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Resumo

O complexo Caladieae-Zomicarpeae ¢ composto pelos géneros Zomicarpa,
Zomicarpella, Ulearum, Filarum, Hapaline, Scaphispatha, Caladium, Jasarum, Xanthosoma,
Chlorospatha e Syngonium e tem uma distribuicdo especialmente neotropical, com excec¢do
do género asidtico Hapaline. O grupo contém elementos de razoavel importancia econdmica,
tanto para fins ornamentais (Caladium e Syngonium) quanto para fins alimenticios
(Xanthosoma), mas a sua taxonomia ainda ¢ confusa. Atualmente, a classificacdo aceita
admitiu a divisdo deste complexo em duas tribos distintas: Caladicae e Zomicarpeae.
Entretanto, a circunscri¢ao das tribos do complexo é problematica, assim como a propria
circunscri¢ao dos géneros envolvidos. O género Xanthosoma é considerado promissor como
fonte de alimento em paises em desenvolvimento, mas programas de melhoramento genético
estdo hoje impossibilitados pela caréncia de conhecimentos bésicos sobre as relagdes
evolutivas entre as espécies cultivadas e seus parentes silvestres. Além disso, os limites
genéricos entre Xanthosoma, Caladium e Chlorospatha permanecem em debate ha cerca de
30 anos. Para a reconstru¢do filogenética do complexo, seqiiéncias nucleotidicas dos
marcadores: matK, intron trnK e o espacador trnL-trnF foram analisadas para 58 acessos
pertencentes ao complexo, incluindo trés grupos externos (Amorphophallus bulbifer,
Typhonium roxburghii e Orontium aquaticum). Os métodos de andlise filogenética foram
Maxima Parcimonia e Inferéncia Bayesiana, com resultados essencialmente similares. Nossos
resultados indicam que o complexo Caladieae-Zomicarpeae ¢ parafilético, compondo clados
que reunem Caladium e Zomicarpaeae, contradizendo a classificag@o atual, ja que elementos
de diferentes tribos mesclam-se no mesmo cladograma. Isto sugere que a tribo Caladieae seja
expandida para incluir os géneros da tribo Zomicarpeae. Os géneros Xanthosoma e
Chlorospatha nao surgiram como grupos monofiléticos isoladamente, mas juntos formaram

um clado bem suportado. Tal resultado sugere que o aspecto compartilhado do grao de polen
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em tétrades tenha surgido somente uma vez no complexo. Ja as semelhangas entre Caladium e
Xanthosoma parecem ter surgido por convergéncia evolutiva, ja que os clados contendo esses
grupos mostraram-se claramente independentes. Nossos resultados apontam para uma origem
evolutiva relativamente recente da maioria das espécies cultivadas de Xanthosoma e pode
subsidiar programas de melhoramento genético. Caladium lindenii, uma espécie amplamente
cultivada do grupo, mostrou-se completamente distinta das outras espécies supostamente
congéneres, surgindo proxima as espécies de Syngonium, devendo ser posteriormente
recombinada em um outro género. O género Scaphispatha ndo parece ser segregavel de
Caladium nas nossas analises. Nossos resultados apontam informagdes importantes que
podem contribuiur para a classificagdo do complexo Caladieae-Zomicarpeae, indicando uma
necessidade de redefinicdo das tribos e de ajustes nas proprias circunscrigdes genéricas,

incluindo uma amplia¢do no género Xanthosoma para incluir Chlorospatha.
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Abstract

The complex Caladieae-Zomicarpeae is composed by the genera Zomicarpa, Zomicarpella,
Ulearum, Filarum, Hapaline, Scaphispatha, Caladium, Jasarum, Xanthosoma, Chlorospatha
and Syngonium. The complex has an essentially Neotropical distribution, with the sole
exception of the Asian genera Hapaline. The group contains elements of moderate economic
importance, as ornamental species (Caladium and Syngonium), or food crops (Xanthosoma),
but its taxonomy still is confused. The accepted classification divides complex in two distinct
tribes: Caladieae and Zomicarpeae. However, the circumscription of the tribes of the complex
is problematic, as well as circumscription of each involved genera. Xanthosoma is considered
a promising as food source in developing countries, but programs of genetic improvement are
now impossible because of the absence of basic knowledge about evolution and relationships
between the cultivated species and its wild relatives. Moreover the generic limits between
Xanthosoma, Caladium and Chlorospatha remaed in debate more how to thirty years. We
used nucleotide sequences of the markers matK, intron trnK and the spacer trnlL-trnF . We
analyzed 58 accessions, three of hiem outgroups (Admorphophallus bulbifer, Typhonium
roxburghii and Orontium aquaticum). We used two phylogenetic approaches: Maximum
Parsimony and Bayesiana Inference, essentially with similar results. Our results indicate that
the Caladiecae-Zomicarpeae complex is paraphyletic. Moreover, elements of both tribes
appeared interleaved in the cladogram. This suggests that the tribe Caladieae should be
expanded to include the genera of the tribe Zomicarpea. The genera Xanthosoma and
Chlorospatha are not monophyletic groups if taken separately, but formed a well-supported
clade together. Such result suggests that the shared aspect of the grain of pollen in tetrads has
only appeared a time in the complex. The similarities between Caladium and Xanthosoma
seem to have appeared for convergent evolution since the clades for these groups had are

clearly independent. Moreover our results point to a relatively recent origin of the majority of
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the cultivated species of Xanthosoma and should be of relocate programs of genetic
improvement. Caladium lindenii, a widely cultivated species of the group, appeared as
distinct from the other supposedly congeneric species, nesting in the same clade as analyzed
species of Syngonium. Scaphispatha seem to be inseparable from Caladium in our analyses.
Our results can contribute with important guidelines in the elaboration of classification system
for the Caladieae-Zomicarpeae complex, indicating the need for redefinition of the tribal
concept and adjustments in the circumscription of genera, including an expansion of

Xanthosoma to include Chlorospatha.
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Capitulo 1

Introducao
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Introdugao

1.1 Familia Araceae

As Araceae sdo monocotiledoneas, representadas por ervas e ocasionalmente
arbustos, pertencentes a ordem Alismatales (APG 2003). A familia consiste em,
aproximadamente, 3700 espécies em 108 géneros (Govaertz e Frodin 2002; Gongalves et al.
2004a; Gongalves e Bogner 2005). Embora a familia ocorra em todos os continentes, com
excecdo da Antartica, ¢ predominantemente tropical. Muitos dos géneros das Araceae
ocorrem na regido tropical da Asia, mas sdo os géneros neotropicais que apresentam 50% de
diversidade da familia (Grayum 1990). E um grupo notavel pela sua amplitude ecologica de
ocorréncia desde o nivel do mar até 4.500 metros de altitude (e.g. Gorgonidium e
Spathantheum, nos Andes). Além disso, os membros desta familia sdo altamente diversos nas
formas de vida, em morfologia da folha e em caracteristicas da inflorescéncia. Entre as formas
de vida podemos identificar desde plantas aquéticas submersas (Jasarum, Cryptocorne) a
plantas de deserto (Eminium), como também plantas livre-flutuantes a terrestres (as vezes
tuberosas), além de plantas trepadeiras, hemiepifita e epifitas verdadeiras. As folhas variam de
simples a compostas, € podem ser sésseis ou pecioladas. Ja com relacdo ao caule, este pode
ser aéreo ou subterraneo, na forma de: cormo, rizoma ou tibera. Em relacao a esta imensa
diversidade, o diagnostico da familia ¢ dado pela presenca de uma inflorescéncia constituindo
um espadice bissexual ou unissexual guarnecido por uma espata solitaria (Mayo et al. 1997).

O uso econdmico mais conhecido para a familia ¢ o ornamental. Baseado nas
diversas formas de folhas e textura, no mundo inteiro, representantes da familia sdo
usualmente vistos em jardins publicos ou privados (Mayo ef al. 1997). Economicamente, sdo
cultivados pelas folhagens (Philodendron, Monstera, Aglaonema) e flores de corte

(Anthurium e Zantedeschia) (Junqueira e Peetz 2002). O uso alimenticio ¢ menos conhecido,
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mas ndo menos importante. Varias espécies apresentam o acumulo de amido entre outros
carboidratos nos caules, que sdo bastante utilizados como fonte de alimento, por exemplo, a
Colocasia esculenta (L.) Schott, popularmente conhecidos como “taro” nos paleotropicos, ¢
Xanthosoma sagittifolium (L.) Schott também conhecida como “yautia” ou “cocoyam’ nos
neotropicos (Plowman 1969).

Em relagdo a historia da sistematica Araceae, varios autores tentaram compreender,
de acordo com as suas concepgdes, a classificagdo desta familia. Dos muitos contribuintes
para a taxonomia de Araceae, o primeiro pesquisador que merece destaque ¢ Carolus
Linnaeus, pai da classificagdo binomial (1753). Linnaeus ndo pode ser considerado um
especialista em Araceae, mas ele foi o primeiro a reconhecer a familia como uma unidade
taxondmica peculiar descrevendo quatro géneros: Arum, Dracontium, Calla, ¢ Pothos. O
primeiro monografar da familia Araceae foi o botanico austriaco Heinrich Wilhelm Schott,
sendo primeiro a fazer estudos comparativos com inflorescéncias, flores e frutos. Schott
descreveu cerca de um terco dos géneros atuais em uso e criou a base da taxonomia de
Araceae, muito do qual foi mantida pelas geragdes seguintes. Em 1832, Schott publicou um
trabalho com quase 40 géneros, organizando os taxa em nivel secional ¢ subfamiliar. Além
disso, em 1860, Schott também descreveu muitas espécies novas e criou a primeira grande
classificagdo natural desta familia, “Prodromus Systematis Aroidearum”.

O segundo grande especialista de Araceae foi Adolf Engler, autor este que ja sugeria
um sistema evolutivo de ordenamento das espécies na classificagdo da familia, “Das
Pflanzenreich”. Neste trabalho, ele subdividiu a familia Araceac em oito subfamilias:
Pothoideae, Monsteroideae, Calloideae, Lasioideae, Philodendroideae, Colocasioideae,
Aroideae e Pistioideae. Este trabalho resume uma boa compreensao anatdmica, morfoldgica e

de processos de desenvolvimento em Araceae. Juntos Engler e Kurt Krause (um freqiiente
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colaborador) publicaram aproximadamente o dobro de espécies anteriormente descritas por
Schott.

Em 1982, Nicolson publicou, em inglés, uma traducdo da classificacio de Engler
incluindo todos os géneros aceitos na classificagdo de 1920. Posteriormente, Grayum (1990)
apresentou uma classificagdo da familia sugerindo apenas quatro subfamilias: Pothoideae,
Calloideae, Colocasioideae e Aroideae. Ainda neste trabalho, Grayum sugere que pesquisas
futuras explorem novos campos taxondmicos, com o intuito de resolver questdes
problematicas como circunscrigdes entre algumas tribos. A classificacdo desta familia foi
retomada por Nicolson ¢ Bogner (1991), com a publicagdo de uma revisao de todo a familia
levando em consideragdo um niimero importante de incorporagdes feitas desde as concepgoes
de Engler. Em 1995, French e colaboradores utilizando como recurso material genético de
cloroplasto (cpDNA), reconstruiram a primeira filogenia molecular da familia (Fig. 1). Esta
filogenia ndo gerou uma classificagdo, mas apresentou suporte necessario para sugerir
diversas altera¢des nos conceitos taxondmicos vigentes.

A classificacdo mais atualizada da familia e aceita pela comunidade cientifica foi
realizada em 1997, com a publicag@o do livro “The Genera of Araceae” por Mayo Bogner e
Boyce. Esta atualizagdo foi baseada em dareas como: anatomia, citologia, fisiologia,
paleontologia entre outras como, por exemplo, a biologia molecular e estudos de polinizagdo.
Apesar de utilizar algumas informagdes obtidas por French (1995), Mayo e colaboradores
preferiram utilizar a filogenia molecular apenas como mais uma fonte de evidéncia. Assim,
ndo foram aceitos alguns grupos monofiléticos de French quando fortes evidéncias
morfolégicas eram inquestionaveis. A classificacdo resultante compreende sete subfamilias:
Gymnostachydoideae, Orontioideae, Pothoideae, Monsteroideae, Lasioideae, Calloideae, ¢
Aroideae. Mais recentemente, uma atualizagdo da sistematica da familia foi proposta por

Keating (2000), que ndo teve uma boa aceitacdo pela comunidade cientifica pela
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argumentacdo insuficiente para justificar as novas circunscrigoes

recircunscreveu os clados obtidos por French (1995).

) . .
Monocotyledons: systematics and evolution
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Fig. 1 Cladograma de French e colaboradores (1995) utilizando dados moleculares de cloroplasto. Arvore de
consenso estrito com numeros de sitios de restri¢do calculado pelo MacClade.
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1.1.1 Complexo Caladieae-Zomicarpeae

A histéria do complexo Caladieae-Zomicarpeae tem suas raizes tdo profundas
quanto os proprios sistemas de classificagdo para as Araceae. Schott, em 1856, estabeleceu a
tribo Caladieac para acomodar uma série de géneros neotropicais e incluiu o género
Zomicarpa na tribo Zomicarpeae. Para tanto, estabeleceu também subtribos, que incluia a
subtribo Syngoninae onde estavam acomodados os géneros Xanthosoma Schott, Caladium
Vent., e Syngonium Schott, além do género Acontias Schott (posteriormente sinonimizado em
Xanthosoma por Engler em 1920). Em 1860, Schott expandiu sua subtribo Syngoninae com a
inclusdo dos géneros paleotropicais Hapaline Schott € Typhonodorum Schott.

Na Flora Brasiliensis, Engler (1878) manteve a tribo Zomicarpeae (apenas com o
género Zomicarpa) conforme ja estabelecido por Schott e criou o “subordo” Colocasioideae,
incluindo trés tribos: Steudnereae, Caladieae e Colocasieae. A tribo Caladieae incluia somente
Caladium e Xanthosoma, enquanto Syngonium tinha sido por ele segregado na tribo
Montrichardieae, em outro “subordo”. Também excluiu Typhonodorum, que nunca mais
voltou a ser associado ao complexo Caladieae-Zomicarpeae. Tal classificagdo foi novamente
modificada na obra de Engler “Das Pflanzenreich(1920). Neste trabalho, Engler & Krause
alteraram “sobordo” para subfamilia Colocasioideae, que agrupava tanto Xanthosoma quanto
Caladium, além de géneros recém-descritos como: Caladiopsis Engler, Aphyllarum S.Moore
e Chlorospatha Engler na subtribo Caladineae (tribo Colocasieae). Syngonium foi colocado na
mesma subfamilia e tribo, mas isolado na subtribo Syngonineae. Outro grupo incluido nesta
subfamilia e tribo foi o género asidtico Hapaline Schott. Ja a tribo Zomicarpeae foi mantida
na subfamilia Aroideae e teve os géneros Ulearum Engl., Scaphispatha Brongn. ex Schott e

Zomicarpella N.E.Br. incorporados.
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A tribo Caladieae foi posteriormente retomada por Nicolson (1984) e, desde entdo,
apenas pequenas modificagdes foram feitas nas duas tribos Caladieae e Zomicarpeae. Entre as
modificagdes os géneros Filarum Nicolson e Jasarum Bunting foram incorporados nas tribos
Zomicarpeae e Caladieae, respectivamente. Além disso, Bogner (1980) transferiu
Scaphispatha de Zomicarpeae para Caladieae. Grayum (1990), dentro da subfamilia
Colocasioideae, aceitou a tribo Caladineae e cinco subtribos envolvendo todos os géneros
neotropicais conhecidos até agora, mais o género Hapaline. Este também foi o primeiro a
sugerir a fragmentagdo da subfamilia entre as linhas geograficas, ou seja, grupos do velho
mundo e grupos do novo mundo, pois admitia que a subfamilia fosse parafilética.

Em 1995, French e colaboradores reconstruiram a primeira filogenia para a familia
Araceae usando fragmentos de restricio para cpDNA (Fig 1) e obtiveram os seguintes
resultados: primeiramente, a tribo Colocasieae mostrava-se suficientemente distinta da tribo
Caladieae para justificar o abandono completo da subfamilia Colocasioideae. Além disso, o
complexo Caladieae-Zomicarpeae formava um grupo monofilético, mas cada uma das tribos
separadamente ndo. O género asiatico Hapaline surge na base do cladograma, seguido por
Syngonium. Em seguida, trés linhagens evolutivas se estabelecem. A primeira mostrava a
divergéncia de Ulearum + Filarum, seguida de um clado com Xanthosoma + Chlorospatha ¢
um segundo clado com Zomicarpa + Zomicarpella + Caladium. A associagdo mais estreita de
Caladium com dois outros géneros da tribo Zomicarpeae do que com Xanthosoma (com quem
se assemelha morfologicamente), mostrou-se surpreendente, mas foi ignorada por Mayo e
colaboradores (1997), que mantiveram as tribos Caladieae e Zomicarpeae distintas baseado
em caracteristicas morfologicas, que eles acreditavam ser irrefutaveis. Nesta classificacao,
complexo Caladiacae-Zomicarpeae mantém as tribos separadas com base na morfologia da
inflorescéncia. Na tribo Zomicarpeae, por exemplo, os estames sdo livres e o espadice

apresenta um prolongamento estéril apical, enquanto que na tribo Caladieae, os estames sdo
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fundidos em um sinandrio e o espadice ndo apresenta um prolongamento estéril apical visivel
(Fig. 2) (Mayo et al. 1997). No entanto, o unico carater morfoldégico que unir as tribos em
provavel grupo monofiletico ¢ a presenga de laticiferos anastomosados. Ainda nesta

classificagdo, as tribos Caladicae e Zomicarpae foram ambas incluidas na subfamilia

Aroideae, pela presenca exclusiva de flores unisexuais (Mayo et al. 1997).

Apéndice apical estéril

Flor masculina
[ estéil

Fig. 2. Tlustragdo esquemadtica de uma inflorescéncia “tipica” da tribo Zomicarpeae (Zomicarpa, a
esquerda), e uma da tribo Caladieae (Xanthosoma, a direita).

Os menbros da tribo Caladieae sao predominantes no sul da América (Brasil, Peru,
Colombia entre outros paises) com excecao de Xanthosoma que se expande desde a América
central (Panama) a América do Norte (México), mas o centro de diversidade deste género e
dos outros pertencentes a tribo Caladieae ¢ a regido dos Andes (Madison 1981). Diversos
autores tentaram avaliar as colegdes desta area, mas as concepgdes genéricas com relagdo a
circunscricdo de alguns géneros ¢ bastante nebulosa dentro da tribo Caladieae. Mayo e
Bogner (1988) sugeriram uma remodelagdo da circunscri¢ao da tribo Caladieae em relagdo a

separacdo de Xanthosoma e Caladium estabelecida no estudo de Engler e Krause em 1920.
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Madison (1981) e Mayo e Bogner (1988) concordam em sugerir que hé apenas uma diferenca
morfologica invaridvel capaz de manter os géneros separados. De acordo com estes autores, o
grao de polen maduro apresenta-se como tétrades em Xanthosoma e ménades em Caladium,
conseqiientemente, o grdo de pdlen & agora o cardter fenotipico diagnostico para a
circunscri¢do. Apesar desta evidéncia, Madison (1981) afirma que o género Caladium deriva
evolutivamente de Xanthosoma, defendendo a hipdtese que a auséncia de grao de polen em
tétrade em Caladium seria uma reversdo. Essa hipotese tornar-se ainda mais plausivel pela
suposta descoberta de duas espécies de Xanthosoma (X. mariae e X. latestigmatum) com o
grao de pélen em moénade (Bogner e Gongalves 2005). Para maioria das hipdteses sugeridas,
Xanthosoma e Caladium formariam um grupo monofilético, sustentado por sua similaridade
floral. A semelhanga morfologica nas inflorescéncias € tdo marcante que Crisci (1971) sugeriu
que Caladium e Xanthosoma deveriam ser sinonimizados.

A prépria circunscri¢do interna dos géneros teve mudangas significativas durante os
ultimos cem anos. O género Xanthosoma, por exemplo, foi originalmente descrita por Schott
em uma ordem que agrupava a espécie Arum sagittaefolium descrita por Linneus em 1753.
Schott (1832), além de criar o género Xanthosoma, criou também o género de Acontias, que
representava as espécies tuberosas. Mais tarde, Engler uniu Xanthosoma com Acontias, mas
preservou a segregacdo das espécies em duas secgdes: sec¢do Xanthosoma
(="Euxanthosoma”) e sec¢do Acontias Schott. Com relagdo a circunscricdo original, esta
unido também leva em considerag@o a revisdo realizada por Engler e Krause (1920) sobre a
entdo subfamilia Colocasioideae. Nesta mesma classificagdo, Engler mantém os géneros
Caladium e Aphyllarum na subtribo Caladineae baseado apenas na forma dos estames. Esta
classificagdo foi posteriormente retomada por Madison (1981), que sugeriu a expansdo do

género Caladium para acomodar as espécies de Aphyllarum.
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Ainda na tribo Caladieae, observa-se que o género Chlorospatha também apresenta
grio de polen em tétrade, uma possivel sinapomorfia de um provavel grupo entre
Xanthosoma e Chlorospatha (Mayo e Bogner 1988). Entretanto, Chlorospatha apresenta um
numero razoavel de caracteres distintos (Madison 1981; Grayum 1990) que separa
satisfatoriamente de Xanthosoma. Mesmo assim, Mayo e colaboradores (1997) sugeriram que
algumas espécies de Chlorospatha (e.g. Chlorospatha longipoda) apresentariam caracteres
intermedidrios entre este género e Xanthosoma. Assim, neste cenario, Xanthosoma seria
parafilético e deveria incorporar as espécies de Chlorospatha (Mayo e¢ Bogner 1988;

Gongalves et al. 2004b).

1.1.2 Importancia Econémica do complexo Caladieae-Zomicarpeae

As Araceae sdo melhores conhecidas pelo seu uso ornamental e estdo entre as mais
importantes folhagens ornamentais cultivadas e vendidas no mundo (Junqueira e Peetz 2002).
Sao bonitas e usualmente apresentam uma diversidade na forma e na textura das folhas. Um
exemplo ornamental bem caracteristico ¢ o género Caladium cujas espécies apresentam uma
colora¢dao variada de folhagem. Entre as espécies de Caladium, o C. bicolor apresenta-se
como um dos cultivares mais colorido (Loh et al. 2000), entre outras espécies comumente
cultivadas como C.humboldtii Schott, tdo incomum por nunca ter tido flores observadas ao
longo da historia dos cultivares. O género Syngonium também se presta para fins ornamentais,
sendo uma das plantas mais vendidas no mundo e usadas para forragdo em canteiros
excessivamente sombreados.

Por outro lado, as Araceae tuberosas vém sendo usadas como uma fonte de amido
por cerca de 7000 anos no sudeste asidtico, ¢ na América do Sul desde os tempos pré-

colombianos (Gongalves 2000). O material ja usado pelos incas e astecas inclui o género
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Xanthosoma Schott, que é exclusivamente neotropical, ocorrendo da Florida até o norte da
Argentina (Gongalves, 2000). Espécies de Xanthosoma sdo utilizadas como importante fonte
alimentar de pelo menos 400 milhdes de pessoas no mundo, especialmente na Africa
Ocidental ¢ Caribe (Towle 1961). Estudos recentes tém mostrado que as espécies de
Xanthosoma (taiobas ou mangaritos) sdo fontes importantes de ferro, potéssio, calcio e
manganés (Pinto ef al. 1999), além de apresentarem niveis relativamente baixos de fatores
antinutricionais (Pinto et al. 2001). Apesar da importancia nutricional, as Xanthosoma
também sao importantes do ponto de vista estratégico, pois as taiobas podem garantir a
seguranca alimentar durante periodos de caréncia sazonal das culturas comerciais (Longhurst
e Lipton, 1989), com também podem crescer e produzir em ambiente sombreado. Assim, as
taiobas sdo culturas possiveis de serem desenvolvidas em areas de reflorestamento.

Entre as Xanthosoma, o consumo ¢ dado tanto pela folhas quanto pelo cormo rico
em amido (Pinto ef al. 2001). Os cormos de taiobas estdo entre as estruturas tuberosas
comestiveis mais ricas em proteinas, se comparado, por exemplo, a mandioca (Onokpise et al.
1999). Em alguns paises da Africa, o cultivo de Xanthosoma ¢ feito consorciado com
palmeiras oleiferas, como o dendé (Salako et al. 1995), aproveitando seu denso
sombreamento. Por esses motivos, o cultivo de Xanthosoma tem sido fortemente
recomendado pela FAO como uma das mais promissoras na luta contra a fome no terceiro
mundo. No Brasil, entretanto, o cultivo de taioba ¢ bastante pequeno, mesmo apoés os
incentivos governamentais entre as décadas de 40-50 ao cultivo, ainda ¢ considerada uma boa
horticultura de fundo de quintal. A taioba ¢ consumida como folha, principalmente nos
estados da Bahia, Minas Gerais, Rio de Janeiro e Espirito Santos (Seganfredo et al. 2001).

Apesar da recomendagdo, a cultura de taiobas apresenta alguns obstaculos sérios
para que se estabeleca de forma definitiva. O primeiro problema seria a podriddo negra das

raizes, usualmente causada pelo fungo Pythium myriotylum, considerada a maior causa do
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declinio na cultura da taioba na Africa (Onokpise et al. 1999) e Sri Lanka (Tojo et al. 2005).
O outro fator limitante para o consumo de folhas e rizomas de taioba ¢é a ocorréncia de cristais
de oxalato de calcio nos tecidos, que provocam amargor ¢ adstringéncia na boca e garganta
(Seganfredo et al. 2001). Em relagdo a tantos obstaculos, nenhum programa de melhoramento
foi aplicado a este grupo. Este fato pode estar diretamente relacionado a falta de,
conhecimento basico da taxonomia do grupo (Offei et al. 2004).

A primeira denotacdo da espécie cultivada foi reconhecida como Xanthosoma
sagittifolium, no entanto, existem outras espécies de Xanthosoma que sdo utilizadas como
fonte de alimento, por exemplo: X.violaceum, X. atrovirens, X. maffafa (usada especialmente
na Nigeria), X. brasiliense, X. cacacu e X. robustum. Apesar da importancia, a taxonomia das
espécies cultivadas é considerada inclusiva pela maioria dos autores. O nome pelo qual,
formas cultivadas s3o conhecidas ¢ usualmente Xanthosoma sagittifolium (L.) Schott, ainda
que nenhuma analise critica tenha sido feita em nivel mundial. O material cultivado na Africa
foi re-determinado como Xanthosoma mafaffa Schott, depois de anos referido como X.
sagittifolium. Recentemente, o material amplamente cultivado na Florida como X
sagittifolium foi determinado como Xanthosoma robustum Schott (Gongalves, com. pess.). No
Brasil, os materiais cultivados no sul, sudeste, nordeste e centro-oeste sdo, de fato, X
sagittifolium, mas as identidades dos materiais cultivados no norte do Brasil permanecem
incognitas.

Uma vez que o género Xanthosoma ¢ um dos recomendados para aumentar a
produgdo de alimentos em paises assolados pela fome (Giacometti e Leon 1994; Pinto et al.
1999), um melhor conhecimento da diversidade do gé€nero pode subsidiar programas de

melhoramento genético.
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1.2 Inferéncia Filogenética

Para entendermos a inferéncia filogenética, recorremos primeiramente a proposta da
sistematica que ¢ descrever e interpretar a diversidade bioldgica, bem como sintetizar estas
informacdes em um sistema de classificagdo (Judd et al. 1999). De acordo com Swofford e
colaboradores (1996), a classificacdo ¢ uma forma organizada de representar o agrupamento
dos espécimes, constituindo a identidade do taxa. Com relacdo as informagdes acima, a
inferéncia filogenética propde classificar os espécimes, de forma, a reconstituir a historia
evolutiva do grupo. Quando tratamos da historia evolutiva temos que compreender que a
evolu¢do ndo ¢ uma simples descendéncia com modificagdo, mas envolve um processo de
diversificacao de linhagens atribuido a selecdo natural, deriva genética ou especiagdo (Judd et
al. 1999). As caracteristicas diagndsticas que descrevem a diversificacdo de linhagens sao
tratadas como caracteres. Cada carater pode apresentar diferentes estados de carater, que de
certa forma, podem contribuir como informacgdes filogenéticas (Swofford et al. 1996). No
entanto, ¢ importante esclarecer aqui, que nem todo carater atribui uma informacao
filogenética, mas toda a informacao filogenética ¢ dada por carater homologo. A identificagdo
de um carater homodlogo nem sempre ¢ atribuido a formas e fungdes semelhantes, mas esta
diretamente ligado as bases ontogenéticas e a correlagio de mesma posi¢do (Nei e Kumar
2000).

Hoje, as principais linhas de classificacdo evolutiva estdo baseadas na teoria da
anagénese (mudancga direcional dentro de uma unica linhagem) com também da cladogénese
(ramificagdo da arvore filogenética através da especiagdo) (Swofford er al. 1996). Entretanto,
o maior problema da inferéncia filogenética ¢ agrupar entidades em grupos monofiléticos que

reflitam a ancestralidade comum, como também a de identificar o carater homologo
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informativo sem ser confundido pelo carater homoplastico. Henning (1979) esteve entre os
primeiros a afirmar que a chave para o conhecimento de um grupo monofilético é que seus
membros compartilhem estados de caracteres unicamente derivados, o que ele considerou
como sinapomorfias. O carater sinapomorfico é uma seqiiéncia linear de estados de caracteres
originado de uma condigao ancestral (plesiomorfia) até a condi¢ao mais derivada (apomorfia)
na linhagem de um mesmo grupo (Nei ¢ Kumar 2000). Para determinar se a condig¢do ¢
plesiomorfica ou apomorfica, comparam-se os dados do grupo em questdo com grupos
externos pré-estabelecidos.

Os grupos externos sdo taxons que nao estdo dentro do grupo estudado, mas ao mesmo
tempo ndo devem estar muito longe filogeneticamente (Swofford et al. 1996). A idéia de
polarizagdo, ou melhor, enraizamento da arvore filogenética foi inicialmente direcionada a
relagdes evolutivas, que estdo diretamente ligadas ao registro fossil, mas raramente este e o
caso. Para maioria dos grupos, especialmente aquele que ndo sdo facilmente fossilizados, o
registro paleontologico ¢ fragmentado demais para tornar-se util como informacao (Swofford
et al. 1996). Acredita-se também que espécies fosseis ndo sdo necessariamente ancestrais
diretos de espécies mais recentes, mas sim uma linhagem aparentada que se extinguiu
(Swofford et al. 1996). Desta forma, o registro fossil pode fornecer informagdes uteis, mas
ainda ha necessidade da utilizacdo de um grupo externo para interpretar os dados.

Em relacdo as informagdes acima, a filogenia molecular surge como uma ferramenta
fundamental em estudos evolutivos, definindo-se como uma metodologia objetiva para
reconstruir a historia evolutiva de um grupo. Esta ferramenta trabalha com avaliagdo de niveis
de parentesco entre espécies envolvidas a partir de informagdes incompletas dos
compartimentos genomicos (Felsestein 2004). Para tanto, se utiliza recursos computacionais
para tentar estabelecer grupos que compartilham ancestrais comuns exclusivos. O primeiro

passo para utilizar este método € estabelecer homologia entre os caracteres comparados.
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Quando seqiiéncias de DNA sdo objetos de estudo, tal procedimento presume que, ao decorrer
do tempo a divergéncia entre as seqiiéncias de uma mesma regido aumentam em relagdo ao
antepassado comum (Zuckekandl e Pauling 1965). Estas diferencas podem ser utilizadas no
agrupamento de entidades, partindo do pressuposto que o seu ancestral comum esteja presente
como raiz da arvore filogenética, ainda que hipotético, pois a delimitacio de um ancestral
comum ¢ essencial para o reconhecimento de um grupo monofilético (Swofford et al. 1996).
A evolu¢ao molecular pode ocorrer, em longos periodos de tempo, numa taxa
aparentemente constante. Tal afirmacdo define o relogio molecular, cujo principal objetivo e
colocar uma escala de tempo sobre a historia de vida (Bromham e Penny 2003). Com relagao
as taxas evolutivamente constantes, Kimura ¢ Ohta (1971) propuseram que as mutagdes
vantajosas poderiam se relativamente raras, em grandes populagdes, ¢ as deletérias removidas
rapidamente por selecdo natural. Desta forma, a teoria neutra prevé que as mutacdes
puramente neutras sdo substituidas em uma populagdo em equilibrio em uma taxa igual a taxa
de mutacdo por geracdo (Bromham e Penny 2003). Em relagdo a teoria neutral observa-se
que, se uma evolucdo molecular e constante entre as linhagens que se divergiram a um curto
periodo de tempo, nota-se uma aproximacgao filogenética maior entre este grupo, do que com
grupos que divergiram ha muito tempo. A partir destas informagdes podem-se inferir graus de
parentesco por métodos filogenéticos (Bromham e Penny 2003). No entanto, os processos
evolutivos ndo sdo continuos necessariamente, pois ha fatores como deriva genética ou até
mesmo a sele¢do natural, além da radiacdo adaptativa que podem afetam diretamente o
namero de substituicdes por intervalo de tempo. Logo, a taxa de evolucdo ndo ¢ constante, ¢
este aspecto ¢ refletido na confiabilidade do relégio molecular, o qual ¢ atribuido uma alta
variancia de quantificagdo a partir da freqiiéncia acumulada, assim, pode-se discernir que esta
taxa evolutiva esta diretamente vinculada ao tamanho efetivo da populagdo (Bromham e

Penny 2003).
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Seria muito facil trabalhar com uma taxa constante de evolugdo molecular. No
entanto, o que se observa ao longo da evolucdo, € que taxas evolutivas podem variar tanto em
nivel de compartimentos celulares de uma mesma célula ou mesmo em diferentes regides do
mesmo compartimento gendmico. Além disso, organismos distintos podem apresentar taxas
evolutivas diferentes para mesma regido. Ou seja, um determinado organismo pode apresentar
uma taxa evolutiva mais lenta do que o esperado, enquanto o outro pode ter uma evolugao tao
rapida que os pontos de homologia entre eles possam ser perdidos (Kelchener 2000). Como
conseqiiéncias diversas hipotese filogenéticas ndo equivalentes sdo formuladas para explicar
os dados. Com relagdo a este problema, ha uma cautela na escolha da regidao ou do fragmento
para inferir filogenia, pois se sabe que ndo existem marcadores absolutamente melhores ou
piores, mas sim aqueles que sdo mais adequados para um estudo filogenético em determinado
nivel do que outros (Swofford et al.1996).

O critério de escolha do marcador envolve necessariamente a busca da regido que
mantém uma caracteristica conservada (e garante a provavel homologia), como também
alguns segmentos variaveis de carater informativo (Swofford et a/.1996). Com relacdo ao
grau de variacdo desejado, vai depender do nivel taxondmico que se deseja reconstruir
filogeneticamente. Quando a filogenia proposta envolve uma avaliagcdo intra-espécies ¢
aconselhavel um marcador de evolugdo rapida, segundo Kelchener (2000) seria um espacador
intergénico ou intron. No entanto, filogenias ao nivel de ordem ou mesmo familias aderem a
uma taxa de evolugdo mais lenta, assim, um marcador génico seria a melhor escolha.

Entre os muitos marcadores disponiveis, ndo ¢ de relevancia deste trabalho descrever
todos de forma minuciosa, mas cabe aqui a necessidade de estabelecer uma prévia
identificacdo sobre os marcadores que foram selecionados para reconstrucao filogenética do

complexo Caladieae-Zomicarpeae.
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s matK

O marcador matK (anteriormente conhecido como orfK), ¢ popularmente conhecido
para estudos de sistematica de plantas, desde nivel interespecifico até o nivel ordinal (Young e
Pamphilis 2000). A regido (~1,500bp) consiste de uma ORF (“Open Reading Frame”)
flanqueada por um trecho com pouco menos que 100bp do intron de grupo II (“lariat-
forming”) do gene trnK (Shaw et al. 2005). Esta ORF provavelmente codifica uma maturase,
que pode estar associada ao “splincing” de intron de grupo II (Young e Pamphilis 2000). A
presenca desta regido na espécie parasita Ephifagus, um taxa que perdeu 65% dos genes de
cloroplasto, sugere uma fung¢ao significativa em plantas (Hilu e Liang 1997).

A regido matK geralmente apresenta mais polimorfismo do que outros provaveis
genes (Hilu e Liang 1997) e a taxa de mutagdo ¢ trés vezes maior do que o marcador de
cpDNA mais comumente utilizado rbcL (Soltis et al. 1996). Com tais resultados, podemos
utilizar este marcador em estudos filogenéticos a diferentes niveis, desde intragenérico
(Gravendeel e Eurlings 2004; Grob et al. 2002) ao nivel ordinal (Hilu et al. 2003). Além
disso, a filogenia das angiospermas baseadas em matK ¢ considerada a mais bem resolvida
dentre aquelas baseadas em uma Unica regido (Hilu ef al. 2003), sendo considerada a melhor
opcdo quando apenas uma regido pode ser escolhida. Recentemente, matK tem se tornado
uma regido potencial para codigo de barras de DNA em plantas (Kress et al.2005).

Segundo Hilu e Liang (1997), a regido matK ¢ uma ferramenta molecular poderosa
que apresenta um forte potencial em resolver questdes sistematicas e evolutivas envolvendo
varios niveis taxondmicos. Tal afirmac¢do ¢ confirmada pela capacidade da regido em envolver
uma porcao relativamente conservada 5’ e uma outra mais variavel 3’. Isso reflete em diversas
resolucdes sistematicas entre diferentes familias (Hilu e Alice 1999). Dentro da familia
Araceae, esta regido mostrou-se eficiente na reconstrucao filogenética da tribo Paleotropical

Thomsonieae (Grob ef al. 2002) como também na tribo Neotropical Spathicarpeae (Gongalves
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et al. 2006). Entre varias regides de cpDNA, esta foi escolhida para reconstrugdo filogenética

da familia (Salazar, com. pess.).

* trnL-F

Acredita-se que regides ndo-codificantes sejam capazes de fixar mutacdes em uma
taxa mais alta por ndo sofrerem selecdo. Quando tais regides sdo flanqueadas por trechos bem
conservados, torna-se possivel o desenvolvimento de primers que permitem o sequenciamento
destas. O trecho em copia unica do cpDNA entre os genes #nK (UGU) e trnF (GAA) (que
inclui também a regido #nL (UAA) ¢ notoria por apresentar um sucessdo de genes
conservados de RNA transportador e uma centena de bases na regido ndo-codificante
(Taberlet 1991). Em tal trecho, a auséncia de rearranjos de segmentos dentro de um amplo
espectro taxondmico e as altas taxas de evolu¢do molecular se torna uma excelente candidato
para estudos filogenéticos em grupos de evolucdo recente. Especialmente a regido entre os
dois genes trnL e do gene #nF , mostra-se tdo variavel, que podem ser usadas para comparar
populacdes de uma mesma espécie (Collevatti et al. 2003) ou funcionar como “cddigo de

barra de DNA” (Kress et al. 2005).

1.2.1 Meétodos Filogenéticos

Em linhas gerais varios métodos foram propostos e desenvolvidos para elucidar a
historia evolutiva de um grupo. Na primeira metade do século XX, por exemplo, Mayr
(1974), o principal representante da escola Gradista ou Evolutiva, tentou inferir informagdes
filogenéticas em suas classificacdes baseado em um conjunto de caracteristicas adaptativas.
Entretanto, a escola Gradista ndo foi capaz de prover métodos objetivos para medir tais
aspectos. Ao contrario desta, a Escola Fenética propdem métodos estatisticos de inferéncia
bastante elaborados, mas falham em excluir o aspecto de evolugdo. Em 1966, Willii Henning
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propds andlise das estruturas homoélogas como proposito de classificacdo, surgindo assim a
Escola Cladista ou Filogenética. O maior objetivo desta escola é estudar as relagdes entre os
taxons utilizando métodos objetivos para obter uma classificagdo biologica que reflita o
conhecimento atual sobre as relagcdes de parentesco (Henning 1966). A Escola Cladista
sustenta que a classificagdo deva expressar relagdes de ramificagdes entre as espécies nao
importando o grau global de semelhanga ou diferenca. Como resultado da classificagdo
observa-se um cladograma que nao estd baseado na similaridade global, mas em uma
topologia que assume que cada taxon deva ser estritamente monofilético (Swofford et al.
1996).

Com base na proposta de Henning (1966) ¢ em dados moleculares pode-se inferir
relacdes filogenéticas a partir da selegdo de um método apropriado capaz de conduzir a
informacdo contida na regido molecular escolhida. No entanto, observa-se que ndo ha um
método absolutamente capaz de elucidar a hipotese correta, mas boa parte dos pesquisadores
admite o principio da parciménia como um fator universal. O principio da parcimdnia envolve
basicamente a busca de arvores com o menor niimero de passos evolutivos (Henning 1996).
Com base neste principio, alguns métodos filogenéticos foram estabelecidos. Entre estes
observa uma divisao entre métodos baseados exclusivamente em um algoritmo e métodos
baseados em um critério (Swofford et al. 1996). Entre os métodos baseados em um critério
destacam-se duas vertentes: uma no qual o critério compara filogenias alternativas é escolhe a
melhor topologia (Swofford ef al. 1996) (dentro desta categoria ha o método da Parciménia) e
a outra vertente envolve a busca da melhor topologia, comparando os dados obtidos com
modelo evolutivo: Méaxima Verossimilhanca (MV) e a Inferéncia Bayesiana (Holder e Lewis
2003).

Os métodos que sdao exclusivamente baseados em um algoritmo foram introduzidos

por Cavalli-Sforza e Edwards (1967) e por Fitch e Margoliash (1967) ¢ sdo conhecidos como
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M¢étodos de Distancia. A idéia fundamental deste método ¢ trabalhar com uma matriz que
represente numericamente as distancias evolutivas. No entanto, o diferencial deste método
esta relacionado a escolha da arvore filogenética, que ¢ atribuida exclusivamente por um
algoritmo. Diante desta proposta, diversos algoritmos foram propostos para elucidar as
informacdes contidas nos dados. O método UPGMA (Unweighted Pair-Group Method using
Arithmetic averages), por exemplo, constitui o algoritmo mais simples. Neste algoritmo, as
taxas evolutivas sdo mais ou menos constantes dentro de uma mesma linhagem (Felsentein
2004). Quando as taxas evolutivas de substitui¢do variam, UPGMA freqiientemente atribui
uma topologia incorreta. Neste caso, o método de quadrados minimos (Least Squares) pode
resolver o problema da inferéncia filogenética, baseando-se em estimativas diferentes sobre
ramificagdes alternativas (Nei e Kumar 2000). Entretanto, este método ndo apresenta um
parametro especifico para estimar uma provavel topologia. Assim, a Evolu¢do Minima
(Minimum Evolution) surge envolvendo métodos computacionais € uma justificativa
bioldgica. Este método tem como principio a soma de todas as estimativas de comprimento de
ramo, no qual a topologia que apresentar o menor valor estimado € a escolhida (Nei e Kumar
2000). Embora este método tenha propriedades estatisticas bem elaboradas quando comparada
aos métodos até aqui descritos ¢ estritamente susceptivel ao nimero excedente de taxons,
requerido assim, um acumulo substancial de tempo computacional. Entdo, o método Neighbor
Joining (NJ) surge resgatando uma versdo simplificada da ME (Felsentein 2004). Uma
concepgdo importante deste método € que dois tdxons estdo conectados por um unico
ancestral dentro de uma 4arvore enraizada. O algoritmo deste trabalha adotando que
inicialmente ndo ha taxons agrupados.

Das abordagens baseadas em um critério hoje disponiveis, a Maxima Parcimonia ¢é a
mais utilizada em filogenia, tanto para dados moleculares quanto morfologicos. Tal método

opera escolhendo o cladograma que contém o menor nimero de passos evolutivos (Swofford
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et al. 1996). Freqlientemente a parcimOnia encontra muitas arvores mais parcimoniosas com
diferentes topologias. Para resgatar as informagdes contidas em todas as topologias, utiliza-se
como recurso um consenso (Judd et al. 1999). A arvore de consenso estrito contém apenas
grupos monofilético que sdo comuns em todas as topologias. No entanto, se houver um
interesse em conhecer os clados que estdo distribuidos em 50% das arvores, basta um
consenso de maioria (Judd et al. 1999). Quando comparamos filogenias com diferentes taxa
terminais, usamos um consenso semi — estrito que indica o suporte de relagdes sem
contradi¢do. Um outro problema que a parcimonia tenta resolver ¢ o uso de caracteres de
multiestados. A parcimdnia de Wagner, por exemplo, estabelece uma andlise filogenética
admitindo uma escala de intervalos entre os multiestados, ou seja, € aceito uma série de
eventos ordenados (Swofford et al. 1996). Quando tratamos de caracteres ndo ordenados
temos a parcimdnia de Fitch (Fitch 1971) que postula uma tunica mudanca entre dois estados.
Entretanto, quando duas topologias apresentam reversdo e paralelismo, respectivamente, com
o0 menor nimero de passos iguais cabe a parcimonia de Dollo construir dentro deste processo
uma arvore que some mais ganhos do que perdas (Judd et al. 1999).

Uma vez utilizado o critério de parsimonia, podemos medir o suporte da arvore. O
indice de decaimento, ou suporte de Bremer ¢ uma medida relativa que mede quantos passos a
mais (além do numero minimo) seria necessario aceitar até que cada clado se colapse. No
entanto, este suporte ndao ¢ estatistico (Judd et al. 1999). Ja a andlise de bootstrap,
provavelmente a mais utilizada, ¢ uma técnica randémica de pseudo-replicatas com repeticao.
Este método calcula topologias de uma nova matriz extraida pelo sorteio de caracteres
isoladamente, analisando uma topologia de consenso entre todas as matrizes sorteadas
(Swofford et al. 1996).

Por outro lado, a parciménia ndo nos permite aplicar o que sabemos sobre a

probabilidade de que determinadas mutagdes sdo mais provaveis do que outras. Para isso,
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métodos probabilisticos foram desenvolvidos como a Maxima Verossimilhanga (MV) ¢ a
Inferéncia Bayesiana. Em MV, a hipotese e julgada por quanto melhor ela prediz os dados
observados ¢ a arvore escolhida é a que tiver a mais alta probabilidade de produzir as
seqiiéncias observadas (Holder e Lewis 2003). Este método demanda de trés elementos: uma
arvore de referéncia, um modelo explicito ¢ uma base de dados (matriz de alinhamento)
(Swofford et al. 1996). O objetivo deste método € calcular a probabilidade de cada dado a ser
colocado na arvore filogenética.

Para execug¢do do método de MV sdo requeridos modelos evolutivos capazes de
calcular as probabilidades de uma série de dados na constituicdo de uma arvore filogenética.
Estes modelos podem variar de simples como Jukes e Cantor, 1969 (modelo de 1 parametro) a
complexos como GTR (Rodriguez 1990). O modelo “Jukes e Cantor” trabalha com a
probabilidade de converter uma base nucleotidica em outra, atribuindo pesos iguais a qualquer
tipo de mutacdo (Nei e Kumar 2000). J& o GTR ¢ um modelo que calcula diferentes
probabilidades para cada substituicdo e considera as taxas simétricas (Felsentein 2004). Uma
das maiores vantagens da verossimilhanca além de funcionar bem com pequenas seqiiéncias,
¢ a capacidade em considerar o realismo da evolucdo molecular refletida em apenas uma
arvore obtida. Este também permite estudar se o reldogio molecular é aplicavel ao banco de
dados. Entretanto, o principal obsticulo ao uso do MV ¢é computacional, muitas vezes
demandando muito tempo para analisar a maioria das espécies.

A filogenética Bayesiana € relativamente nova, mas tem mostrado se promissora. Esta
obtém simultaneamente em uma analise padrdo, uma estimativa de arvore e de medidas de
incertezas para cada um dos clados (Holder e Lewis 2003). O campo da estatistica Bayesiana
e bastante similar ao método de MV, pois também utiliza métodos probabilisticos de evolucao
molecular. Esta conex@o apresenta um caminho mais rapido tanto para os acessos das

topologias por métodos probabilisticos quanto para o suporte dos clados. A hipotese a ser
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escolhida ¢ o que maximiza a probabilidade posterior (Huelsenbeck et al. 2001). A
probabilidade posterior permite que, além das probabilidades prévias, o método “aprenda”
algo sobre os dados. Computacionalmente, as dificuldades no calculo das probabilidades
posterior sdo contornadas pelo uso do algoritmo “Cadeia de Markov — Monte Carlo”,

(Huelsenbeck ef al. 2001). Entre as desvantagens, este ¢ um método que demanda de modelos

(mesmo problema de verossimilhanga), ou seja, o modelo pode ser equivocado a analise.
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Objetivos

A proposta deste trabalho ¢ determinar a circunscricdo do Complexo Caladieae-
Zomicarpeae, como também analisar as relacdes entre os géneros componentes,
especialmente Caladium e Xanthosoma que apresentam problemas de circunscri¢do. Para
avaliar relacdes filogenéticas serd utilizado o gene plastidial matK, uma porg¢ao do intron trnkK

que flanqueia esta regido e o espagador intergénico trnL-trnF.

Objetivos especificos:

e Avaliar, utilizando segmentos de cpDNA, a topologia obtida por French
(1995) que apresenta o Complexo Caladieae-Zomicarepae como um grupo
monofilético e ndo segregado em duas tribos constituintes, como atualmente
aceito pela maioria da comunidade cientifica (Mayo ef al. 1997).

* Testar a hipotese de Mayo e Bogner (1988) que separa o género Caladium de
Xanthosoma baseado exclusivamente no carater grao de polen.

* Verificar a aproximacdo filogenética de Clorospatha em relagdo a
Xanthosoma, ja que ambas possuem o grao de pdlen tétrade, mas divergem
com relagdo a morfologia da inflorescéncia.

* Verificar o posicionamento taxondmico de algumas espécies de posicao

dubia, como Caladium lindenii e Xanthosoma mariae.
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Capitulo 3

Materiais e Métodos
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Materiais e Métodos

3.1 Estudos de seqiiéncias de DNA

3.1.1 Selecao dos taxa

Um total de 58 acessos foi incluido na analise de dados de seqiiéncias (Tabela 1), de
forma a representar todo o complexo Caladieae-Zomicarpeae, com excecao de Jasarum. Este
género, em particular, ficou fora da analise, pois o unico material obtido era herborizado e nao
conseguimos sequer amplificar o DNA “templete”. As unidades taxondmicas operacionais
(OTUs) sao definidas como cole¢des e nao como espécies. Tentou-se incluir nao sé todos os
géneros aceitos, como também grupos anteriormente vistos como géneros a parte. Material
adequado de Caladium tuberosum (anteriormente Aphyllarum tuberosum) foi recentemente
obtido, mas nao houve tempo para o sequenciamento. Em adi¢do, nos incluimos trés espécies
como grupo externo representando clados que estabelecem relagdes proéximas ao complexo. A
escolha do grupo externo foi baseada na filogenia da familia proposta por French e
colaboradores (1995). Os grupos externos sao: Amorphophallus bulbifer, Orontium

aquaticum e Typhonium roxburgkii.
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Tabela 1: lista de acessos utilizados para o complexo Caladieae-Zomicarpeae

Espécimes

Voucher

Origem

Orontium aquaticum Schott

Amorphophallus bulbifer Schott
Typhonium roxburghii

Caladium bicolor Ventenat
Caladium lindenii (André) Madison

Caladium sp.nov.1
Caladium sp.nov.2
Caladium schomburgkii Schott
Chlorospatha atropurpurea Engler
Chlorospatha croatiana Engler
Chlorospatha dodsonii (G.S. Bunting) Madison
Chlorospatha longipoda (K. Krause) Madison
Filarum manserichense Nicolson
Hapaline benthamiana Schott
Scaphispatha gracilis Brongn. ex Schott
Scaphispatha gracilis Brongn. ex Schott
Scaphispatha robusta E.G. Gong.
Scaphispatha robusta E.G. Gong.
Syngonium angustatum Schott

Syngonium auritum (L.) Schott

Syngonium vellozianum Schott
Syngonium yurimaguense Engl
Ulearum donburnsii Croat
Ulearum sagittatum var. sagittatum Engler
Ulearum sagittatum var. viridispathum Bogner

Xanthosoma pedatissectum E.G.Gong. sp.nov. ined.

Xanthosoma appendiculatum Schott
Xanthosoma aristeguietae (Bunting) Madison
Xanthosoma atrovirens K. Koch & C.D. Bouché

Xanthosoma atrovirens var. panduriforme Engl.

Xanthosoma atrovirens “Albomarginatum”
Xanthosoma blandum Schott
Xanthosoma brasiliense (Desf.) Engl
Xanthosoma caulotuberculatum G.S. Bunting
Xanthosoma hyleae Engl. & K.Krause
Xanthosoma wendlandii (Schott) Standl.

Xanthosoma mafaffa Schott
Xanthosoma mariae Bogner & E.G.Gong.
Xanthosoma maximilianii Schott
Xanthosoma meridionalis E.G.Gong.sp.nov. ined.
Xanthosoma meridionalis E.G.Gong.sp.nov. ined.
Xanthosoma pentaphyllum Engl.

Xanthosoma poecile (Schott ) E.G. Gong., comb. ined.

Xanthosoma plowmanii Bogner

Xanthosoma pottii E.G.Gong.
Xanthosoma pulchrum E.G.Gong.
Xanthosoma pubescens Poepp.
Xanthosoma mexicanum Liebm.
Xanthosoma riedelianum (Schott) Schott

Xanthosoma riparum E.G.Gong.
Xanthosoma sagittifolium (L.) Schott
Xanthosoma sagittifolium (L.) Schott

Xanthosoma striolatum Mart. ex Schott
Xanthosoma syngoniifolium Rusby
Xanthosoma violaceum Schott
Zomicarpa steigeriana Schott
Zomicarpella amazonica Bogner

Acesso: AF543744

Gongalves 742 (UB)

Gongalves s.n.

Gongalves 820 (UB)
Gongalves s.n.

Gongalves 1114 (UB)

Gongalves s.n.
Gongalves s.n.

Hannon 97-052 (MO)

Croat s.n. (MO)
Dodson 6755 (SEL)

Croat & Hannon 86607 (MO)
Hetterscheid H.AR.130 (L)
Hetterscheid H.AR. 56 (L)

Gongalves 646 (UB)
Gongalves 1210 (UB)
Gongalves 681 (UB)
Gongalves 1128 (UB)
Gongalves 743 (UB)

Gongalves 764 (UB)

Gongalves1110 (UB)
Gongalves s.n.
Croat 84834 (MO)
Jangoux s.n. (M)
Bogner 1947 (INPA)
Gongalves 691 (UB)
Gongalves s.n.
Gongalves 202 (UB)
Gongalves s.n.

Gongalves s.n.

Gongalves s.n.
Gongalves 891 (UB)
Boos s.n.(MO)
Gongalves 1236 (UB)
Gongalves 962 (UB)
Gongalves s.n.

Gongalves 1019 (UB)
Sizemore s.n. (M)
Gongalves 419 (UB)
Gongalves 392 (UB).
Gongalves s.n.
Gongalves 837 (UB)
Gongalves s.n.
Gongalves 690 (UB)

Pott et al. 7685 (CPAP)
Gongalves 267 (UB)
Gongalves s.n.
Gongalves s.n.
Gongalves 764 (UB)

Gongalves 360 (UB)
Gongalves 911 (UB)
Gongalves 1088 (UB)
Gongalves 1076 (UB)
Gongalves 667 (UB)
Gongalves 184 (UB)
Gongalves 742 (UB)
Bogner 1985 (UB)

América do Norte

China
Ruderal em Fortaleza (CE)

Serra de Baturité (CE)
Cultivada no Sitio Burle-
Marx (RJ)
Medicilandia (PA)
Bolivia
Manaus (AM)
Equador, Esmeraldas.
Costa Rica
Equador, Pichincha
Equador, Pastaza
Peru
Tailandia
Arraias (TO)
Abreulandia (TO)
Arraias (TO)
Canaa dos Carajas (PA)
Cultivado em Sao Paulo
(SP)
Cultivado em Sao Paulo
(SP)
Medicilandia (PA)
Tefé (AM)
Equador, Morona Santiago
Rio Moa (AC)

Rio Moa (AC)
Arraias (TO)
Cultivado em Belém (PA)
Miranda (MS)
Cultivado no Sitio Burle
Marx (RJ)
Cultivado em Sao Paulo
(SP)

Cultivado em Brasilia (DF)
Manaus (AM)
Trinidad
Serra do Navio (AP)
Bujari (AC)
Cultivado no Sitio Burle
Marx (RJ)
Cultivado em Brasilia (DF)
Peru
Uruguca (BA)
Cotia (SP)
Florianépolis (SC)
Ipu (CE)

Itajai (SC)
Monte Alegre de Goias
(GO)

Fazenda Nhumirim (MS)
Comodoro (MT)
Equador
Costa Rica
Cultivado em Belo
Horizonte (MG)
Mossamedes (GO)
Areias (PB)
Placas (PA)
Rurépolis (PA)
Arraias (TO)
Cultivada em Brasilia (DF)
Uruguca (BA)

Tabatinga (AM)
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3.1.2 Obtencido, Amplificacio e Seqiiénciamento de DNA

Todo o material foliar foi coletado fresco e desidratado em gel de silica, mantido no
mesmo até o momento da extragdo. Para extrag¢do foi utilizado o protocolo CTAB de Doyle e
Doyle (1987).

Para este estudo s6 foram utilizados acessos com dados completos (matK, intron 3’
trnK e o espacador trnL-trnF). A amplificagdo do DNA foi realizada em uma reacao de 20pl.
Cada regido continha 0.15uM de cada oligonucleotideo, 0.20pM de cada dANTP, 1X
“Reaction buffer” (10 mM Tris-HCI, pH 8.3, 50 mM KCI, 1.5 mM MgCl,), 0.20mg/ml de
BSA, 1.5 unidades de Tag DNA polymerase (Phoneutria, BR), ¢ 0.15ng de DNA “template”.
A temperatura de anelamento variou entre 56° a 58°C. A amplifica¢do foi realizada no Gene
Amp PCR System 9700 (Applied Biosystems, CA) com as seguintes condi¢des: 96°C por 2’
minutos (1 ciclo), 94°C por 1°, 56°C por 1°, 72°C por 2’ (a cada ciclo acrescenta-se 5°) (35
ciclos) e 72°C por 10’ (1 ciclo). Para o marcador trnL-trnF, os primers “E-F” (Taberlet et al.
1991) foram combinados para amplificacdo do espacador intergénico. Para o marcador matK
o primer —19F (Gravendeel et al. 2001) e 2R (Steele e Vilgalys 1994) foram usados na
amplificacdo da porcdo inteira da ORF incluindo o intron 3’ do intron #rnK (~1900bp). Os
produtos de PCR foram purificados com a agdo de duas enzimas: Exonuclease I e a Fosfatase
Alcalina de Camarao (ou SAP, “Shrimp Alkaline Phospathase”), que combinadas originam o
produto comercial EXOSAP-IT (USB Corporation), cuja principal objetivo é degradar
material de fita simples e ANTPs.

Os produtos de PCR foram seqiienciados no ABI Prism 377 seqiienciador automatico
de DNA (Applied Biosystems, CA) usando o “kit” de seqiiénciamento DYEnamic™ ET
terminator (Amersham Pharmacia Biotech, Sweden), de acordo com as instrugdes do

fabricante. Para o sequenciamento completo da regido matK foram utilizados tanto o primers
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-19F quanto o 2R. No entanto, houve a necessidade de utilizar primers internos que fossem
capazes de sobrepor toda esta regido para estabelecer uma maior confiabilidade dos dados.
Neste propoésito, foram selecionados os primers 390F e 1326R (Cuénoud et al. 2002) que
estavam disponiveis na literatura. Entretanto, observou-se que estes oligonucleotideos nao
eram suficientes para sobrepor toda a regido. Entdo, foram desenvolvidos dois novos primers
internos (1034F e 533R) (Batista et al. submetido) (Anexo 1) com intuito aumentar a
sobreposi¢do da regido. A andlise das seqiiéncias e a obtencao da fita consenso foi realizada
utilizando o programa SeqScape 2.5 (Applied Biosystems).

Para regido matK foi analisado filogeneticamente toda regido codificante,
juntamente com uma parte do intron #7nK que foi seqiienciado parcialmente. Primeiramente,
os 18bp da ORF foram excluidos por causa do pobre seqiienciamento e aproximadamente os
15bp upstream do stop cédon também foram excluidos devido ao alinhamento dubio causados

por eventos de “indels”.

3.1.3 Alinhamento de seqiiéncias e analise filogenética

O alinhamento multiplo foi realizado pelo “software” Clustal W (Thompson et al.
1994). Para ambos os marcadores, a penalidade de abertura do “gap” foi definida como 25 ¢ a
para extensao do “gap” de 10, de acordo com o trabalho do Gongalves (2007). O alinhamento

foi otimizado manualmente. Para esta analise, os fragmentos ambiguos foram excluidos.

3.2 Analise de Maxima Parcimo6nia (MP)

O software PAUP v.4.0b8 (© Smithsonian Institution) foi utilizado para analise de

Maxima Parcimonia. Os caracteres tiveram pesos iguais e foram tratados de forma nao
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ordenada (parcimdnia de Fitch) para cada particdo individualmente. A analise consistiu de
1000 réplicas usando a adicao randomica de seqiiéncias. A troca de ramos foi realizada pelo
algoritmo (TBR), salvando apenas as primeiras 30.000 arvores mais parcimoniosas e usando
um carater de transformagdo acelerada (ACCTRAN). O suporte dos clados foi obtido por
meio de 1000 replicas de bootstrap usando os mesmos parametros da busca heuristica acima,
porém permitindo que o programa salvasse apenas as 100 primeiras arvores mais
parcimoniosas, para reduzir o tempo computacional. Valores de bootstrap com menos de 70%
foram considerados de baixo suporte, valores entre 70% e 90% foram considerados com
suporte moderado e valores acima de 90% foram de forte suporte de acordo com a sugestao
de Shaffer e colaboradores (1997).

Posteriormente, de acordo com os parametros acima, foi testado a compatibilidade
das particdes usando o teste “Incongruence Distance Lengh” (IDL) (Farris et al. 1994), como
implementado no software PAUP v.4.0b10 (Swofford 2002). As partigdes definidas neste
teste foram: (1) ORF matK, (2) uma por¢ao do intron #rnK e (3) espagador intergénico trnlL-
trnF. Caracteres ndo informativos foram excluidos a priori para analise (Lee 2001) que
consiste de 1000 replicas. A significancia de rejeicdo foi de P menor ou igual a 0.010, como

sugerido por Cunningham (1997).

3.3 Anailise de Inferéncia Bayesiana

Para este método foi selecionado o modelo evolutivo que melhor se ajusta aos dados
com auxilio do programa ModelTest2.2 (© Nylander 2004), usando o teste “Likelihood Ratio
Test” ou LRT (Huelsenbeck e Crandall 1997). Posteriormente, o programa MrBayes 2.01 (©
Huelsenbeck e Ronquist 2001) inferiu provaveis topologias com base no modelo evolutivo

selecionado. Para esta andlise usamos 1.000.000 geragdes, amostrando cada 10 geragdes e
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quatro simulacdes da cadeia de “Monte Carlo” utilizando as condi¢des “default”. Uma arvore
de consenso de maioria foi obtida aceitando-se apenas clados com probabilidades posteriores
acima de 90%. Para determinar o limiar de “burn-out”, isto é, as arvores que deveriam ser
excluidas do consenso, os valores dos logaritmos naturais da verossimilhanga (InL) foram
plotados ao longo das geragdes, observando-se o ponto de estabilizagdo. Excluiu-se todas as

arvores obtidas anteriormente a este ponto.
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Resultados

4.1 Modelos de evolucao

O modelo selecionado pelo MrModelTest2.2 para o gene matK foi o GTR+I+G, que
¢ o modelo “General Time Reversible” (Rodriguez et al. 1990), aceitando sitios invariaveis e
aceitando também uma distribui¢do gama para sitios heterogéneos (Yang 1994). Com relagao
ao intron, o modelo escolhido foi o F81+G, que o modelo de Felsenstein (Felsenstein 1981)
também aceitando uma distribuicdo gama para sitios invariaveis. O GTR foi escolhido como

melhor modelo de evolugdo para o espacador trnl-trnF.

4.2 Congruéncia entre os dados

O teste IDL mostrou valores de P entre 0,020 a 0,040, ndo rejeitando a
combinabilidade total das parti¢cdes aceitando o limiar de P<0,01 . Todas as andlises par-a-par

também se mostraram congruentes, conforme mostrado na Tabela 2.

Tabela 2: Valores de “P” para o Teste de Incongruéncia (IDL) par-a-par
matK Intron trnk Espacador trnL-F
matK - 0.0400 0.0200
Intron trmk - - 0.0400
Espacador trnl-F - - -
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Os valores de InL plotados ao longo das geracdes para cada andlise estdo

apresentados na Fig. 3. Em todos os casos, a estabilizacdo ocorreu entre 8000 e 13000

geragdes. Optou-se por excluir as 20.000 primeiras arvores (20%) para a montagem do

consenso.
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Fig 3. Comportamento do logaritmo natural da verossimilhanca ao longo das geragdes, para cada uma das
partigdes. As linhas verticais indicam um ponto seguro de corte, o qual hd a mesma probabilidade para a mesma
arvore. O grafico em verde: intron #rnK; azul: trnL-trnF; cinza:matK; vermelho: particdes combinadas.
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Tabela 3: Sumario filogenético de todos os dados usados neste estudo

N° de

o o
N° de caracteres ,N de N° de Ne° de clados
caracter el . arvores N° de
variaveis/ . N° de RC/ HI . clados com com
Dados es . . mais CI/RI no .
alinhad informativos parcimonios passos internos bootstrap  probabilida
para >90% des >99%
0s . . as
Parcimonia
matK 1429 116/97 170 307 0.752/0.873  0.636/0.263 29 19 17
 trnL-F 308 35/32 +30.000 63 0.933/0.961  0.897/0.670 18 3 9
Intron trnK 179 18/13 +30.000 41 0.795/0.859  0.684/0.205 11 3 4
Todas as 0.625/0.266
evidéncias 1914 160/138 7791 428 0.75/0.862 31 19 20
combinadas
4.3.1 matK

Um sumadrio contendo as principais caracteristicas filogenéticas para esta e todas
outras analises deste neste estudo estdo presentes na Tabela 3.

Para andlise de MP, a 4rvore de consenso estrito com os valores de bootstrap (BP)
estar representada na Fig. 4. O complexo Caladieae-Zomicarpeae aparentemente ¢
monofilético, com um valor de suporte de bootstrap forte (BP 100). De acordo com a
filogenia obtida, o género asiatico Hapaline surge na base deste cladograma seguida por uma
clado contendo Caladium lindenii juntamente com os acessos de Syngonium. Ainda em
relacdo a este marcador, podem-se identificar trés linhas evolutivas internas. Na primeira
linha evolutiva observa-se um grupo monofiletico compondo Zomicarpella + Zomicarpa +
Caladium + Scaphispatha fortemente suportado (BP 93). Enquanto, Filarum + Ulearum,
atualmente classificado na tribo Zomicarpeae, formam uma segunda linha evolutiva
fortemente suportada (BP 100) e bem resolvida internamente, com o género peruano Filarum
surgindo na base deste grupo monofilético (BP 90). E a terceira linha também fortemente

suportada (BP 93) reine em um tnico clado os géneros: Xanthosoma e Chlorospatha.
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Orontium agquaticum

Amarphophalius bulbifer

Tiphonium roxburghii
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Fig 4. Reconstrucdo filogenética para o complexo Caladieae-Zomicarpeae para o marcador matK
usando Maxima Parcimonia (MP) (A) e Inferéncia Bayesiana (B). Em MP os valores de bootstrap
foram inseridos na topologia de consenso estrito. E o suporte de méaxima probabilidade a posterior e

dado em porcentagem.
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O clado que contém todos os acessos de Xanthosoma deste trabalho juntamente com
Chlorospatha apresenta uma resolugdo interna parafilética, e o mais surpreendente ¢ que os
acessos de Chlorospatha surgem mais de uma vez no cladograma. O exemplo disso,
Chlorospatha atropurpurea € aparentemente grupo irmao de Xanthosoma riparum, com forte
suporte de bootstrap (BP 91), enquanto as espécies (Chlorospatha croatiana, Chlorospatha
longipoda ¢ C. dodsonii) surgem em pontos distintos deste clado, intercaladas com espécies
consideradas “tipicas” de Xanthosoma. Ainda com relacdo a resolugdo interna do clado das
Xanthosoma observamos que hd uma politomia basal entre alguns espécimes, que de acordo
com as consideragdes morfologicas fogem a classificagdo genérica do género Xanthosoma. As
demais espécies de Xanthosoma estdo distribuidas em dois grupos internos fortemente
suportados (BP 81 ¢ BP 90).

O marcador aparentemente ¢ eficiente na constituicdo dos clado, no entanto, observa-
se que metodologia adota de MP ¢ bastante “dura” com os dados, ¢ isso reflete na resolucao
interna dos mesmos. Na mesma topologia da Fig 4 utilizou-se uma outra metodologia baseada
em uma arvore de consenso de regra de maioria IB, que mostrou-se essencialmente similar a
arvore filogentica de MP, diferendi apenas em relagdo aos indices de suporte internos dos

clados.

432 Intron trnK

A regido utilizada do intron t7nK consisitiu de 179 posi¢des alinhadas e apenas 13 se
mostraram filogeneticamente informativas para parcimonia. O resultado da analise mostrou
um cladograma com uma vasta politomia (Fig. 5), refletindo o baixo potencial informativo
para regido, em analises isoladas (Tabela 3). A analise de maxima parsimonia produziu

essencialmente a mesma topologia da analise de inferéncia bayesiana.
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Fig 5. Reconstrucdo filogenética para o complexo Caladieae-Zomicarpeae para o marcador intron
trnK usando Maxima Parcimdénia (MP) (A) e Inferéncia Bayseiana (B). Em MP os valores de
bootstrap foram inseridos na topologia de consenso estrito. E o suporte de maxima probabilidade a
posterior e dado em porcentagem.
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Este marcador ndo foi capaz de resolver o complexo Caladieae-Zomicarpeae como
monofiletico, j& que os grupos externos Typhonium e Amorphophallus surgiram junto com
géneros do complexo em uma politomia basal. Entretanto, a resolu¢do na base do clado
Zomicarpella + Zomicarpa + Caladium + Scaphispatha, mostrou-se maior. Neste clado,
Zomicarpella surge na base, seguido de Zomicarpa ¢ de um clado contendo todas as espécies
testadas de Caladium (exceto C. lindenii) e Scaphispatha. Apenas outros dois grupos
moderadamente suportados formam-se nesta analise. O primeiro clado (BP 82) consiste em
algumas espécies de Xanthosoma enquanto o outro clado inclui boa parte das espécies de

Xanthosoma e também os géneros Ulearum e Filarum.

4.3.3 Espacador trnL-trnK

O espagador frnL-trnF compreende 308 posicdes nucleotidicas alinhadas para o
complexo Caladieae-Zomicarpeae, com 35 caracteres variaveis e 32 destes informativos para
a parsimonia.

Para analise de MP esta regido mostrou um alto indice de homoplasia (Tabela 3) e
proporcionalmente baixos valores de bootstrap (Fig. 6.) Entre os grupos internos formados
para esta regido, ndo podemos inferir que o complexo Caladieae-Zomicarpeae seja
monofilético, ja que Hapaline encontra-se na base e os outros grupos externos (7yphonium +
Amorphophallus) estdo mais internos. No entanto, observamos mais uma evidéncia de que
Caladium esté filogeneticamente mais proximo de Zomicarpella, Zomicarpa e Scaphispatha,
com um suporte alto (BP 97). Da mesma forma, podemos destacar que outro clado fortemente
sustentado (BP 92) incorpora algumas espécies de Xanthosoma e todas as espécies de
Chlorospatha. Um terceiro clado bem sustentado inclui Filarum e Ulearum. As trés

topologias com sustentacdo acima de 90 corroboram os resultados com a regido matK.
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Fig 6. Reconstrugdo filogenética para o complexo Caladiecae-Zomicarpeae para o marcador trnL-trnF usando
Maxima Parcimonia (MP) (A) e Inferéncia Bayseiana (B). Em MP os valores de bootstrap foram inseridos na
topologia de consenso estrito. E o suporte de méxima probabilidade a posterior e dado em porcentagem. Os

ramos em negrito destacam que os grupos externos foram incorporados na topologia como um clado interno.
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4.3.4 Dados combinados (matK + intron trnK + espacador trnL-trnF)

A combinagdo das particdes genotipica (matK +trnL-trnF + intron trnK) consiste em
em matriz de 160 caracteres polimoérficos e 138 potencialmente informativos para parcimonia
(Tabela 3).

Tanto na analise de MP quanto na de IB, a matriz genotipica combinada atribui a
circunscri¢do do complexo Caladieae-Zomicarpeae como grupo monofilético e fortemente
suportado (BP 90 PP 99%) (Fig. 7). A resolugdo interna da matriz combinada foi maior que
qualquer uma das analises dos dados isolados. Entre os grupos internos observamos a posicao
de Hapaline bethamiana na base do clado fortemente suportada (BP 90 e PP 99%), seguida da
divergéncia de grupo monofiletico composto pelas espécies testadas de Syngonium e
Caladium lindenii também fortemente suportado (BP 100 PP 100%). Os demais espécimes do
complexo estdo distribuidos em um clado fortemente suportado (BP 90 ¢ PP 99%), que
diverge em trés linhagens evolutivas distintas: o clado Zomicarpellat+Zomicarpa+Caladium
+Scaphispatha, o clado Filarum+Ulearum e o clado Xanthosoma +Chlorospatha.

Em relagdo trés linhagens evolutivas internas, o clado contendo Zomicarpella na
base, seguido por Zomicarpa (ambos tradicionalmente incluidos na tribo Zomicarpeae) com
grupo irmao de Caladium + Scaphispatha (atualmente pertencentes a tribo Caladieae) ¢
fortemente suportado (BP 100 e PP 100%). O mesmo ocorre com Filarum e Ulearum que se
mantém juntos e fortemente suportados (BP 100 e PP 100%) com descrito para regido matK.
Em relagdo a terceira linhagem, o clado composto pelas espécies amostradas de Xanthosoma
e Chlorospatha apresentam um forte suporte (BP 95 PP 97%). Dentro deste clado observamos
cinco grupos internos fortemente suportados por maxima probabilidade a posteriori (%). E em
nenhum deste clados podemos observar os espécimes de Chlorospatha como um grupo

monofiletico, mas sempre combinado com Xanthosoma.
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Fig 7. Reconstrugdo filogenética para o complexo Caladieae-Zomicarpeae para a combinagdo de
marcadores matK, intron trnK e espacador trnL-F usando Maxima Parcimonia (MP) (A) e Inferéncia Bayseiana
(B). Em MP os valores de bootstrap foram inseridos em topologia de consenso estrito. E o suporte de maxima
probabilidade a posteriori e dada em porcentagem.
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Discussao

5.1 O paradigma evolutivo para o complexo Caladieae-Zomicarpeae

A proposta inicial deste trabalho foi tentar resolver a circunscricdo do complexo
Caladieae-Zomicarpeae a partir da andlise filogenética de trés marcadores de cpDNA (matK,
espacador trnl-trnF e aporcdo 3’ do intron #7nK). O teste de IDL (Farris et al. 1994) aceitou
a combinabilidade destas particdes. Entretanto, as filogenias moleculares obtidas para o
espagador trnL-trnF bem como para o intron #rnK ndo mostraram-se muito resolvidas. O
intron #rnK nao contradiz a hipotese que o complexo ¢ monofilético, mas também nao fornece
subsidios filogenéticos concordantes. No entanto, a baixa resolugcdo deste compartimento
provavelmente estar relacionado ao um numero reduzido de caracteres informativos para a
parsimonia (13). J& o espagador trnL-trnF contradiz o monofiletismo do complexo, ja que
Hapaline encontra-se na base do cladograma e os grupos externos (7yphonium +
Amorphophallus) sdo constituidos como um grupo interno. Entretanto, a analise deste
compartimento mostrou um alto indice de homoplasia (Tabela 3), além dos dados saturagdo
(informa¢do ndo mostrada). No entanto, a associagdo de todos os compartimentos em uma
unica matriz genotipica aumentou substancialmente a definicdo interna dos clados, o que ja
pode ser considerado uma justificativa para combinar matrizes (De Queir6z 1993). Assim,
optamos por discutir as implicagdes filogenéticas, utilizando a arvore de dados combinados
como uma hipdtese evolutiva para o grupo.

A pequena diferenca entre os resultados da andlise bayesiana e da andlise de maxima

parcimonia demonstra que o padrao obtido ndo ¢ sensivel ao método aplicado.
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5.2 A circunscricdo do complexo Caladieae-Zomicarpeae

Um importante impacto destes resultados ¢, sem duvida, o posicionamento dos
géneros da tribo Zomicarpeae (Zomicarpella + Zomicarpa + Ulearum + Filarum), que nao se
mantém como um grupo monofilético no cladograma de consenso estrito para as evidéncias
combinadas. O mesmo acontece com os géneros usualmente considerados como
representantes da tribo Caladieae (Hapaline + Syngonium + Caladium + Scaphispatha +
Xanthosoma + Chlorospatha). Assim, nossos resultados corroboram com a hipotese de
French e colaboradores (1995) que o complexo Caladieae-Zomicarpeae ¢ monofilético como
um todo, mas as tribos tradicionalmente reconhecidas sdo parafiléticas. Ambas as andlises (a
nossa e a de French ef al. 1995) sugerem que a tribo Caladieae seja expandida para acomodar
0os quatro géneros anteriormente incluidos na tribo Zomicarpeae. Assim, a tribo seria
caracterizada pela presenga de laticiferos articulados anastomosados, Unico caractere
morfologico atribuido a ambas as tribos.

Desde que as tribos Caladicae e Zomicarpeae foram criadas (no séc. XIX), ambas
foram essencialmente mantidas distintas, sofrendo pequenas alteragdes ao longo de todas as
classificagdes. De fato, na maior parte das classificacdes do século XX, cada tribo era
posicionada em uma subfamilia diferente (Engler e Krause, 1920). A principal caracteristica
para tal separagdo era a inflorescéncia, que podia ter flores masculinas estéreis na porc¢ao
central (Caladieae) ou possuir um apéndice estéril apical (Zomicarpeae). Além disso, os
géneros da tribo Caladieae tém flores masculinas unidas em sinindrio, enquanto os géneros da
tribo Zomicarpeae tém estames livres (Madison 1981; Mayo et al. 1997). Entretanto, nossos
dados sugerem que tais aspectos podem ter surgido varias vezes de forma independente na

evolu¢do do grupo, talvez em resposta aos polinizadores disponiveis.
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Apesar de o nosso trabalho contar com uma amostragem bem mais abrangente, a
topologia encontrada ¢ essencialmente congruente com a apresentada por French e
colaboradores (1995). O género Hapaline surge na base do cladograma, seguido pelo clado
que contém as espécies de Syngonium (onde também se agrupou com Caladium lindenii). Em
seguida, trés linhagens podem ser notadas. A primeira agrupa todas as espécies que contém
grao de polen em tétrade (Madison 1981; Mayo ¢ Bogner 1988), destacando assim uma
aproximacao filogenética entre Xanthosoma ¢ Chlorospatha. A segunda linhagem contém os
géneros Filarum e Ulearum, aproximagdo esta inicialmente sugerida no trabalho de Mayo e
colaboradores (1997) em relagdo ao nimero cromossomal. A terceira linhagem mostra que os
géneros Zomicapellla+Zomicarpa+Caladium+Scaphispatha formam um grupo monofilético.
Embora nossos resultados moleculares sejam fortemente suportados, a existéncia desta
terceira linhagem ndo ¢ nada obvia a luz da morfologia floral, reforcando a natureza

potencialmente homoplastica de dados fenotipicos.

5.3 Circunscriciao de Caladium e Xanthosoma

Em 1976, Michael Madison publicou uma lista de caracteres que ele acreditava que
pudesse ser usado para distinguir Xanthosoma de Caladium. A lista se fez necessaria, ja que
era comum que espécies descritas em um dos géneros fossem transferida para o outro.
Entretanto, trabalhos posteriores envolvendo a descricdo de novas espécies (ver Grayum
1986) dos géneros acima violaram todas as regras impostas. Em 1981, Madison definiu
Caladium pela presenca de caule tuberoso, crescimento sazonal, grdo de polen monade e
ovarios com mais ou menos vinte dvulos distribuidos em cada placentagdo. De acordo com
esta classificacdo, nem todos os caracteres eram exclusivos de Caladium. Com excecdo ao

grao de pdlen monade, todas as outras caracteristicas eram ocasionalmente encontradas no
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género Xanthosoma. Desta forma, Madison foi forcado a admitir que o tUnico carater
inflexivel de separacdo era o grao de polen tétrade em Xanthosoma e monade em Caladium.

Trabalhos posteriores como o de Mayo e Bogner (1989), confirmaram que o Uinico
carater morfoldgico capaz de manter os géneros Xanthosoma e Caladium separados é o grao
de podlen tétrade e monade, respectivamente. Em 1990, Grayum preferiu ndo entrar acerca
desta discussdo, mas sugeriu uma revisao dos géneros utilizando outros campos taxondmicos.
No entanto, French (1995) propds em sua filogenia a separagdo de Caladium e Xanthosoma
em grupos monofileticamente distintos. Mas estas informacdes foram desconsideradas por
que a Unica caracteristica capaz de unir Caladium e Zomicarpa é um O6vulo usualmente
unilocular com placentacdo basal ¢ o grao de pélen monade (Mayo et al 1997). Com base
nestas indicagdes, juntamente com o0s nossos resultados, somos capazes de afirmar que
Caladium e Xanthosoma jamais poderiam ser sinonimizados como sugerido por Crisci (1971),
pois ambos os géneros sdo distintos tanto a nivel morfolégico (grio de podlen) quanto
molecular. A Unica exce¢do confirmada por nossos estudos seria a espécie Xanthosoma
mariae, do Peru, que apresenta grdo de pdlen em ménade (Bogner ¢ Gongalves 2005), que
provavelmente trata-se uma reversao.

Devido a estreita aproximacdo morfologica entre os géneros Caladium e
Xanthosoma, o proprio Madison (1981) traz uma discussdo acerca da provavel coneccao entre
o tipo de polinizador e a morfologia de Caladieae. A maioria dos géneros de Caladieae,
incluindo Xanthosoma e Caladium, sao polinizados por besouros Scarabaeidaec (Mayo et al.
1997). Estes besouros sdo grandes e sdo atraidos por um suave odor ao fim da tarde emitidos
pelas flores masculinas estéreis, permanecendo na inflorescéncia por aproximadamente 24
horas (Mayo et al. 1997; Garcia-Robledo et al. 2004; Gibernau 2003). Sabe-se que os grupos
polinizados por tais besouros t€ém a tendéncia a possuirem flores com tubo da espata dilatado

(Gongalves e Maia 2006). Acreditamos que a similaridade morfolégica encontrada entre
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Caladium e Xanthosoma reflita um caso de convergéncia evolutiva pelo compartilhamento do
mesmo tipo polinizador. Ou seja, estes géneros seguem uma evolucdo paralela, que
provavelmente em algum momento descenderam de um mesmo ancestral comum que

continha grao de pélen maduro em monade.

5.4 Circunscricao de Chlorospatha e Xanthosoma

French e colaboradores (1995), ao descreverem a primeira filogenia da familia
Araceae, sugeriram que Chlorospatha fosse grupo irmdo de Xanthosoma, e ndo Caladium,
que detinha uma maior similaridade global. Com relagdo a esta hipdtese, o Unico carater
morfologico capaz de suportar esta evidéncia ¢ o grdo de polen tétrade em Xanthosoma e
Chlorospatha (Madison 1981; Mayo e Bogner 1988), que ¢ tnica dentro de Araceae. No
entanto, os caracteres florais de Chlorospatha sdo bastante diferentes dos caracteres de
Xanthosoma. A diferencga ¢ tdo significativa que Engler se aceitou Chlorospatha como género
apOs observar a inflorescéncia, pois inicialmente ele acreditava que Chlorospatha kolbii era
uma possivel Xanthosoma helleborifolium (Jacq) Schott.

O género Chlorospatha foi introduzido por Engler (1878). Em 1920, Engler revisou
o género Chlorospatha incluindo-o na subtribo Caladineae (tribo Colocasieae) da subfamilia
Colocasioideae, juntamente com Xanthosoma, Caladium e outros dois grupos recentes:
Caladiopsis Engler e Aphyllarum S. Moore. Este género foi considerado monotipico durante
muito tempo, até 1981, quando Madison fundiu-o com o género Caladiopsis Engler. Ao
mesmo tempo, Madison incorporou ao género Chlorospatha duas espécies previamente
descritas como Xanthosoma mirabilis Master e Caladium longipodum Krause, além de

descrever novas espécies. Ambas as espécies, Xanthosoma mirabilis e Caladium longipodum
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apresentavam uma inflorescéncia estreita e alongada, assim como as caracteristicas
diagndsticas para o género Chlorospatha.

Nossos resultados fortemente indicam que os géneros Chlorospatha e Xanthosoma,
se mantidos de acordo com a circunscri¢do atual, s3o ambos parafiléticos, com Chlorospatha
surgindo mais de uma vez dentro do clado que inclui as espécies com griaos de pdlen em
tétrades. Baseado na filogenia proposta neste estudo o grdo de polen em tétrade
aparentemente surgiu apenas uma unica vez na evolucio do grupo, tendo sofrido pelo menos
uma reversdo confirmada em Xanthosoma mariae. Esta evidéncia suporta uma aproximagao
filogenética entre os géneros. O clado Xanthosoma+Chlorospatha ndo mantém o género
Chlorospatha como um infragrupo monofilético. Pelo contrario, observamos que
Chlorospatha atropurpureae é grupo irmao de Xanthosoma riparum, enquanto C. longipoda
+ C. croatiana formam um grupo monofilético distinto dos demais espécimes do género. De
acordo com esta divergéncia podemos sugerir uma sinonimizagdo de Chlorospatha em
Xanthosoma.

As caracteristicas florais mais notaveis para descrever Chlorospatha sio um
pedunculo fragil, alongado, péndulo esguio acompanhado por um tubo de espata fino e
alongado (Mayo ef al. 1997). As flores femininas sdo esparsas, com uma distribuigdo irregular
de flores estéreis. Observagdes em campo sugerem que esta inflorescéncia ¢ provavelmente
polinizada por besouros Staphylinidae (Madison 1981) ou moscas, entre outros pequenos
besouros durante o dia por uma breve abertura na ponta da espata. Para Xanthosoma o
pedunculo € robusto a espata consiste na forma um tubo globoso, como uma espadice central
bem caracterizada como uma contricdo alongada na regido central (flores estéreis), sendo
polinizada por Scarabaeideae (normalmente Dynastineae). Mais uma vez, é possivel que a

diferenciagdo morfoldgica extrema seja resposta a uma transi¢ao de polinizadores.
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5.5 Xanthosoma

No clado que contém as espécies com graos de polen em tétrades, observamos 5
linhas evolutivas principais. A primeira linhagem ¢é representada por uma aproximagao
filogenética entre algumas espécies caulescentes de Xanthosoma e Chlorospatha. A segunda
envolve um grupo monofilético compondo a maior parte das espécies cultivadas, todas
desconhecidas em estado selvagem (com excecdo de Xanthosoma blandum). A descricdo da
terceira linhagem provavelmente inclui as espécies descritas como sec¢ao Acontias por Engler
(1920), ou seja, espécies que apresentam um cormo globoso e curto, normalmente ocorrente
em plantas fortemente sazonais. Dentro desta linhagem observamos a organiza¢do taxondmica
das espécies comestiveis inclusas em um grupo monofilético bem suportada. Além disso, um
grupo de espécies bastante peculiares para o género (X. pulchrum, X. poecile e X.
pedatissectum sp. nov. ined.) formaram a quarta linhagem fortemente suportada. E por fim, a
espécie Xanthosoma mexicanum ndo atribui nenhuma relacdo aos grupos monofilético

estabelecidos, sugerindo assim uma quinta linhagem para acomoda-la.

5.6 Scaphispatha

Nossos estudos claramente mostram Caladium mais proximo de Scaphispatha do que
com o género Xanthosoma. Em nossa analise combinada, o género monotipico Scaphispatha
surge como um clado interno no grupo de Caladium.

Em 1860, Schott criou Scaphispatha, e acomodou este género na tribo Caladieae na
subtribo “Problematicae”. No tratamento “Das Pfanzenreich” Engler colocou Scaphispatha na
tribo Zomicarpeae, que posteriormente em relagdo ao numero cromossomico ¢ tipo de pdlen

retornou a tribo Caladicaec Bogner (1980). Entretanto, nenhum trabalho atribui o
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posicionamento taxondmico, propriamente dito, de Scaphispatha em relagdo aos outros
géneros da tribo Caladieae. Em 2005, Gongalves sugeriu a inclusdo de Scaphispatha em
analise filogenética para poder esclarecer a relagdo deste género com os demais espécimes da
tribo Caladieae. No presente momento, sabemos que Scaphispatha seja indistinguivel de
Caladium. Os caracteres que sustentam Scaphispatha enfraqueceram-se nos ultimos anos. A
unica espécie, S. gracilis, apresentava uma inflorescéncia bastante fragil e flores femininas
com 6vulos basais caracteristicos, ndo aproximando de nenhuma outra espécie de Caladium.
Entretanto, a descricdo de S. robusta (Gongalves, 2005), que apresenta inflorescéncias
maiores, diminuiu essa distancia morfoldgica. Recentemente, uma espécie de Caladium
descoberta na por¢ao sul da Amazdnia e aqui referida como Caladium sp.nov.l, apresenta
uma flor feminina intermediaria entre Caladium e Scaphispatha. De tal forma, os possiveis
limites genéricos tornam-se demasiado ténues. Assim, ¢ possivel sugerir uma sinonimizagao

de Scaphispatha em Caladium.

5.7 Caladium lindenii

Nossos estudos confirmaram uma antiga suspeita entre os especialistas em Araceae:
que a espécie Caladium lindenii seja significativamente distinta das outras espécies
supostamente congéneres. Em nossas analises, C. lindenii faz parte de um clado basal no
complexo, que inclui todas as espécies testadas de Syngonium. Tal aproximacdo filogenética
foi surpreendente e ndo ¢ fortemente suportada pela morfologia. Plantas do género Syngonium
sdo sempre hemiepifitas e com caule escandente (Croat 1981), enquanto, Caladium lindenii é
uma planta terrestre com caule rizomatoso parcialmente ou inteiramente enterrado (Madison
1981). Além disso, C. lindenii ndo apresenta o carater diagndstico de Syngonium, que € a

fusdo das flores femininas (Croat 1981).
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Caladium lindenii foi inicialmente descrita como Phyllotaenium lindenii por André
(1872), um género monotipico. Uma alternativa seria reerguer tal género, mas o suporte
filogenético ¢ fragil. Algumas topologias (ndo mostradas) admitem que o Phyllotaenium
lindenii se posicione na base deste clado. Na verdade, sugere-se aqui uma exploragdo de outro
marcador para tentar resolver politomia existente entre Phyllotaenium lindenii e os demais
acessos de Syngonium, ainda que os resultados filogenéticos associados a aspectos

morfoldgicos sejam suficientes para a aceitacdo deste género.

5.8 Xanthosoma mariae

Em 2005, Bogner e Gongalves publicaram duas espécies de Xanthosoma que, de
acordo com estes autores, teriam grdos de polen em monade. Uma dessas espécies
(Xanthosoma mariae, do Peru) foi por nds testada e mostrou-se perfeitamente inserida no
clado contendo todas as espécies com graos de polen em tétrade. Isso mostra que tal aspecto
sofreu pelo menos uma reversdo no grupo. Uma perspectiva interessante ¢ testar a segunda
espécie com grao de pélen em moénade (X. latestigmatum, da Venezuela) para saber se a

reversdo ocorreu sO uma unica vez.

5.9 Aspectos biogeograficos no complexo Caladieae-Zomicarpeae

A filogenia obtida abre caminho para uma interessante avaliagdo das tendéncias
biogeograficas no grupo. Essencialmente, o complexo Caladieae-Zomicarpeae ¢ neotropical,
com apenas o género mais basal Hapaline ocorrendo no sudeste asidtico (Mayo et al. 1997).
Tal disjuncao, ainda que desconcertante, ¢ bastante comum na familia, ocorrendo também em

Spathiphyllum, Homalomena e Schismatoglottis (Mayo et al. 1997). Ja nos grupos
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neotropicais, o clado Syngonium+Phyllotaenium distribui-se ao longo das florestas do norte
da América do Sul, extendendo-se até o México (Croat 1981), com apenas uma espécie
(Syngonium vellozianum) ocorrendo de forma disjunta Amazonia-Floresta Atlantica.

Ap6s a divergéncia de Hapaline e do clado Syngonium+Phyllotaenium, trés linhagens sao
detectaveis. Uma delas, representada pelo clado Filarum + Ulearum, tornou-se restrita as
florestas imidas da Amazonia ocidental, em uma pequena area faixa que vai do Leste do
Equador até a regido da Serra do Divisor, no Acre. A segunda linhagem, o clado
Zomicarpella+Zomicarpa+Caladium+Scaphispatha, mostra um padrdo mais interessante. Os
dois grupos basais neste clado estdo restritos a ambientes essencialmente florestais
(Zomicarpella na Amazonia ocidental e Zomicarpa, nas florestas do sul da Bahia). Por outro
lado, os grupos mais recentes deste clado mostram uma clara tendéncia a ocuparem ambientes
com forte sazonalidade, ocorrendo normalmente em bordas de florestas ou em areas de
Cerrado ou Caatinga. Tal padrao foi encontrado em um outro grupo neotropical de Araceae, a
tribo Spathicarpeae (Gongalves et al., 2007) e parece responder aos mesmos eventos
paleoclimaticos ocorrentes na América do Sul. E possivel que pulsos de glaciagio ocorrendo
especialmente no pleistoceno (Prado & Gibbs, 1993) tenha gerado tal padrdo. O mesmo
parece ter ocorrido na terceira linhagem, ja que espécies de Xanthosoma alternam nos clados
adaptacdes para ambientes bastante sazonais (X. pentaphyllum, X. syngoniifolium) e padroes
para ambientes bastante estaveis (grupos referidos como Chlorospatha).

Nossos dados sugerem que os compontentes neotropicais do complexo originaram-se
na América do Sul e tenham migrado para as Américas Central ¢ do Norte apenas apds o
fechamento do fstmo do Panama4, ha cerca de 3,5 milhdes de anos atras (Coates et al, 1992).
Tal aspecto ¢ corroborado pela existéncia apenas de grupos amplamente dispersos ¢ bem

sucedidos nas areas centro americanas € norte americanas.
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5.10 Impactos deste trabalho no melhoramento das espécies cultivadas de

Xanthosoma

O género Xanthosoma ¢ hoje visto como uma cultura promissora, ndo so pelo valor
alimenticio, mas também pela possibilidade de cultivo em areas equatoriais. Os resultados
obtidos neste trabalho mostram que o género ¢ de origem relativamente recente dentro da
tribo, mas distribui-se em uma vasta gama de ambientes, permitindo que genes de resisténcia
a pragas e a condicdes ambientais mais severas possam ter sido selecionados em tais
condi¢des. De posse dessas informacdes e dos estudos em andamento com a citogenética do
grupo (Sales, com. pess.), serd possivel o desenvolvimento de estratégias de melhoramento
dos cultivares hoje utilizados.

Outro aspecto importante ¢ a possivel definicdo de um dos parentais para X.
riedelianum. Esta espécie, também conhecida como “mangarito”, ¢ considerada a espécie com
o cormo alimenticio mais saboroso para a familia, pelo levemente sabor amanteigado da
porcdo amilacea (Gongalves, com. pess.). Dados inéditos (Salves, com. pess.), mostram que
essa espécie € triploide. Tal material ¢ de dificil acesso e ¢ considerado em risco de extingao,
por ser facilmente perdido pelos produtores. Por outro lado, nunca foi possivel encontra-la em
estado selvagem. Nossos dados sugerem que um dos parentais sejam a espécie selvagem
amplamente dispersa Xanthosoma aristeguietae, que cresce vigorosamente em cultivo (ainda
que ndo seja considerada comestivel). Tal informacdo abre perspectiva para projetos de
melhoramento genético, talvez pela busca do outro parental (ou a definicdo da autotriploidia)

e a producdo de novos hibridos sintéticos com maior variabilidade.
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5.11Conclusao

A proposta inicial deste trabalho foi tentar resolver a circunscricdo do complexo
Caladieae-Zomicarpeae tendo como ferramenta a filogenia molecular. Para tanto, utilizamos
como recursos as regides matK, o intron t#rnK e o espagador #rnL-F. Como resultado
obtivemos que o complexo Caladieae-Zomicarpeae ¢ monofilético, corroborando assim com a
proposta de French (1995).

Sugerimos uma reavaliagdo do género Phyllotaenium, visando uma possivel
reabilitacdo deste. Além disso, sugerimos que Scaphispatha poderia, sem prejuizo, ser imersa
em Caladium.

Nossos dados sustentam a manutengdo a separagdo dos géneros Xanthosoma e
Caladium e inclusdo de Chlorospatha em Xanthosoma, resolvendo mais de trinta anos de
discussdao. Abordamos também que a provavel aproximacdo entre Caladium e Xanthosoma ¢
dada por uma convergéncia evolutiva pelo mesmo tipo de polinizador, ainda que para
corroborar esta afirmacao, cabera futuro trabalho mais minucioso acerca do tema sobre a
polinizagao.

Com a relagdo a circunscricdo interna do género Xanthosoma, sugerimos que a
utilizacdo de uma amostragem maior juntamente com a exploragdo de outras regides
moleculares que possa esclarecer a taxonomia inconclusiva de alguns clados.

Esperamos que o conhecimento filogenético aqui apresentado pudesse contribuir para
um programa de melhoramento para as espécies cultivadas que por muito tempo foram
negligenciadas. Genes de resisténcia podem ser procurados ndo s6 nas espécies selvagens até
entdo incluidas em Xanthosoma, mas também em espécies anteriormente incluidas em

Chlorospatha, ampliando as possibilidades.
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Em relacdo ao posicionamento taxondomica de Caladium lindenii e Xanthosoma
mariae que até entdo era duvidoso, podemos afirmar de acordo com os nossos resultados que
temos dois casos bastante interessantes. C. lindenii, por exemplo, ndo faz parte do grupo
monofiletico que contem os demais acessos de Caladium, no entanto, pertence a um clado
mais basal. Ja com relagdo ao posicionamento taxonomico da X. mariae, confirma-se que esta
espécie esta inserida dentro do clado das Xanthosoma. O interessante deste posicionamento ¢é
que nos deparamos com o primeiro caso de reversdo dentro deste grupo.

Por fim, sugerimos uma expansao da tribo Caladieae para acomodar todos os géneros

da tribo Zomicarpeae.
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Design of internal primers for matK sequencing in Araceae and other families
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Abstract

The matK sequence has been successfully used for both phylogenetic and populational studies in
many families. The primers current available for Araceae may amplify fragments with low
overlap between forward and reverse sequences, or between contiguous fragments compromising
throughout put quality and contig finishing. In the present work we designed internal primers for
matK amplification and sequencing on Araceae (533R and 1034F), based on sequences from

GenBank, annealing respectively with the previously designed primers 19F and 2R.

The ORF matK (~1,500pb) is located within the intron of the gene #7nK, on the large single copy

section of the chloroplast genome (Shaw et al. 2005). The matK generally presents more
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polymorphisms than other protein-like genes (Hilu & Liang 1997) and mutation rate three times
higher than rbcL (Soltis et al. 1996). Hence, it may be useful for phylogenetic studies on different
levels, from infrageneric and infraspecific (Gravendeel et al. 2001; Grob 2002; Gongalves et al.,
in press) to ordinal level (Hilu et al. 2003). Additionally, this chloroplast region provided the most
resolved single-region phylogenetic hypothesis for Angiospermae (Hilu et al. 2003). Recently,
matK has been raised as a potential region for plant DNA barcoding (Kress 2005). We are
interested in study the phylogeny and understand the circumscription of the Caladieae-
Zomicarpeae (Araceae) complex, based on matK sequence. This region has proven to be useful to
reconstruct the phylogenty of the Paleotropical tribe Thomsonieae (Grob et al. 2002) as well as
the Neotropical tribe Spathicarpeae (Gongalves et al. 2007). Nevertheless, primers currently
available from both studies may amplify fragments with low overlap between forward and reverse
sequences, or between contiguous fragments compromising throughout put quality and contig
finishing. Therefore, we designed internal primers for matK amplification and sequencing on
Araceae, annealing with primers -19F (Gravendeel ef al. 2001) and 2R (Steele & Vilgalis 1994).
Primers were designed based on matK sequences currently available on Genbank. Three
sequences were selected from Genbank: Hapaline sp. (Araceae, Accession number AF387431.1),
Filarum manserichense (Araceae, AF387429.1), and Phalaenopsis sp. (Orchidaceae, gi:
78103230). Sequences were aligned using ClustalW (Thompson et al. 1994) and a consensus
sequence was obtained with BioEdit. Two internal primers were designed with Primer3 software
(Krawetz & Misener 2000). Primer 533R (TGCAAAGAGGGAACATCTTG) was design for
amplification with —19F (Gravendeel et al. 2001), and 1034F (ACGCGGTTAGGAGTCAAAQG)
with 2R (Steele & Vilgalis 1994) (Fig 1). Each pair of primers was analyzed with Autodimer
software (Vallone & Butler, 2004) to verify the formation of dimmers, hairpin and annealing
temperature. Primers were tested in four species of Araceae from distantly related genera (French
79et al. 1995). DNA was extracted from leaves following the CTAB 2% protocol (Doyle & Doyle

1987). DNA amplification was performed in 20il reaction mix containing 0.15 iM of each primer
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200 iM, of each dANTP, 1X reaction buffer (10 mM Tris-HCI, pH 8.3, 50 mM KCI, 1.5 mM
MgCl2), and 0.20mg of BSA, 1.5 unit Taqg DNA polymerase (Phoneutria, BR), and 3.0 ng of
template DNA. Amplifications were performed in a GeneAmp PCR System 9700 (Applied
Biosystems, CA) with the following conditions: 960C for 2 min (1 cycle), 94-c 85 for 1 min, 56.C
for 1 min, 720C for 2 min (30 cycles); and 720C for 10 min (1 cycle). Further, the full length matK
sequence was obtained using primers -19F and 2R for amplification and the former primers plus
the primers developed in the present work (533R and 1034F), 390F and 1326R developed by
Cuénoud and co-workers (Cuénoud et al. 2002, see Fig 1). PCR products were sequenced on an
ABI Prism 377 automated DNA sequencer (Applied Biosystems, CA) using DYEnamictv ET
terminator cycle sequencing kit (Amersham Pharmacia Biotech, Sweden), according to
manufacturer’s instructions. The four tested Araceae were consistently amplified and sequenced
using the new primers. Additionally, the designed primers were tested for amplification in other
species from different families (Table 1), following the same protocol described above. Even
distantly related groups like Musci (Sphagnum) and gymnosperms (Podocarpus) were
successfully amplified using our new primers. The designed primers presented a consistent
amplification in all analyzed species. When these primers were used to obtain full length matK
sequence (plus part of the #7nK intron) a full complementarily was obtained for all fragments and
an overlap between contiguous fragments allowed to precisely contig the fragments. In our lab the
primers 533R and 1034F are both currently in use to sequence the matK region in Caladieae-

Zomicarpeae complex.
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Table 1. Species tested and positively amplified by the primer pairs 533R and 19F, 1034F
and 2R.

Ordem Family Species
Araceae Anaphyllopsis cururuana A. Hay
Alismatales Araceae Colocasia esculenta(L.) Schott
Araceae Philodendron cardosoi Gongalves, E. G
Araceae Anthurium scandens(Aubl.) Engl
Asterales Asteraceae Tithonia diversifolia(Hemsl.) A. Gray
Fabales Fabaceae Arachis duranensis Krapov. & W.C. Gregory

Lamiales  Bignoniaceae Tabebuia aurea (Silva Manso) Benth. & Hook. f. ex S. Moore

Malpighiales Caryocaraceae Caryocar brasiliens Cambess
Magnoliales Annonaceae Annona muricata L.
Asparagales  Orchidaceae Epidendrum sp.
Pinales  Podocarpaceae Podocarpus macrophyllus(Thunb.) Sweet
Polypodiales Aspleniaceae Asplenium nidus L.
Sphagnales  Sphagnaceae Sphagnum sp.

Fig 1. Relative position of new primer 533R combined with -19F and 1034F with 2R in the region
matK. The internal pairs of primers 390F and 1236R (Cuénoud et al. 2002) were used to overlap the
entire region.
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Anexo 2: Imagens selecionadas de espécies do complexo Caladieae-Zomicarpeae
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Caladium bicolor Caladium lindenis Caladium sp. nov. 1

Chiorospatha croatiana Chilorospatha croatiana Worospatha mirabilis

Filarum manserichense Hapaline benthamiana Scaphispatha gracilis
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Ulearum donburnsi
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Xanthosoma atrovirens

Xanthosoma aristequitas

Zomicarpa steigeriana

Zomicarpa steigeriana Zomicarpella amazonica

Zomicarpella amazonica
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