquamulosum sao Barroso (1950), que indica sua ocorréncia no Parand e na Argentina;
Esteves (2001), que escreve a espécie para o estado de Sdo Paulo; e BFG (2015), que cita sua
ocorréncia para o Rio Grande do Sul, porém sem indicar espécimes examinados. Christ &
Ritter (2019) recuperam o nome C. latisquamulosa e citam formalmente a espécie para o Rio
Grande do Sul com base em espécimes examinados. Posteriormente, Christ & Rebougas
(2020) formalizam a inclusdo de C. latisquamulosa como uma espécie valida com base em
espécimes corretamente identificados e expandindo sua distribui¢do também para Santa
Catarina, Parana e Sao Paulo.

C. latisquamulosa ¢ tipica de campos de altitude, assim como C. gentianoides e C.
rhinanthacea, espécies com a qual compartilha conexdes nomenclaturais e semelhangas
morfologicas referentes ao indumento glabro a glabrescente das folhas, que as distinguem
prontamente das demais espécies do complexo. A ocorréncia desta espécie no Uruguai € na
Argentina permanece incerta, uma vez que Freire & Ariza Espinar (2014) ndo a consideram
uma espécie valida e Perez (2019) ndo a reporta para o Uruguai.

Os maiores problemas de identificacdo envolvendo C. latisquamulosa a conectam com
C. congesta, devido a um continuo morfoloégico comentado acima. Além disso, numerosos
problemas de identificagdo também conectam C. latisquamulosa a E. ascendens var.
parcisetosum. No entanto, ndo ha uma grande proximidade morfoldgica entre essas espécies,
umas vez que suas morfologias tipicas diferem por caracteristicas de indumento, formato das

folhas e pelas caracteristicas gerais dos capitulos.

3.8. Chromolaena rhinanthacea (DC.) R.M.King & H.Rob.
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Esta espécie ¢ tipica de campos de altitude do bioma Mata Atlantica, sendo conhecida
para os estados de Minas Gerais, Sdo Paulo, Parana e Rio Grande do Sul. Segundo Esteves
(2001), ¢ uma das mais raras espécies do género Chromolaena, € os registros mais recentes da
espécie ao longo de sua distribuicdo geografica parecem confirmar isto: a ultimas coletas da
espécie em Minas Gerais, Sdo Paulo e Parana datam, respectivamente, de 1845, 1912 e 1969.
Populagdes desta espécie sao conhecidas a campo apenas em dois pontos de ocorréncia
confirmados, um no Rio Grande do Sul e outro em Santa Catarina, sendo possivel que a
espécie esteja extinta no restante da sua antiga area de ocorréncia. Em seus locais de
ocorréncia, C. rhinanthacea ¢é representada por poucos individuos que se distribuem em um
raio menor do que 2 km, sendo, por isso, considerada extremamente rara ¢ ameagada. Além
disso, ndo ha confirmagdo quanto a ocorréncia da espécie fora do Brasil: Cabrera et al. (1996)
indicam sua ocorréncia no Paraguai, mas a descricdo fornecida pelo autor, assim como a
ilustracdo apresentada, ndo condizem com o encontrado no protdlogo e no espécime-tipo.
Entretanto, o espécime analisado por Cabrera ef al. (1996) ainda ndo foi encontrado, de modo
que ndo ¢ possivel ainda tecer conclusdes mais concretas quanto a ocorréncia de C.
rhinanthacea no Paraguai.

Eupatorium rhinanthaceum foi descrito por Candolle (1836) com base em uma coleta
de Gaudichaud feita em Sao Paulo, a qual encontra-se depositada no herbario P. A espécie
nunca foi sinonimizada, e s6 apresenta conexdes nomenclaturais com C. latisquamulosa e C.
oinopolepis, ambas descritas como suas variedades. Morfologicamente, C. rhinanthacea
apresenta poucos individuos com morfologia intermedidria conectando-a a C. elliptica, mas
sua maior semelhanga morfologica ¢ com C. gentianoides, da qual difere essencialmente

pelos involucros e capitulos com menos flores.

3.9. Chromolaena squarrulosa (Hook. & Arn.) R.M.King & H.Rob.

Chromolaena squarrulosa foi descrita como Eupatorium squarrulosum Hook. & Arn.
por Hooker & Arnott (1836) com base em coletas de Tweedie oriundas do Rio Grande do Sul
e do Uruguai. O holotipo desta espécie, segundo Freire & Ariza Espinar (2014), encontra-se
depositado no acervo do herbario K. Chromolaena squarrulosa ¢ tipica das formacoes
campestres da bacia do Rio da Prata, sendo conhecida no Uruguai, na Argentina, no Paraguai
e no sul do Brasil, onde ¢ amplamente dispersa na metade sul do Rio Grande do Sul e também
registrada para o municipio de Lages, em Santa Catarina. A espécie ¢ caracterizada sobretudo
pelas bracteas involucrais com &pices griseo-tomentosos e recurvados a esquarrosos, que

conferem ao capitulo um aspecto bastante diferenciado. Este conjunto de caracteres ¢
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exclusivo desta espécie, permitindo que seu fendtipo tipico seja facilmente reconhecivel a
campo.

Conforme comentado acima, Cabrera et al. (1996), Freire & Ariza Espinar (2014) e
Christ & Ritter (2019) consideram E. ascendens var. parcisetosum como sindnimo de C.
squarrulosa, apesar de sua conexao historica com C. ascendens. Eupatorium ascendens var.
parcisetosum apresenta uma morfologia tipica bastante distinta de C. squarrulosa, com
indumento menos denso nos caules, ramos e folhas, folhas arredondadas ao invés de oblongas
e capitulos sem o involucro caracteristico de C. squarrulosa. No entanto, E. ascendens var.
parcisetosum pode apresentar as bracteas involucrais mais externas griseo-tomentosas e
acentuadamente recurvadas, quase esquarrosas, € observa-se a existéncia de um continuo
morfologico conectando-a a C. squarrulosa. Os individuos com morfologias intermediarias
encontrados apresentam um notavel gradiente de variacdo do indumento, do formato das
folhas e das caracteristicas gerais do involucro que acabam por conectar as duas espécies, de
modo que ¢ praticamente impossivel separar uma da outra com seguranga. Em virtude disto,
Christ & Ritter (2019) optaram por manter E. ascendens var. parcisetosum na sinonimia de C.
squarrulosa, apesar de reconhecer a possibilidade de que ambas sejam espécies diferentes.
Observa-se também um aparente padrao geografico reforcando a separagdao entre C.
squarrulosa e E. ascendens var. parcisetosum: enquanto a morfologia tipica da primeira ¢
amplamente encontrada na Argentina, no Paraguai, no Uruguai e na metade sul do Rio
Grande do Sul, a qual ¢ dominada pelo bioma Pampa, a morfologia tipica da segunda ocorre
predominantemente na metade norte do Rio Grande do Sul, local de ocorréncia do bioma
Mata Atlantica, e também nas regides de transi¢ao entre os dois biomas.

Candolle (1836) descreve E. liatrideum, um sindnimo tradicional de C. squarrulosa e
reconhecido pela maioria dos autores que estudaram a espécie. E. liatrideum ¢ o nome
utilizado por Baker (1876) e Arechavaleta (1906) para se referir a esta espécie. O
espécime-tipo de E. liatrideum foi coletado por Gaudichaud no Rio Grande do Sul.

Cabrera et al. (1996), Freire & Ariza Espinar (2014) e Perez (2019) reconhecem C.
ascendens e C. congesta como sinonimos de C. squarrulosa. De acordo com Christ & Ritter
(2019), as trés espécies tratam-se de taxons diferentes, sobretudo devido as descontinuidades
morfologicas observadas entre os espécimes-tipos das trés espécies, as quais ndo sao
conectadas por continuos morfolégicos principalmente devido as bracteas involucrais
caracteristicas de C. squarrulosa. A tUnica conexdo que C. squarrulosa apresenta com C.
ascendens € a sua relacdo com E. ascendens var. parcisetosum, comentada acima, uma vez

que ambas as espécies nem mesmo co-ocorrem em seus locais de ocorréncia. Apesar de C.
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squarrulosa e C. congesta co-ocorrerem no sul do Brasil e no Uruguai, ndo ¢ comum
encontrar individuos das duas espécies co-ocorrendo em locais especificos, e, de modo geral,
ndo se observam problemas de identificagdo envolvendo as duas espécies.

C. squarrulosa possui ainda conexdes com C. caaguazuensis através de E.
caaguzuense var. nervosum, considerado sinonimo de C. squarrulosa por Freire & Ariza
Espinar (2014) e Christ & Ritter (2019), e com C. hirsuta através de poucos individuos com

morfologia intermedidria entre ambas as espécies encontrados no Rio Grande do Sul.

3.10. Chromolaena xylorhiza (Sch.Bip.) R.M.King & H.Rob.

Eupatorium xylorhizum Sch.Bip. ex Baker, o basionimo de C. xylorhiza, aparece pela
primeira vez em Baker (1876), onde ¢ apresentada uma descrigdo para esta espécie, a qual
baseia-se em uma coleta de Regnell em Minas Gerais e atribuida a Schultz-Bipontinus. Baker
(1876) indica que o nome E. xylorhizum foi publicado por Schultz-Bipontinus em outra obra,
mas ndo faz indicagdo quanto a autoria da descri¢do que apresenta para a espécie. Existem
diversos espécimes assinalados como “Regnell 210, o espécime citado no protodlogo de E.
xylorhizum, e nenhum deles jamais foi formalmente indicado como lectotipo.

Chromolaena xylorhiza ¢ uma espécie enigmatica e de dificil delimitacdo. As
caracteristicas presentes na descricdo original da espécie coincidem grandemente com as
ressaltadas por Schultz-Bipontinus na descrigdo de C. ascendens em Baker (1876). A
principal diferenca presente nas descri¢des destas espécies ¢ o indumento das cipselas, que
seria glabro em C. ascendens e setoso em C. xylorhiza. Com base nesta caracteristica, Christ
& Rebougas (2020) optam por reconhecer ambas espécies como taxons distintos, apesar da
convergéncia dos demais caracteres morfologicos de ambas, principalmente no que diz
respeito aos 0rgao vegetativos. Apesar disso, analises subsequentes de material seco indicam
variacdao no indumento das cipselas mesmo em individuos Unicos.

Cabrera & Klein (1989) e Esteves (2001) indicam a ocorréncia de C. xylorhiza,
respectivamente, em Santa Catarina e em Sao Paulo. Em ambos os casos, os espécimes
analisados pelos autores correspondem a C. congesta, espécie com a qual ambos os autores
indicam que C. xylorhiza teria forte semelhanca morfologica. Além disso, alguns espécimes
analisados por Cabrera & Klein (1989) possuem semelhanga com E. caaguazuense var.
nervosum, € muitos espécimes coletados em Sdo Paulo e assinalados a C. xylorhiza possuem

maior semelhanca com C. ascendens.
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Deste modo, levando-se em consideragdo os numerosos problemas de identificagdo e
circunscricao dos tdxons do complexo C. congesta, fica evidente a necessidade de condugao
de estudos taxondmicos integrativos a fim de auxiliar na delimitacdo destas espécies e

produzir ferramentas que auxiliem na identificacdo das mesmas.
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Analises filogenéticas preliminares do complexo Chromolaena congesta (Asteraceae,

Eupatorieae, Praxelinae)

INTRODUCAO

Analises filogenéticas com marcadores moleculares sdo de extrema importancia para o
estudo da biodiversidade, sobretudo com o intuito de reconstruir as relagdes de parentesco
entre taxons e esclarecer questionamentos a respeito da identidade e da circunscricao de
espécies e taxons superiores (Souza-Chies et al. 2014). No contexto de taxonomia e
sistematica integrativas, a busca pela reconstrucao das relagdes de parentesco evolutivo tem se
tornado uma das chaves para a resolugdo de problemas com grupos taxonomicamente
desafiadores, como ¢ o caso de complexos de espécies (Tautz et al. 2002). Neste sentido,
analises filogenéticas empregando marcadores moleculares configuram uma das principais
ferramentas utilizadas por taxonomistas e sistematas na atualidade para lidar com grupos de
taxonomia desafiadora. Exemplos recentes de aplicagdes de estudos filogenéticos com o uso
de marcadores moleculares para a resolucdo de problemas taxondmicos em grupos vegetais
incluem Pastori ef al. (2018), Li et al. (2019), Phillips & Bytebier (2020), O’Donnell et al.
(2021) e Jara-Mufioz et al. (2022).

Em Asteraceae, estudos filogenéticos com marcadores moleculares t€ém auxiliado a
esclarecer as relagdes de parentesco entre as principais linhagens que constituem a familia, o
que, consequentemente, vem acarretando em profundas alteracdes na classificacdo de
subfamilias, tribos e géneros. Exemplos recentes de mudangas na classificagdo de Asteraceae
ocasionados por estudos filogenéticos incluem a descri¢do de Famatinanthoideae (Panero et
al. 2014); o reconhecimento de Tarchonanthoideae e Dicomoideae como subfamilias distintas
de Carduoideae (Mandel et al. 2019); a alteragdo da classificagao sub-tribal em Cardueae
(Herrando-Moraia ef al. 2019); e uma nova classificag¢do infragenérica para Baccharis L., um
dos maiores géneros da familia (Heiden et al. 2019).

No que diz respeito a Eupatorieae, estudos filogenéticos realizados nas ultimas
décadas vém favorecendo a manutencdo do tradicional género Eupatorium L. com uma
circunscri¢ao mais restrita (Schilling et al. 1999, Schmidt & Schilling 2000), ainda que a
vigente classificagdo proposta por King & Robinson (1987) precise ser retrabalhada para
acomodar descobertas recentes a respeito do ndo-monofiletismo de diversos géneros e
subtribos (e.g. Rivera et al. 2016). Entre estes géneros, inclui-se Chromolaena DC., um dos
maiores € mais complexos géneros inseridos em Eupatorieae do ponto de vista de delimitagdo

e reconhecimento de espécies. Conforme explicitado pela filogenia preliminar de Rivera et al.
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(2016), o relacionamento entre Chromolaena e os demais géneros de Praxelinae ainda ¢
incerto, apesar da subtribo ser confirmada como monofilética. O estudo de Rivera et al.
(2016) indicou a possibilidade do género ser recircunscrito para melhor refletir sua histéria
evolutiva, o que acarretou na necessidade de uma filogenia molecular de Praxelinae focada
em Chromolaena, a qual encontra-se atualmente em desenvolvimento (comunicagao pessoal).
Soma-se a este cendrio a existéncia de numerosos complexos de espécies e tdxons de
identidade duvidosa conforme mencionados por Christ & Reboucas (2020) em seu tratamento
de Chromolaena para a Flora do Brasil Online, o que apenas refor¢a a necessidade de estudos
filogenéticos visando a resolucdo dos problemas taxondmicos e sistematicos observados neste
género.

Entre os diversos grupos taxondmicos informais observados em Chromolaena,
destaca-se o complexo C. congesta, delimitado por Christ & Ritter (2019). Os resultados dos
estudos conduzidos recentemente com dados morfologicos, geograficos e climaticos vém
contribuindo grandemente para o esclarecimento da circunscri¢do e identidade da maioria das
espécies deste complexo. Porém, diversas questdes permanecem sem resposta, € mesmo 0s
estudos ja conduzidos ndo foram suficientes para esclarecer a identidade de populagdes com
morfologias consideradas “intermediarias” entre diferentes espécies. Além disso, a
reconstru¢ao das relacdes de parentesco e a testagem do monofiletismo ndo apenas de cada
espécie, mas do complexo como um todo, seria imprescindivel para uma melhor compreensao
da natureza e evolugdo deste grupo de espécies e para a tomada de determinadas decisdes
taxondmicas. Entre os principais pontos que podem ser esclarecidos com o uso dos dados
moleculares, destacam-se o posicionamento de C. gentianoides (B.L.Rob.) RM.King &
H.Rob., uma espécie morfologicamente bastante distinta do restante do complexo; o
esclarecimento do relacionamento entre C. congesta (Hook. & Arn.) R.M.King & H.Rob. ¢ C.
elliptica (Hook. & Arn.) R.M.King & H.Rob., bem como seus intermediarios; e a obtengado de
dados adicionais para dar suporte a descricdo de C. diversifolia A.L.Christ, ao
reconhecimento de C. nervosa (Chodat) A.L.Christ e & manuten¢do de Eupatorium ascendens
var. parcisetosum B.L.Rob. como sindnimo de C. squarrulosa (Hook. & Arn.) RM.King &
H.Rob.

Neste sentido, este estudo objetivou a producdo de uma filogenia molecular do
complexo C. congesta baseada em marcadores nucleares e plastidiais. Os objetivos
especificos inicialmente propostos foram: a) testar o monofiletismo do complexo C. congesta
e seu posicionamento em Chromolaena e Praxelinae; b) testar o monofiletismo e reconstruir

as relacoes de parentesco das espécies que compdem o complexo C. congesta; ¢) auxiliar no
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esclarecimento da identidade de populacdes com morfologias intermediarias; e d) fornecer
dados que contribuam para o entendimento da evolugdo do complexo e para a resolugdo de
problemas taxondmicos existentes. Porém, devido a pandemia de COVID-19, este estudo nao
pdde ser completamente conduzido e finalizado no prazo inicialmente proposto. Com isto,
estas analises foram conduzidas visando apenas testar as sequéncias obtidas e as condi¢des
laboratoriais para condugdo da extracao de DNA e da amplificagdo das amostras. Os dados
apresentados a seguir sdo considerados apenas preliminares e um primeiro passo em direcao a

reconstrucdo das relagdes filogenéticas entre as espécies do complexo C. congesta.

MATERIAL E METODOS
Coleta e extracao de material genomico

Para coleta de amostras para extracdo de material gendmico, foram conduzidas
expedigdes a campo em todos os estados do sul do Brasil entre dezembro de 2017 e abril de
2021. Durante as expedi¢des de campo, folhas de plantas do complexo C. congesta foram
coletadas e acondicionadas em embalagens preservadas com silica-gel, conforme metodologia
usual. Também foram coletadas folhas de outras espécies de Chromolaena encontradas
durante as expedicdes de campo a fim de elucidar o posicionamento do complexo dentro do
género, ¢ também folhas de espécies de Praxelis Cass. (Eupatorieae, Praxelinae) e Calea L.
(Asteraceae, Neurolaeneae) para uso como oufgroups nas analises filogenéticas.
Espécimes-testemunho de todo o material coletado foram incluidos no acervo do herbario
ICN. No total, foram coletadas 55 amostras de espécimes do complexo C. congesta e outras
15 de outras espécies de Chromolaena ou de outgroups. A relagdo completa de espécimes
coletados encontra-se na Tabela 1.

Para a reconstrugdo das relagdes filogenéticas entre os espécimes coletados com base
em marcadores moleculares, foram escolhidas o espagador interno transcrito (ITS) e
espacador externo transcrito (ETS) do genoma nuclear e, do genoma plastidial, o gene ndhl, o
espacador intergénico ndhl-ndhG e o gene ndhF, incluindo parte do espagador intergénico
ndhF-ycfl. Estas regidoes foram utilizadas por Rivera et al. (2016) para a produgdo de sua
filogenia preliminar de Eupatorieae, com resultados satisfatorios, e também por serem as
regides escolhidas para a producdo de uma filogenia preliminar de Praxelinae focada em
Chromolaena (comunicacdo pessoal). A extragdo do material gendmico a partir das folhas
coletadas em silica-gel foi adaptado de Doyle & Doyle (1987), incluindo modificacdes na
quantidade de B-Mercaptoetanol adicionado ao tampdo de extracdo (32 ul). As extracdes

foram realizadas em 2019 com a infraestrutura do Laboratorio de Sistematica Molecular da
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UFRGS. A qualidade das extragdes foi acessada através de eletroforese em gel de agarose

1%, e os resultados da extragdo foram posteriormente quantificados com uso de

espectrofotometro no Laboratorio de Fisiologia Vegetal da UFRGS.

Tabela 1. Dados dos espécimes coletados para extragdo de material gendmico e seus respectivos testemunhos.
Espécimes marcados com asterisco (*) ndo tiveram seu material gendmico extraido até a finalizagdo deste
manuscrito. Espécimes marcados com acento circunflexo (") ndo fazem parte do complexo C. congesta.

Espécie Espécime Voucher Dados da coleta
Calea triantha ALC 587 [ICN 203075 |BR, SC, Lages, BR-116, 08.111.2019
Chromolaena callilepis |ALC 509 |ICN 198191 |BR, RS, Dom Pedrito, Ponche Verde, 1V.2017
ALC 483 ICN 197187 |BR, RS, Jaquirana, Propriedade das Irmas, 26.1.2018
ALC 496 ICN 198161 |BR, RS, Jaquirana, Propriedade das Irmas, 03.111.2018
ALC 503* |ICN 198165 |BR, RS, Jaquirana, PE Tainhas, 04.111.2018
BR, RS, Cambara do Sul, estrada p/ o PN dos
ALC 536 ICN 200756 | Aparados da Serra, 18.X11.2019
ALC 547 ICN 200719 |BR, RS, Arvorezinha, RS-332, 07.11.2019
Chromolaena congesta |ALC 555 ICN 200716 | BR, RS, Espumoso, Depésito, 08.11.2019
ALC 569 ICN 200726 |BR, SC, Capio Alto, préximo a BR-116, 07.111.2019
ALC 586 ICN 200737 |BR, SC, Lages, BR-116, 08.111.2019
BR, SC, Sao Bento do Sul, Minas de Caulim,
ALC 622 ICN 201693 |101.1V.2019
ALC 633 ICN 201691 |BR, PR, Balsa Nova, Sao Luiz do Purunj, 02.1V.2019
BR, PR, Balsa Novas, caminho p/ Ponte dos Arcos,
ALC 638 ICN 201694 {02.1V.2019
BR, RS, Barra do Quarai, Parque Estadual do
Chromolaena christiecana |ALC 520~ |ICN 200762 |Espinilho, 24.X1.2018
ALC 526 |ICN 200763 [BR, RS, Uruguaiana, beira da rodovia, 24.X1.2018
ALC 505 ICN 198168 |BR, RS, Jaquirana, PE Tainhas, 04.111.2018
ALC 550 ICN 200717 |BR, RS, Arvorezinha, RS-332, 07.11.2019
ALC 576 ICN 200732 |BR, SC, Capao Alto, proximo a BR-116, 07.111.2019
Chromolaena elliptica BR, SC, Cerro Negro, interior do municipio,
ALC 580 ICN 200735 |07.111.2019
BR, SC, Painel, estrada acessada pela SC-114,
ALC 702 ICN 203294 {28.11.2020
ALC 732* [ICN 203302 |BR, RS, Porto Alegre, Morro da Tapera, 01.1V.2021
BR, RS, Jaquirana, PE Tainhas, proximidades do Passo
Chromolaena ALC501  |ICN 198158 |do S, 03.111.2018
gentianoides ]
ALC 600 ICN 200745 |BR, SC, Painel, 08.111.2019
ALC 494 ICN 198162 |BR, RS, Jaquirana, Propriedade das Irmds, 03.111.2018
ALC 557 ICN 200712 |BR, RS, Espumoso, Depdsito, 08.11.2019
ALC 572 ICN 200729 |BR, SC, Capao Alto, proximo a BR-116, 07.111.2019
. ALC 585 ICN 200736 |BR, SC, Lages, BR-116, 08.111.2019
Chromolaena hirsuta
ALC 621 ICN 200741 |BR, RS, Sdo José dos Ausentes, RS-020, 10.111.2019
ALC 637 ICN 201701 |BR, PR, Balsa Nova, Sdo Luiz do Puruna, 02.1V.2019
ALC 715* |ICN 203298 |BR, RS, Uruguaiana, BR-290, 01.X11.2020
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ALC 722* [ICN 203310 |BR, RS, S&o Pedro do Sul, BR-287, 03.XI1.2020
BR, RS, Uruguaiana, entre Uruguaiana e Barra do
Chromolaena ivifolia |ALC 518" |ICN 200761 [Quarai, 24.X1.2018
Chromolaena kleinii  |ALC 630" |ICN 201699 |BR, PR, Balsa Nova, Sdo Luiz do Puruna, 02.1V.2019
. ALC 388"* [ICN 197123 |BR, RS, Parque Estadual do Tainhas, 19.111.2017
Chromolaena laevigata
ALC 708" [ICN 203311 |BR, SC, Painel, SC-114, 28.11.2020
BR, RS, Cambara do Sul, estrada p/ o PN dos
ALC 479 ICN 197166 | Aparados da Serra, 05.X11.2017
ALC 502 ICN 198164 |BR, RS, Jaquirana, PE Tainhas, 04.111.2018
BR, RS, Cambara do Sul, estrada p/ o PN dos
ALC 537 ICN 200753 | Aparados da Serra, 18.X11.2019
Chromolaena BR, RS, Cambara do Sul, estrada p/ o PN dos
latisquamulosa ALC 538 ICN 200754 | Aparados da Serra, 18.XI1.2019
BR, SC, Bom Jardim da Serra, Serra do Rio do Rastro,
ALC 609 ICN 200746 |09.111.2019
ALC 635 ICN 201702 |BR, PR, Balsa Nova, Sao Luiz do Puruni, 02.1V.2019
BR, SC, Bom Jardim da Serra, Serra do Rio do Rastro,
ALC 699 ICN 203309 |27.11.2020
Chromolaena odorata  |ALC 664~ |ICN 201704 |BR, SP, Itararé, SP-258, 04.1V.2019
Chromolaena palmaris |ALC 626~ |ICN 201698 [BR, PR, Balsa Nova, S3o Luiz do Puruna, 02.1V.2019
Chromolaena BR, RS, Santa Maria, Morro Pedra do Lagarto,
paraguariensis ALC 689" |ICN 200535 [29.1V.2019
Chromolaena
pedunculosa ALC 710~ |ICN 203292 [BR, RS, Jaquirana, 29.11.2020
BR, RS, Cambara do Sul, Parque Nacional dos
ALC 480 ICN 197167 | Aparados da Serra, 06.X11.2017
Ch'r omolaena BR, RS, Cambara do Sul, Parque Nacional dos
rhinanthacea ALC 480* [ICN 197167 | Aparados da Serra, 06.X11.2017
ALC 582 ICN 200738 [BR, SC, Lages, BR-116, 08.111.2019
ALC 577 ICN 200733 |BR, SC, Capao Alto, proximo a BR-116, 07.111.2019
ALC 546 ICN 200708 |BR, RS, Arvorezinha, RS-332, 07.11.2019
Chromolaena sp. nov.
ALC 620 ICN 200752 |BR, RS, Sio José dos Ausentes, RS-020, 10.111.2019
ALC 674 ICN 201686 |BR, PR, Jaguariaiva, 05.1V.2019
Chromolaena squalida |ALC 666" |ICN 201681 |BR, SP, Itararé, SP-258, 04.1V.2019
Chromolaena BR, RS, Barra do Quarai, Parque Estadual do
SqUarrosoramosa ALC 519 |ICN 200757 |Espinilho, 24.X1.2018
BR, RS, Alegre, estrada para o Cerro da Ponte de
ALC 532 ICN 200755 |Pedra, 25.X1.2018
Chr I vl ALC 562 ICN 200713 |BR, RS, Passa Sete, interior do municipio, 09.11.2019
omotaena squarrutosa BR, SC, Painel, estrada acessada pela SC-114,
ALC 705 ICN 203297 |28.11.2020
ALC 721* |ICN 203295 [BR, RS, Sao Pedro do Sul, BR-287, 03.XI1.2020
"Chromolaena congesta x
C. hirsuta” ALC 495 ICN 198163 |BR, RS, Jaquirana, Propriedade das Irmais, 03.111.2018
ALC 634 ICN 201692 |BR, PR, Balsa Nova, Sdo Luiz do Purund, 02.1V.2019
"Chromolaena congesta x BR, RS, Jaquirana, Parque Estadual do Tainhas,
C. latisquamulosa” ALC 540 ICN 200710 13.1.2019
"Chromolaena elliptica x |ALC 548 ICN 200715 |BR, RS, Arvorezinha, RS-332, 07.11.2019
C. congesta” ALC 677  |ICN 201687 | BR, PR, Jaguariaiva, 05.IV.2019
"Chromolaena
squarrulosa x C. ALC 545 ICN 200709 |BR, RS, Arvorezinha, RS-332, 07.11.2019
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congesta" BR, RS, Jaquirana, PE Tainhas, proximidades do Passo
ALC 506 ICN 198167 |do S, 04.111.2018

ALC 556 ICN 200711 |BR, RS, Espumoso, Depdsito, 08.11.2019

ALC 720* |ICN 203296 |BR, RS, Sdo Pedro do Sul, BR-287, 03.X11.2020
ALC 724* [ICN 203307 |BR, RS, Porto Alegre, Moro Sao Pedro, 01.1V.2021
Praxelis sanctopaulensis |ALC 627" |ICN 201724 |BR, PR, Balsa Nova, Sao Luiz do Puruna, 02.1V.2019

Eupatorium caaguazuense
var. nervosum

Amplificacdo e sequenciamento

A amplificagdo das sequéncias-alvo por meio de Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR) baseou-se na metodologia utilizada por Rivera et al. (2016). Do mesmo modo, também
foram empregados os mesmos primers utilizados por estes autores. Para a regido ETS, foram
utilizados os  primers  Ast-1 (CGTAAAGGTGTGTGAGTGGTTT) e 18S-Alt
(TGAGCCATTCGCAGTTTCACAGTC). Para a regiao ITS, foram utilizados os primers
ITS4 (TCCTCCGCTTATTGATATGC) e ITSS5 (GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG). Para a
amplificagdo das regides ndhl e ndhG-I, foram utilizados os primers ndhGF
(CCGACCCTAGAAAGACTAAAAG) e ndhAexon2R (CGTCCCAACTTCTTTCACTG).
Por fim, para o marcador ndhF, foram utilizados os primers ndhF52
(AGGTAAGATCCGGTGAATCGGAAA) e ndhF1212 (GGTGGAATACCACAAAGA) para
amplificacao da regiao ndhF52-1212 e 0s primers ndhF607
(ACCAAGTTCAATGTTAGCGAGATTAGTC) e ndhF972
(GTCTCAATTGGGTTATATGATG) para amplificacdo da regido ndhF 972-1587. Antes das
reacdes de PCR, as amostras obtidas por meio do processo de extracdo foram diluidas em
H20 Milli-Q® a concentragao de 100 ng/ul e volume de 30 pl.

Para a realizag¢do das reagdes de PCR, foi produzido um mix de reagdo incluindo 100
uM de dNTPs, 0,5 uM de primer F , 0,5 uM de primer R, 1 x de solu¢do buffer da enzima, 2,5
uM de MgCl2, 1,25 unidades de enzima GoTaq® Hot Start Polymerase, 2 ng/ul de DNA a
ser amplificado e H20 Milli-Q® até completar o volume de 25 pl/tubo. As condigdes de PCR
adotadas foram as seguintes: 95°C por 2 min. seguido de 36 ciclos de 95°C por 1 min., 50°C
por 45 s., 72°C por 1 min. + 2 segundos por ciclo e uma extensao final de 72°C por 8 min. A
qualidade do material amplificado foi acessada através de eletroforese em gel de agarose e
quantificado através de comparacdo com marcador molecular de peso conhecido low DNA
mass. As reagdes de PCR também foram conduzidas no Laboratorio de Sistematica Molecular
da UFRGS.

O sequenciamento das amostras foi realizado por sequenciamento de Sanger pela

empresa ACTGene Analises Moleculares filiada a Universidade Federal do Rio Grande do
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Sul. Foram utilizados os mesmos primers adotados para a amplificacdo, com exce¢dao da
regido ndhF972-1587, que foi sequenciada com os primers ndhF972 e ndhF 1587
(CCAACCCTTTCTTTCTATTCCG).

Em decorréncia da pandemia de COVID-19, a amplificagdo das amostras, que
inicialmente estava prevista para ser iniciada em 2020 apds a finalizagdo das extracdes, s
pode ser iniciada no segundo semestre de 2021. Em um primeiro momento, foram conduzidas
apenas amplificagcdes com a regido ndhl e ndhG-I para o maximo de amostras possivel.
Porém, devido ao pouco tempo disponivel para a finalizagdo das reacdes segundo o
cronograma vigente a época, optou-se por conduzir testes de amplificagdo com amostras
selecionadas para as demais regides escolhidas, a fim de testar as condi¢cdes de PCR e
qualidade do material gendmico extraido. A relacdo completa de espécimes utilizados nas
amplificacdes de cada regido encontra-se na Tabela 2. Das amostras com amplificagdes

positivas, foram selecionadas 32 para encaminhamento ao sequenciamento, conforme

indicado também na Tabela 2.

Tabela 2. Relagdo de amostras utilizadas nas reagdes de amplificacdo. Amplificacdes bem-sucedidas sdo
indicadas por um sinal de positivo (+). Espécimes indicados por NA ndo foram submetidos a amplificagdo para a
regido especificada. Espécimes marcados com asterisco (*) foram enviados para sequenciamento.

Espécime Espécie/morfotipo ndhl e ndhG-I |ndhF52-1212 |ndhF972-1587| ETS ITS
ALC 480 |C. rhinanthacea +* +* +* +* -
ALC 483 C. congesta +%* +* +* +* -
ALC 494 C. hirsuta +* +* + +* -
ALC 495 C. congesta x C. hirsuta |+* +* +* +* -
ALC 496 C. congesta Negativo NA NA NA NA
ALC 501 C. gentianoides Negativo NA NA NA NA
ALC 502 |C. latisquamulosa +* +* +* +* -
ALC 505 C. elliptica Negativo NA NA NA NA
ALC 532 C. squarrulosa Negativo NA NA NA NA
ALC 536 |C. congesta Negativo NA NA NA NA
ALC 550 C. elliptica Negativo NA NA NA NA
ALC 562 |C. squarrulosa Negativo NA NA NA NA
ALC 576 |C. elliptica Negativo NA NA NA NA
ALC 586 |C. congesta Negativo NA NA NA NA
ALC 600 |C. gentianoides +* +* +* +* -
ALC 622 |C. congesta +* +* +* +* -
ALC 626 |C. palmaris + + + + -
ALC 627 |P. sanctopaulensis + NA NA NA NA
ALC 634 |C. congesta x C. Negativo NA NA NA NA
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latisquamulosa
ALC 635 C. latisquamulosa + NA NA NA NA
ALC 637 C. hirsuta +* +* +* +* -

Alinhamento e edicido das sequéncias

As sequéncias obtidas foram inicialmente editadas no sofiware CodonCode Aligner
6.0.2 (CodonCode Corp., Dedham, MA, USA) e posteriormente alinhadas com a ferramenta
MUSCLE do software MEGA 11 (Tamura et al. 2021). Devido a problemas com o assemble
das sequéncias forward e reversa da segunda metade da regiao ndhF (ndhF972-1587), apenas
a primeira metade desta regido (ndhF52-1212) pdde ser incluida nas analises finais. Para
complementacdo do banco de dados, foram feitas buscas de sequéncias de outras espécies de
Chromolaena e da subtribo Praxelinae na plataforma GenBank através da ferramenta BLAST,
também do software MEGA 11. Como outgroups, foram selecionados os géneros Guayania
R.M.King & H.Rob., Hebeclinium DC. e Kaunia R.M.King & H.Rob., todos pertencentes a
tribo Eupatorieae e indicados por Rivera et al. (2016) como outgroups de Praxelinae. As
quatro regides sequenciadas - ETS, ndhl, ndhl-ndhG e ndhF - foram concatenadas em uma
matriz completa e, com exce¢do da regido ETS, as demais sequéncias foram também

concatenadas em uma matriz plastidial.

Analises filogenéticas

Foram conduzidas andlises de Maxima Parcimdnia (MP), Maxima Verossimilhanca
(MV) e Inferéncia Bayesiana (BI) para cada uma das regides sequenciadas
independentemente, para a matriz concatenada plastidial e para a matriz completa.

Anadlises de MP foram realizadas no sofiware PAUP* 4.0a169 (Swofford 2003). Foi
utilizado o método de busca heuristica (heuristic search) com 1.000 replicatas aleatorias
(random addition replicates) e com tree bisection reconnection (TBR) branch swapping e a
op¢ao multrees marcada. Gaps foram tratados como dados faltantes e todos os caracteres
avaliados foram tratados como ndo-ordenados (unordered) € com o mesmo peso atribuido
(equally weighted). A partir das arvores mais parcimoniosas obtidas, foi calculada uma arvore
de consenso estrito para cada marcador e para as matrizes concatenadas, com valores de
suporte estatistico calculados a partir de analise de bootstrap com 1.000 iteragdes e as mesmas
opgoes de busca heuristica, com excecao da op¢do multrees.

As analises de MV foram conduzidas com a ferramenta RAXML 8.2.12. (Stematakis

2014), utilizando o modelo GTRGAMMA. Para estas analises, as matrizes concatenadas
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foram particionadas, com cada marcador sendo considerado uma particao. A validade dos
modelos produzidos foi avaliada por andlises de bootstrap com 1.000 iteragdes. As analises
de IB foram conduzidas com a ferramenta MrBayes 3.2.7a (Ronquist ef al. 2012), também
utilizando o modelo GTRGAMMA para todos os marcadores. Foram conduzidas duas
corridas de MCMC, cada uma com quatro cadeias de Markov iniciadas com uma arvore
aleatoria. Foram analisadas 10 milhdes de geragdes e arvores foram amostradas a cada 10.000
geracdes. As primeiras 1.000 arvores amostradas (10%) foram descartadas como burn-in.
Todas as analises de MV e IB foram conduzidas na plataforma CIPRES (Miller et al. 2010).

Todas as arvores produzidas foram posteriormente analisadas e editadas com o
software TreeGraph 2 (Stover 2010), sendo todas enraizadas com Kaunia como outgroup
mais externo, de acordo com o indicado por Rivera et al. (2016). Os valores de bootstrap de
MP e MV e de probabilidade posterior da IB foram tratados da seguinte forma,
respectivamente: <80% e <0,95 suporte baixo; 81-90% e 0,95-0,97 suporte moderado; e
91-100% e 0,98-1 suporte alto.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Extracao e amplificacido de amostras

Das 55 amostras coletadas durante o andamento deste estudo, 46 foram submetidas ao
processo de extracdo de material genomico. Destas, 21 passaram por testes de amplificacao,
das quais apenas 11 produziram bandas satisfatorias nas quantificagdes por eletroforese em
gel de agarose para pelo menos uma das regides avaliadas.

As primeiras reagdes de amplificagdo realizadas foram conduzidas com as regides
ndhl e ndhl-ndhG, para a qual todas as 21 amostras utilizadas nos PCRs foram testadas. Os
resultados das amplificagdes para este marcador variaram de acordo com a amostra utilizada
(Fig. 1), ndo sendo observada nenhuma relacdo especifica entre as espécies e a amplificagdo
deste marcador. Isto sugere que o protocolo e as condi¢cdes de PCR adotados sdo efetivos e
que resultados negativos durante a amplificacio podem ter sido causados por material
genOmico extraido com baixa qualidade ou com grande quantidade de metabolitos
secundarios. Além disso, Rivera ef al. (2016), os Unicos autores a produzirem uma filogenia
com amostragem significativa de Chromolaena, conduziram suas reagdes de extragao de
DNA com kit de extragdo Qiagen DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, Valencia, CA, EUA), o
que pode ter contribuido para a obtencdo de amostras com melhor qualidade. O uso deste kit

ndo chegou a ser testado durante o desenvolvimento deste estudo.
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Figura 1. Exemplo de resultado de eletroforese em gel de agarose para quantificacdo de DNA oriundo de
amplificacdo das regides ndhl e ndhl-ndhG (ca. 1.000 pb) evidenciando variacdo no resultado da reacdo de
acordo com a amostra analisada. As bandas visiveis indicam amplificagdo positiva da regido. Para quantificagdo
do DNA amplificado, foi utilizado marcador molecular de tamanho conhecido low DNA mass. O controle
positivo empregado consiste de uma amostra de C. palmaris (ALC626) amplamente utilizada nos testes de PCR
e com amplificagdo ja confirmada para este marcador. Entre as amostras presentes na imagem, uma (ALC 502 -
C. latisquamulosa) foi posteriormente enviada para sequenciamento e utilizada nas analises filogenéticas.
Dentre os espécimes com amplificagdes positivas para as regides ndhl e ndhl-ndhG,
oito foram selecionados para a condugdo de testes de amplificagdo com os demais
marcadores. Com exce¢do da regido ITS, todos os demais marcadores obtiveram amplificacao
positiva para todas as amostras testadas, mais uma vez sugerindo a eficiéncia do protocolo e
condi¢des de PCR. Dificuldades na amplificagcdo do ITS foram reportadas por Rivera (2015),
com sugestdo de utilizagcdo de primers intermediarios (ITS-3 e ITS-4) durante o PCR. Esta
alternativa ao protocolo inicialmente utilizado (com apenas dois primers para o ITS),

entretanto, ndo pdde ser testada durante o andamento deste estudo.

Analises filogenéticas

Foram geradas matrizes de dados de tamanhos diferentes para a matriz nuclear e
plastidial (respectivamente 22 e 24 taxons) (Tabela 3), havendo diferengas inclusive entre as
amostras coletadas especialmente para este estudo: dentre as amostras selecionadas para o
sequenciamento, nao foi possivel obter sequéncias de ETS de ALC495 (“Chromolaena
hirsuta x C. congesta”) devido a existéncia de bandas multiplas no resultado da amplificagao.

No que diz respeito aos marcadores plastidiais, ndo foi possivel sequenciar a segunda parte da
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regido ndhF, conforme explicitado acima, ¢ observou-se pouca variacdo entre as amostras
sequenciadas para estes marcadores, mesmo na regido nao-codificante ndhl-ndhG.
Informagdes completas sobre o comprimento das sequéncias e quantidade de tdxons incluidos

em cada matriz de dados utilizada nas analises filogenéticas estdo indicadas na Tabela 3.

Tabela 3. Regides sequenciadas para as analises filogenéticas e seus respectivos niimero de tdxons, nimero total
de caracteres e nimero de caracteres variaveis. Os niimeros entre parénteses nas ultimas duas colunas a direita
referem-se a porcentagem de caracteres variaveis/informativos em relagdo ao comprimento total da sequéncia.

Regido Numero de tixons | Comprimento da Numero de Numero de
sequéncia caracteres caracteres
variaveis parcimoniosamente
informativos
ETS 22 513 154 (30%) 115 (22,4%)
ndhl 22 501 16 (3,2%) 7 (1,4%)
Espagador 20 393 31 (7,9%) 15 (3,8%)
ndhl-ndhG
ndhF 23 2232 105 (4,7%) 51(2,3%)
Concatenada 24 3126 152 (4,9%) 73 (2,3%)
plastidial
Completa 27 3639 306 (8,4%) 188 (5,2%)

Essa baixa variacdo também foi observada nas matrizes de dados completas (ja
contemplando as sequéncias do GenBanK) (Tabela 3). De modo geral, a regido nuclear
mostrou-se muito mais informativa do que a plastidial para os taxons selecionados, apesar de
incluir apenas um marcador (ETS). Quanto ao nimero de caracteres parcimoniosamente
informativos, observou-se uma quantidade ainda menor de caracteres, especialmente para as
regioes plastidiais.

No que diz respeito as analises conduzidas, as arvores produzidas pelas analises de
MYV e IB obtiveram, no geral, resolu¢cdes melhores do que as arvores obtidas pela MP, o que
pode ser explicado principalmente pela baixa quantidade de caracteres informativos
mencionados acima. Entre elas, as analises de MV em geral obtiveram topologias melhor
resolvidas nos ramos terminais. Nao foram observadas incongruéncias significativas entre as
arvores produzidas pelas diferentes andlises, com exce¢do de poucos agrupamentos
divergentes entre a IB e as analises de MV ¢ MP, os quais serdo discutidos adiante. A seguir,
sdo apresentadas as arvores com melhor score da andalise de MV para a matriz de evidéncia

completa (Fig. 2), nuclear (Fig.3A) e plastidial (Fig. 3B).
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Praxelis decumbens
Lomatozona hurtii
Chromolaena alvimii
Chromolaena stachyophylla
51/65/- r— Chromolaena morii
— Chromolaena pseudinsignis
Chromolaena arrayana
95/+/0,87 — Chromolaena maximiliani
— Chromolaena odorata
Chromolaena sagittata
- — Guayania roupalifolia
98/+/+ — Guayania cerasifolia
Hebeclinium macrophylium
== Chromolaena hirsuta x congesta
98/+/+ Kaunia lasiophthalma

-1+/0,93 E Kaunia rufescens
Kaunia saltensis

51/50/0,84

56/94/+

91/99/-

98/+/+

71/91/+

94/95/0,99

Figura 2. Arvore com melhor score de MV para a matriz de evidéncia completa. Os ramos em verde indicam
taxons pertencentes a Praxelinae, enquanto os nomes em vermelho indicam espécimes do complexo C. congesta
coletados durante o andamento deste estudo. Valores de suporte sdo indicados sobre cada ramo da seguinte
forma: bootstrap da MP/bootstrap da MV/probabilidade posterior da IB. Suporte total ¢ indicado por um sinal de
positivo (+), enquanto um sinal negativo (-) denota inexisténcia de suporte na analise correspondente. Ramos
com suporte inferior a 50% na ML foram colapsados.

As andlises com a matriz de evidéncia completa (Fig. 2) e com a matriz plastidial (Fig.
3B) recuperam Guayania como grupo-irmao de Praxelinae com alto suporte, enquanto as
analises com ETS (Fig. 3A) também indicam essa relacdo, porém com suporte baixo. As
andlises com ETS recuperam Praxelinae como um grupo monofilético com suporte total,
enquanto as analises com a matriz de evidéncia completa e a matriz plastidial também
indicam que a maioria dos taxons de Praxelinae constituem um grupo monofilético com
suporte elevado, com exce¢do do espécime ALC495 (“C. hirsuta x C. congesa’). Todas as

analises conduzidas com marcadores plastidiais recuperam este espécime como irmao de um

170



clado composto por Hebeclinium, Guayania e os demais taxons pertencentes a Praxelinae,

sempre com suporte alto ou completo.

64/800 .28 = Chromolaena hirsuta

e Chromolaena hirsuta
Chromolaena congesia
Chromolaena laevigala
Chromolaena cf. ascendens
/5710 63 Chromolaena rhinanthacea
Chromolaena latisquamulosa
Chromolaena gentianoides
-/50/0,61 Chromolaena stachyophylla
Praxelis decumbens
Chromolagna alvimii
TO/BE0 99 — Chromolaena morii
FHE A — Chromolaena pseudinsignis
Chromolaena arrayana
Chromolaena sagittata
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- Hebeclinium macrophylfum
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\— Kaunia rufescens A

-'58/0,58

#[&i+

+HH+

B6/67/0,9 — Chromolaena odorata
‘— Chromolaena laevigata
Chromolaena hirsuta
Chromolaena hirsula
Chromolaena cf. ascendens
Chromolaena rhinanthacea
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53470 58 Fraxelis clematidea
| 86192085 r— Praxelis kleinioides
Praxelis decumbens
857410 88 — Chromolaena latisquamulosa
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'— Chromolaena alvimii
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Figura 3. Arvore com melhor score de MV para ETS (A) e para a matriz plastidial (B). Os ramos em verde
indicam taxons pertencentes a Praxelinae, enquanto os nomes em vermelho indicam espécimes do complexo C.
congesta coletados durante o andamento deste estudo. Valores de suporte sdo indicados sobre cada ramo da
seguinte forma: bootstrap da MP/bootstrap da MV/probabilidade posterior da IB. Suporte total ¢ indicado por
um sinal de positivo (+), enquanto um sinal negativo (-) denota inexisténcia de suporte na analise
correspondente. Ramos com suporte inferior a 50% na ML foram colapsados.
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O posicionamento externo de C. hirsuta x C. congesta em relagdo ao restante de
Praxelinae pode ser resultado da auséncia de uma sequéncia de ETS para este tdxon,
resultando em dados gendmicos exclusivamente uniparentais para este espécime. Entretanto,
buscas realizadas com a ferramenta BLAST do sofiware MEGA 11 indicam que as sequéncias
plastidiais utilizadas de C. hirsuta x C. congesta aproximam-se mais de sequéncias
disponiveis para espécies de Mikania Willd. (Eupatorieae) e Kaunia do que de espécies de
Chromolaena. A espécie deste género com as sequéncias plastidiais mais semelhantes a este
espécime ¢ C. haenkeana (DC.) RM.King & H.Rob., uma espécie nativa do México e ndo
inserida em nossas matrizes de dados. Além disso, andlises visuais do alinhamento produzido
no MEGA confirmam mais semelhancgas das sequéncias de ndhF e ndhl de C. hirsuta x C.
congesta com as das espécies de Kaunia utilizadas do que com as demais sequéncias de
Praxelinae, sugerindo que este resultado ndo tenha sido produzido por ruidos ou erros de
analise. No entanto, este espécime foi coletado no municipio de Jaquirana, RS, Brasil, em
meio a populagdes de C. hirsuta e C. congesta, e sua morfologia intermediaria entre estes dois
taxons sugeriu seu tratamento como hibrido putativo durante a coleta e amostragem de suas
sequéncias. Foram também coletados espécimes com morfologias tipicas de C. hirsuta e C.
congesta nesta mesma localidade a fim de compara-las com a do hibrido putativo, sendo que
uma das amostras de C. hirsuta inseridas em nossa matriz de dados € originaria desta
localidade (ALC494). Neste sentido, o fato de C. hirsuta x C. congesta nao ter agrupado
proximo a este espécime e fora do clado contendo o restante de Praxelinae chama a atengao e
ndo pode ser explicado completamente pelos dados disponiveis, devendo ser investigado
futuramente com novas analises, preferivelmente que incluam sequéncias nucleares deste
espécime.

No que diz respeito aos demais espécimes de Praxelinae, nossos resultados estdo de
acordo com os encontrados por Riversa et al. (2016) quanto a insercao de espécimes de
Praxelis e Lomatozona Baker entre os espécimes de Chromolaena, sugerindo o
ndo-monofiletismo deste género. As relagdes filogenéticas entre Chromolaena e os demais
géneros de Praxelinae estdo atualmente sendo investigados por outro grupo de pesquisadores
com os mesmos marcadores utilizados por Rivera ef al. (2016) (comunicagdo pessoal), de
modo que se espera que estudos futuros respondam melhor aos questionamentos quanto ao
monofiletismo destes taxons e as decisdes taxondmicas a serem tomadas. Quanto as relagdes
internas em Praxelinae, a maioria das andlises conduzidas ndo permitiu a reconstru¢dao

inequivoca de relagdes entre a maioria dos tdxons, resultando em politomias com a maioria
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das amostras utilizadas. As analises conduzidas com a matriz plastidial (Fig. 3B) recuperam
C. sagittata (A.Gray) R.M.King & H.Rob. como irmd do restante da subtribo, enquanto as
analises com ETS (Fig. 3A) recuperam um clado composto por C. odorata (L.) RM.King &
H.Rob. e C. maximiliani (Schard. ex DC.) R.M.King & H.Rob. como grupo-irmao do restante
da subtribo. A arvore de evidéncia completa (Fig. 2) indica que C. sagittata seria o
grupo-irmao do restante da subtribo, seguida do clado composto por C. odorata e C.
maximiliani (esta Gltima relacao nao-suportada pelas analises de IB), um resultado semelhante
ao observado por Rivera et al. (2016). Por fim, de modo geral, as demais espécies de
Praxelinae aparecem como politomias ou como clados com suporte baixo.

Em relagdo ao complexo C. congesta, as analises conduzidas ndo permitiram a
testagem do seu monofiletismo devido a baixa resolugdo dos ramos terminais. Este resultado
possivelmente seja reflexo da auséncia do ITS ou da escolha de marcadores inadequados, uma
vez que foi averiguada pouca variabilidade nas regides plastidiais selecionadas, apesar de
serem as mesmas utilizadas por Rivera et al. (2016). Relacdes especificas entre as espécies
também ndo puderam ser investigadas a fundo, principalmente devido a baixa amostragem
disponivel para o estudo, a qual ndo contempla todas as espécies do complexo, e pelo suporte
baixo encontrado nos clados recuperados que consistem de espécies do complexo. Entre estes
clados, o Unico a obter suporte moderado foi um clado composto por dois espécimes de C.
hirsuta na analise de ETS, que obteve PP = 0,98 na IB. Além deste clado, também foram
indicadas relagdes de proximidade entre C. congesta e C. latisquamulosa nas andlises de
evidéncia completa e com a matriz plastidial e entre C. hirsuta e C. cf. ascendens nas analises
com evidéncia completa, porém sempre com suporte baixo. Por fim, as analises de MV e IB
de ETS também apontam C. congesta como espécie-irma de C. hirsuta, porém, mais uma vez,
com baixo suporte.

Quanto a congruéncia das andlises filogenéticas com as demais linhas de evidéncia
investigadas, chama a aten¢@o a possivel proximidade de C. congesta e C. hirsuta recuperada
pela matriz nuclear e entre C. hirsuta e C. cf. ascendens pela matriz completa. A semelhanca
morfologica entre C. congesta e C. hirsuta ja fol amplamente reportada e, conforme discutido
em nosso estudo morfoldgico (Christ et al. 2022 in press), ja ocasionou numerosos problemas
de identificacao entre essas espécies e sugestoes de hibridacao natural entre elas. O espécime
C. c¢f. ascendens (ALC 622), apesar do nome utilizado nesta andlise, aproxima-se
morfologicamente mais de C. congesta de acordo com nossos estudos morfométricos (Christ
et al. 2022 in press), além de ter sido coletado no estado de SC, onde C. ascendens nao ¢

encontrada. Deste modo, a interpretacio de C. c¢f. ascendens como um espécime
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morfologicamente atipico de C. congesta resulta na indicagdo também pela matriz de
evidéncia completa de uma possivel proximidade evolutiva entre esta espécie e C. hirsuta.
Entretanto, devido ao baixo suporte existente para estes ramos, € preciso que mais analises
sejam conduzidas para que essa relacao entre C. hirsuta e C. congesta seja definitivamente
recuperada e discutida, também por causa da possivel proximidade entre C. congesta e C.

latisquamulosa indicada pelas analises com a matriz completa e a matriz plastidial.

CONCLUSAO E PERSPECTIVAS FUTURAS

As andlises filogenéticas aqui apresentadas consistem nas primeiras a incluirem
amostras de taxons do complexo C. congesta. Apesar disso, ndo foi possivel investigar a
fundo o monofiletismo do complexo, das suas espécies € nem o seu posicionamento em
Chromolaena, principalmente devido ao baixo niumero de amostras que puderam ser
amplificadas e sequenciadas.

Os resultados dos testes de amplificacdo conduzidos sugerem a necessidade de novas
extragdes de material gendmico com outras condi¢des de extra¢do, visando propiciar amostras
com melhor qualidade para que possam ser amplificadas as regides necessarias. Além disso, ¢
necessario conduzir novos testes de amplificagdo com a regido ITS, principalmente adotando
a utilizacao de primers internos sugerida por Rivera (2015). Com isso, espera-se que estudos
futuros permitam a inclusdo de multiplas amostras das demais espécies do complexo, bem
como a inclusdo da regido ITS e o sequenciamento completo da regido ndhF, que podem se
mostrar informativos em analises futuras e auxiliar na compreensdo das relagdes de
parentesco entre as espécies deste complexo.

De qualquer modo, nosso estudo permitiu a obtencdo de sequéncias de ETS, ndhF
(parciais), ndhl e ndhl-ndhG para pelo menos sete espécies do complexo C. congesta, as quais
estardo disponiveis para andlises futuras, incluindo o estudo filogenético de Praxelinae e
Chromolaena que esta sendo atualmente desenvolvido por outro grupo de pesquisadores; € a

testagem de condigdes de extragcdo e amplificacdo de material gendmico para este grupo.
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IV. Resumos publicados em anais de eventos
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Sinopse de Eupatorium L. sensu lato (

71° CONGRESSO NACIONAL DE BOTANICA

Xlll Encontro de Botanicos do Centro-Oeste

A Butiinica & &5 baves suskenitives Uo desenvolvirmenks centificy, lecnoligicn e social

no Rio Grande do Sul, Brasil

eraceae, Eupatorieae)

Anderson L. Christ!, ¥

L Uni

Introducio

A sepregacao do género Euparoriun L. em
ca 80 gémeros™ teve reconhecmento limitado. Muitos
estidos & colegdes cientificas permanecem utilizando o
anfign concerto genénco, o que gera dificuldade na
wdentifieacdo das espéeies

No FRio Grmode de Sul, o estudo
taxondmico mas completo abrangendo Eupasoriun!™
ainda utilizava o seu antigo concedto, e, além disso, sao
observadas  tuwmerosas  discordineias  quante &
ocorréncia de algumas espécies entre este estudo 2 a
lists de espécies da Flora do Brasil! Neste sentudo,
faz-se neessiria a revisio desta lista e a amalizacio
das colegdes de herbarios do estado.

Material e Métodos
Revisao de herbarios

Expedigbes a campo

Analise e identificagio de material
Resultados e Discussiio

Aw o momento, foram confirmadas 57
espéries e 21 péneros. Mmores géneros: Chromainena
(17 espécies) (Fig 1E), Disynaphia (6) (Fig IF) e
Grazielr (3) (Fig. 1G). Tunbém foram encontrados
ghneros que nfio sdo citados para o RS pela Flora do
Brasil®! Flewrchmannia SchBip. e Fitetia RM King
& HRob

Alm disso, a Flora do Brasil™ indica a
ocomencid de Chacon RMEKmg & HRob e
Hebeclinium DC. para o estado, ambos géneros para o5
quais até o momento nio foram encontiados registros
de ocomrinen

Consideracoes Finais
Este estudo amda esth em andamento E necessina a
confimnacdo de algumas espéeies e géneros, além da
finalizagho das chaves de identificagdo e da sinopse
taxondmica.
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T o

¢Bes sobre o tamanho de genoma
nuelear de wmna espéoie vegeial podem ser de grande
importinela para esmudos taxondmicos e sistemiticos.
sendo a eitometria de fluxo uma mportante ferraments
para mferir a quantidade de DMA do micleo (valor
)11 Apesar disto, existem poucos dados referentes ao
tamanho de penoma de espéeies ftropicais. Em
Chromalaena DC | por exemplo, nio hd estimativas
teportadas para este dado.

Esta andlise é parte de um estudo de

taxonomia integrativa com o compl Ch I

congesta Este complexo abrange ca 10 esspecies

Até o momento, das sele espécies do
cotnplexo j4  analisadas, formm  obtidas  leituras
satisfatorias de duas espéeies. C. Jansquamulosa (Fig.
LA, 2A) (valor 2C = 4.69pg) e C. rhinanthacea (Fig.
LB, 2B) (valor 2C = 582pg). Os valores 2C obtidos
foram considerados pequenos. A presenga  de
metabdlitos seeimddnios pode estar comprometendo a
obtengiio de leituras claras das demais espécies
Os valores obtidos sao o3 primeiros
em Chromal: & sio proXimos aos
reportados para especies de Eupatorim (valor médio

C = S,l&Sr]:ug)r"]J género a0 qual estas especies

i

estiveram anteriormmente subordinadas

tipicas de formagdes campestres & ocorrentes no
Sul-Sudeste da Aménica do Sul.

Amostras de folhas frescas maceradas em tampdo #
LB0: |

N |

L

l Solugdo filtrada e corada com iodeto de propidio (PI) | H

Padriio: Secale cereale L. (Poaceae) (valor 2C =
16.19pg)

N :

i

Fig 2 Histopramas da citometna de fhixo de duas especies d=

ch laena. (A) C 1 losa 2C = 469%g (B) C
rlianthocen 2C = 5,82pg.

Os resultados de tamanho de genoma obtidos sio
méditos para Chiomolaena. Esperase gue, com &
adaptacio dos protocolos. seja possivel obter leituras
das demais espécies do complexo.

Fig. 1: Espéaes do complexo C com ihos de genoma

estimado neste estudo: (A) C J’amqum!am {Hieron) RM Emg &
HEoh, (B) C. rlinanthacen (DC.) BMKing & HEob.

[1] Dolezel er al. 2007. Nature Protocols 2(9): 2233-2244.
[2] Vidic e7 al. 2009. Ecol. Applications 19: 1515-1521.
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