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RESUMO

O uso de codigo de barras de DNA ou DNA barcodes pode, teoricamente, permitir a
identificacdo de qualquer material bioldgico portador de DNA intacto. As dificuldades
de identificag&@o e circunscrigdo taxondmica, o numero insuficiente de especialistas e
0 crescente interesse no uso e na comercializacdo de suas espécies fazem das
Araceae um grupo ideal para o estabelecimento de uma ferramenta de identificacédo
molecular como esta. Assim, o principal objetivo deste estudo foi avaliar a
aplicabilidade e o funcionamento de um fragmento do marcador matkK como cédigo
de barras de DNA, utilizando como modelo a familia Araceae. Pela primeira vez
dentro de Araceae, 0 uso de um marcador como sequéncia barcode foi avaliado em
grande escala. O fragmento-alvo de matK, de aproximadamente 725pb, mostrou-se
suficientemente variavel para tal tarefa, sendo capaz de recuperar, na maioria dos
casos, identificacbes inequivocas para os diferentes géneros e espécies
amostrados. A busca BLAST® mostrou-se mais eficiente que o método de distancia
em recuperar identificacdes ao nivel especifico (68% e 81,5%, respectivamente). O
fragmento-alvo apresentou ainda forte sinal filogenético, refletindo grande parte das
relacdes entre os diferentes taxons de Araceae. Embora o fragmento-alvo apresente
limitacbes no reconhecimento de espécies proximamente relacionadas, o0s
resultados obtidos apontam para uma nova circunscricdo taxondmica em
Xanthosoma Schott, na qual as principais espécies cultivadas de taioba seriam, na
verdade, uma Unica espécie, com marcada amplitude de variagcdo fenotipica,
alcancada tanto por processos naturais quanto pela intervencdo do homem. O
fragmento-alvo de matK mostrou-se ainda como uma ferramenta capaz de proceder
a identificacdo de um taxon desconhecido, servindo como base para a descricdo de
um novo género em Araceae: Lorenzia E.G. Gong. gen. nov. inéd., instituido pela
criacdo da espécie Lorenzia umbrosa E.G. Gong¢. sp. nov. inéd. Finalmente, a
utiizacdo de uma abordagem DNA barcoding pode, futuramente, auxiliar na
conservacao e o uso sustentavel das espécies de Araceae.

Palavras-chave: DNA barcodes, Araceae, Xanthosoma, taioba, Lorenzia.
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ABSTRACT

The use of DNA barcodes can, theoretically, allow the identification of any biological
material carrier of DNA intact. The difficulties of identification and taxonomic
circumscription, the insufficient number of specialists and the growing interest in the
use and marketing of species make Araceae an ideal group for the establishment of
a molecular identification tool. Thus, the main objective of this study was to evaluate
the applicability and operation of a marker fragment of matK as a barcode DNA,
using the family Araceae as a model. For the first time in the Araceae, the use of a
marker as barcode sequence was evaluated on a large scale. The target fragment of
matK, approximately 725pb, was sufficiently variable for the task, which was able to
recover in most cases, unambiguous identification of different genera as well as
species level. The BLAST® search was more efficient than the method of retrieving
distance identification specific level (68% and 81.5%, respectively). The target
fragment presented a strong phylogenetical signal, largely reflecting the relationships
between different taxa of Araceae. Although the target fragment showed limitations in
the recognition of closely related species, the results suggested a new taxonomic
circumscription of Xanthosoma Schott, in which the most cultivated species of taro
were, in fact, a single species, with large phenotypical variation as a result of both
natural processes and human intervention. The target fragment of matK was capable
of identifying an unknown taxon, which was as the basis for the description of a new
genus of Araceae: Lorenzia E.G. Gong. gen. nov. ined., established by the creation
of Lorenzia umbrosa E.G. Gong. sp. nov. ined. Finally, the use of a DNA barcoding
approach may further assist in the conservation and sustainable use of Araceae

species.

Kew words: DNA barcodes, Araceae, Xanthosoma, taioba, Lorenzia.
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INTRODUCAO GERAL

A classificacdo é um dos feitos mais antigos do intelecto humano e,
provavelmente, surgiu de forma indiscernivel da propria linguagem (Bock 1973).
Com o advento da capacidade de organizar conjuntos e trabalhar com niveis
hierarquicos de inclusdo, o homem desenvolveu habilidades que permitiram a
generalizacdo de conceitos (Zander 2010), culminando na capacidade de predicdo
(Bock 1973). A aplicacdo desta habilidade aos seres vivos remonta a propria origem
desta forma de pensamento, sendo encontrada em, virtualmente, todas as culturas
humanas, civilizadas ou ndo (Diamond 1966; Hunn 1982).

Entretanto, apesar da antiguidade do conceito, a formalizacdo tedrica da
classificacdo dos seres vivos é encontrada, inicialmente, apenas em Aristételes
(Grene 1972; Franklin 1986). Fortemente baseada nos pensamentos platdnicos,
essa classificacdo baseia-se na existéncia de uma esséncia imutavel (eidos) a qual
se refere cada uma das espécies de seres vivos observadas na natureza (Grene
1972; Coonen 1977). Assim, o conceito do que é uma espécie advém, em ultima
analise, da nossa capacidade de perceber esta esséncia e delimitar sua ocorréncia
dentro de um grupo finito de individuos, com especial aten¢do no reconhecimento de
suas descontinuidades (Colman 1932).

Este foi apenas o ponto inicial. Varios conceitos para delimitar ou reconhecer
espécie, semelhantes ou distintos desse, foram cunhados ao longo da histéria. Nao
cabe ao presente estudo avalia-los ou discuti-los, porém, € possivel perceber que, a
busca pela correta circunscricdo de uma espécie, invariavelmente, também esteve
acompanhada de uma questdo utilitaria (Dobzansky 1937). Assim, o conceito de
espécie deve ser também util e pratico (Bock 1973). Outro forte componente na
deteccdo desta esséncia parece ser a subjetividade (Brothers 1983). No processo de
reconhecimento do conceito de espécie, muitas vezes 0s seus limites parecem estar
condicionados a visdo de mundo do préprio estudioso, deixando de lado, por vezes,
0 seu real significado biol6gico (Brothers 1983; Bezerra & Fernandes 1984; Mayr
1998; Judd et al. 2009).

Apbs séculos de busca por uma unidade conceitual de significacdo bioldgica,
dois avancos marcaram a histéria da classificacdo. O primeiro, ainda no século XIX

com a difusdo das idéias darwinistas, € 0 desejo de que o conceito de espécie reflita
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sua evolucdo (Bock 1973). O segundo avanco, caracteristico do século XX, é a
necessidade de métodos objetivos para a inferéncia taxonémica (Holmes 1980).
Estes dois aspectos foram contemplados na sistematica filogenética, originalmente
proposta por Hennig (1966), cuja capacidade de recuperar a melhor explicacdo
evolutiva parece superar suas desvantagens (Wiley 1975). Assim, estava pronto o
arcabouco que permitiu a utilizacdo de métodos moleculares para o reconhecimento
taxondémico. Alias, nos ultimos 30 anos, métodos moleculares tém sido largamente
utilizados para a deteccdo de unidades biolégicas e como uma das principais
ferramentas de reconstrucéo filogenética, permitindo inferéncias evolutivas nos mais
variados organismos e niveis hierarquicos (Hall 2001; Amorim 2002; Schneider
2003; Avise 1997; Judd et al. 2009).

Dentre os avan¢os mais difundidos nesta area, encontram-se 0s conceitos
baseados em linhagens evolutivas (Balakrishnan 2005), dentre os quais, o "Conceito
Filogenético de Espécies” € o principal deles (Mayden 1997; Amorim 2002; Avise
1997; Judd et al. 2009). Esse conceito baseia-se, sobretudo, na observacéo e

identificacdo do "... menor e/ou diagnosticavel grupo de organismos individuais
dentro dos quais existe um padrao parental de ancestralidade e linhagem" (Cracraft
1983). Este aspecto oferece uma metodologia unificada de reconhecimento de
espécies por monofiletismo reciproco ou agrupamento de clados (Baum & Shaw,
1995; Herbert et al. 2003a; Knowles & Carstens 2007). Isso € possivel, pois a
sistematica filogenética, conforme proposta por Hennig (1966), permite detectar
guando a tocogénese (que é reticulada em organismos sexuados) € substituida pela
cladogénese, que € predominantemente hierarquica e permite o monofiletismo
exclusivo (Davis 1997; Nei & Kumar 2000; Amorim 2002).

Uma das mais recentes e promissoras aplicacdes dos métodos moleculares
na deteccdo de unidades biologicas € a utilizacdo de pequenos fragmentos de DNA,
denominados codigos de barra de DNA ou DNA barcodes, como ferramenta de
identificacdo e circunscricdo de espécies. Inicialmente, proposto pelo zodlogo
canadense Paul Hebert (Hebert et al. 2003a), seu conceito se apodia na idéia de que
sequéncias de DNA de loci ortdlogos podem prover caracteres distintivos para a
identificagdo taxondmica em qualquer nivel biologico (Hebert et al. 2003a; Hebert et
al. 2003b; Dalebout et al. 2004). A idéia consiste em selecionar uma regido
relativamente curta do DNA (de, aproximadamente, 400-800 pares de bases) que

seja amplamente variavel e correlacionar um padrdo Unico de variacdo para cada
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espécie. Tal abordagem poderia, potencialmente, permitir a identificacdo especifica
de qualquer material biol6gico portador de DNA (intacto ou fragmento deste) desde
gue uma matriz de seqiéncias para as espécies conhecidas seja estabelecida. Isso
facilitaria ndo sO a identificacdo de espécies ja catalogadas (independente do
estagio de desenvolvimento ou de variagcdes fenotipicas) como também o
reconhecimento de espécies ainda inéditas ou cripticas (Hebert et al. 2003a; Hebert
et al. 2004b).

Para recuperar a identificagdo de um espécime desconhecido contra um
banco de seqUéncias catalogadas, duas metodologias tém sido mais utilizadas. A
primeira, utilizada por Hebert et al. (2003a) e adotada pela maioria dos estudos que
utilizam DNA barcodes, se baseia na distancia genética entre pares de espécies.
Nessa metodologia, além do alinhamento prévio das sequéncias, deve ser escolhido
um modelo de substituicAo nucleotidica adequado. Normalmente, € utilizado o
modelo Kimura 2-parametros ou K2P, proposto por Kimura (1980), sendo as arvores
construidas utilizando Neighbor-Joining (NJ). Esse arcabouco de analise é adotado,
pois distancias simples apresentam menor variancia, caracteristica desejavel ao
estudarmos espécies relacionadas (Nei & Kumar 2000). A segunda seria a utilizacdo
da busca BLAST® (Basic Local Alignment Search Tool, Altschul et al. 1990), onde
um algoritmo procura trechos de similaridade local entre as seqiiéncias amostradas.
Tal metodologia dispensa o0 uso de uma matriz alinhada prévia, facilitando o uso de
sequéncias ricas em indels (insercoes / dele¢cdes). Em linhas gerais, cada
sequéncia-alvo é comparada com outras depositadas em um banco de dados, sendo
calculada a significancia estatistica dos alinhamentos coincidentes de maior
similaridade. Atualmente, cada vez mais, essas abordagens sdo combinadas para
uma melhor avaliacdo da capacidade de discriminagcdo em estudos com codigo de
barras de DNA.

Aqui € importante salientar que, independentemente da metodologia
empregada, a abordagem cédigo de barras de DNA é extremamente sensivel a
rigueza do banco de sequéncias de referéncia (Meyer & Paulay 2005). Entdo, para
validar os diagndsticos moleculares é imperativo que essas sequéncias de
referéncia sejam provenientes de espécimes adequadamente identificados e de
procedéncia conhecida, se possivel, depositados em cole¢fes bioldgicas (Dalebout
et al. 2004; Lorenz et al. 2005; Schander & Willassen 2005).
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Além das similaridades genéticas entre as sequéncias, o Barcoding gap
também é utilizado para avaliar a eficiéncia da sequéncia barcode em discriminar
entre as diferentes espécies analisadas. Segundo Meyer & Paulay (2005),
idealmente, os DNA barcodes devem apresentar uma alta divergéncia
interespecifica e uma baixa divergéncia intraespecifica, particularidade que
garantiria uma correta circunscri¢cdo entre as diferentes espécies. A existéncia de um
gap (uma lacuna) entre a distribuicdo das frequéncias de suas divergéncias seria um
indicativo de que esta sequéncia seria adequada como ferramenta de identificacao
molecular. Por outro lado, quanto mais sobreposi¢cdo houver entre as divergéncias
intra e interespecificas, menos eficaz seria a sequéncia barcode em discriminar
entre as diferentes espécies (Hebert et al. 2003a; Moritz & Cicero 2004; Meyer &
Paulay 2005; Goncalves 2009; Ortiz 2010). Contudo, sé&o varios os exemplos,
presentes na literatura, como os estudos de Chen et al. (2010), Gao et al. (2010) e
Liu et al. (2010), que demonstram gue a existéncia ou nao de sobreposicao pode ser
também um artefato da propria metodologia de analise, o que néo, necessariamente,
interferiria no poder discriminante da sequéncia barcode considerada. Assim,
normalmente, sdo também aplicados testes estatisticos, como o Two-way Chi-
squared, para uma maior confiabilidade dos resultados.

Ainda, mesmo reconhecendo a funcionalidade do método, é preciso saber
que a adocdo e o uso dos DNA barcodes apresentam algumas limitagbes (Moritz &
Cicero 2004; Meyer & Paulay 2005; Moniz & Kaczmarska 2010). Nesse aspecto,
uma das maiores seria a dificuldade desta ferramenta em identificar e reconhecer,
de forma inequivoca, espécies recentemente irradiadas, principalmente se essas
ainda estiverem compartilhando haplétipos (Hebert et al. 2003a; Hebert et al. 2009;
Lukhtanov et al. 2009; Valdez-Moreno et al. 2009). Mesmo assim, Sao varios 0s
exemplos de sucesso que apontam os DNA barcodes como uma ferramenta Uutil,
pratica e objetiva para a identificacdo molecular de diferentes espécies, pertencentes
aos mais variados grupos bioldgicos.

Em animais, 0 gene para a citocromo ¢ oxidase subunidade 1 (COI ou cox1)
foi escolhido como sequéncia barcode alvo, sobretudo, pela alta taxa de variagéo
gue apresenta (Hebert et al. 2003a). Baseados neste gene do DNA mitocondrial
(mtDNA) tém sido realizados varios estudos de caracterizacdo e identificacdo
molecular, em diferentes grupos de insetos e animais: aranhas (Barret & Hebert

2005), invertebrados aquaticos (Ball & Hebert 2005), moscas parasitas e seus
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hospedeiros relacionados (Smith et al. 2006), mosquitos (Cywinska et al. 2006),
grupos de passaros terrestres extintos (Lambert et al. 2005) ou ndo (Hebert et al.
2004a; Kerr et al. 2009; Goncalves 2009), poriferos (Erpenbeck et al. 2005),
lepidépteros (Hajibabaei et al. 2006; Hebert et al. 2004b; deWaard et al. 2009),
primatas (Lorenz et al. 2005), peixes (Ward et al. 2005; Carvalho 2009; Ardura et al.
2010; Ortiz 2010), besouros (Monaghan et al. 2005), gastropodes (Remigio & Hebert
2003) e anfibios (Vences et al. 2005). A maioria destes estudos relata quase 100%
de acuracia na identificacdo das espécies amostradas. Assim, praticamente, ndo
existe duvida sobre a eficiéncia e universalidade da COIl como regido barcode para
0S animais.

No entanto, sabe-se que tal marcador néo varia o suficiente para servir como
ferramenta de identificacdo entre as diferentes espécies de plantas terrestres, pois,
ao contrario dos animais, seu genoma mitocondrial apresenta menores taxas de
substituicdo nucleotidica e taxas muito mais elevadas de reorganizacdo estrutural,
caracteristicas que restringem a sua eficiéncia como sequéncia barcode (Kress et al.
2005; Chase et al. 2005; Chase et al. 2007; Pennisi 2007; Fazekas et al. 2008;
Lahaye et al. 2008; Newmaster et al. 2008; Hollingsworth et al. 2009a). Para suprir
esta lacuna e encontrar sequéncias alternativas igualmente poderosas para a
identificacdo de organismos vegetais, ao longo dos ultimos anos, varios estudos tém
sido conduzidos utilizando, principalmente, o genoma do cloroplasto (cpDNA).

O primeiro estudo a avaliar, de forma abrangente, diferentes loci foi conduzido
por Kress et al. (2005). Estes autores, apos compararem 10 loci diferentes (trnH-
psbA, rpl36-rps8, trnK-rpsl16, trnV-atpE, trnC-ycf6, ycf6-psbM, psbM-trnD, atpB-rbcL,
trnL-F e ITS), propuseram o trnH-psbA como um marcador universal para as plantas
terrestres. Newsmaster et al. (2006), apos avaliarem mais de 10.000 sequéncias de
rbcL depositadas no GenBank® (Benson et al. 2010), descobriram ser este
marcador, em separado, capaz de identificar corretamente 85% das amostras
testadas. Em 2007, Kress & Erickson, basearam-se no estudo de Newmaster et al.
(2006) e propuseram a combinacéo do trnH-psbA com o rbcL como DNA barcodes
para as plantas. Paralelamente, Chase et al. (2007) propuseram, também numa
abordagem multiloci, a combinagao de trés marcadores, o rpoC1, o rpoB e 0 matK
ou, numa segunda abordagem, o rpoC1, o matK e o trnH-psbA. Além disso, Taberlet
et al. (2007) sugeriram o intron trnL como sequéncia barcode mais adequada. No

ano seguinte, Newmaster et al. (2008) identificaram diferentes espécies do género
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Compsoneura Ward. (Myristicaceae) utilizando o matK aliado ao trnH-psbA. Ainda
nesse mesmo ano, Lahaye et al. (2008), analisando de forma exaustiva centenas de
espécies de orquideas, demonstraram que uma por¢ado do gene matK poderia ser
um forte candidato a DNA barcode universal para as angiospermas. Ja para Kress et
al. (2009) o uso do matK, do rbcL e do trnH-psbA combinados seria a melhor
escolha possivel. Além desses marcadores, outros mais foram propostos em
diferentes estudos, tais como o accD, o ndhJ, o ycf5, o atpF-H, o psbK-psbl, além do
nuclear nriTS2 (Chase et al. 2005; Fazekas et al. 2009; Petersen & Seberg 2009;
Hollingsworth et al. 2009a).

Sobretudo, com o intuito de uniformizar e direcionar os esforcos na
abordagem DNA barcoding em plantas, em 2009, o CBOL - Plant Working Group
(Consortium for Barcoding of Life, Hollingsworth et al. 2009b), que reunia a época 52
pesquisadores, pertencentes a 25 instituicdes de todo o mundo, apés deliberar sobre
o conhecimento disponivel até entdo, num total de sete sequéncias candidatas
(quatro codificantes: matK, rbcL, rpoB e rpoC1; e trés ndo-codificantes: atpF-H, trnH-
psbA e psbK-psbl), recomendou, apds avaliar os prés e contras de cada uma dessas
sequéncias e de suas possiveis combinacdes, a adocdo de uma abordagem
multiloci que combinava um marcador mais lento e conservado, o rbcL, com outro
mais varidvel e de maior resolucdo, o matK. Ressalta-se que trnH-psbA, embora
defendido por parte dos pesquisadores, nao foi incluido, principalmente por
apresentar uma evolugdo molecular complexa, com acentuada variagdo no tamanho
das sequéncias. Além disso, uma abordagem com trés loci seria, comparativamente,
mais onerosa, ja que a inclusédo do trnH-psbA ndo aumentava de forma significativa
a capacidade de discriminacdo entre as espécies analisadas (Hollingsworth et al.
2009b). Mesmo sem consenso e criticada, principalmente, considerando-se a falta
de primers universais e a dificuldade em obter sequéncias viaveis para o matK
(Kress et al. 2009), finalmente, surgia uma abordagem barcode para as plantas
terrestres (Hollingsworth et al. 2009b; Hollingsworth et al. 2011).

Embora varios avancos ja tenham sido alcancados e diferentes primers e
protocolos tenham, desde entéo, sido propostos para o matK (Dunning & Savolainen
2010; Yu et al. 2011, Li et al. 2011), atualmente, pesquisadores como Hollingsworth
et al. (2011) admitem também a utilizagcdo, em paralelo e quando necessario, de

outros marcadores, plastidiais (como o proprio trnH-psbA) ou nucleares (como o

21



nriTS e o nrITS2), além da combinagcdo matK + rbcL, para que uma maior eficiéncia
na identificacdo das amostras vegetais seja alcancada.

E ainda conveniente ressaltar que alguns pesquisadores e grupos de
pesquisa, sobretudo asiaticos, ao contrario da recomendacdo do CBOL, defendem a
utilizacdo do nrITS e o nrITS2 como sequéncias barcodes para as plantas. Nessa
linha, também sao varios os exemplos de sucesso, seja com ampla amostragem
taxondmica, como nos estudos de Chen et al. (2010), que identificaram quase 6000
espécies de plantas medicinais e o de Gao et al. (2010), com resultados
semelhantes, ou com abordagem mais restritiva, em familias como Primulaceae
(Yan et al. 2011), Juglandaceae (Xiang et al. 2011), Orobanchaceae (Dong et al.
2011), Vitaceae (Fu et al. 2011), Rubiaceae (Guo et al. 2011), Potamogetonaceae
(Du et al. 2011), Zingiberaceae (Shi et al. 2011), entre outras.

Este breve apanhado histérico demonstra a forte controvérsia que envolve a
escolha de uma sequéncia barcode universal em plantas, contudo, podemos notar
que resultados eficazes puderam ser alcancados tanto através de uma abordagem
multiloci, quanto através do uso de apenas um marcador, especialmente
considerando o matK, o rbcL, o trnH-psbA e o ITS. Alias, estes quatro marcadores
nao figuram apenas como DNA barcodes. Muitas vezes, sdo também utilizados, em
separado ou em conjunto, na reconstrucao filogenética de diversos grupos vegetais
(Hilu et al. 2003; Cabrera et al. 2008; Kress et al. 2009; Kress et al. 2010; Wang et
al. 2011; Yoo & Jang 2010; Hollingsworth et al. 2011).

Embora existam muitas sequéncias de rbcL disponiveis e o ITS seja cada vez
mais utilizado, o matK ainda é um dos marcadores mais usados na construcdo de
filogenias (Soltis et al. 1998; Hilu et al. 2003; Hilu et al. 2008; Judd et al. 2009). Isso
ocorre, principalmente, pela sua taxa de mutacdo que é trés vezes maior que a do
rbcL (Soltis et al. 1996), caracteristica que confere ao matK capacidade
discriminatdria ao nivel familiar e infragenérico (Hilu & Liang 1997; Hilu et al. 2003).
Além disso, o genoma do cloroplasto ndo apresenta multiplas copias, como no caso
nuclear (Soltis et al. 1998; Hollingsworth et al. 2011).

O matK é uma ORF (Open Reading Frame), de cerca de 1500bp, localizada
dentro de um intron classe Il, entre 0os exons 5’ e 3’ do gene que codifica o tRNA
para a lisina““Y, o trnK (Soltis et al. 1998; Hilu et al. 2003; Shaw et al. 2005; Hilu et
al. 2008). Os introns classe Il sdo self-splicing RNAs encontrados em archaea,

eubactérias, fungos, algas e plantas (Saunders et al. 2003; Hausner et al. 2006; Hilu
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et al. 2008). Porém, nem todos os introns classe Il consistem apenas de RNA.
Muitos podem codificar uma transcriptase reversa (reverse transcriptase, RT) que
confere a esse intron a capacidade de invadir novos sitios em um genoma. Esta
proteina tem ainda a funcdo de atuar no dobramento do intron, estimulando o self-
splicing do RNA. Como na maioria dos casos, esta funcdo de splicing € especifica
para o intron em questado, estas proteinas sdo chamadas maturases, como € o0 caso
do matK (Soltis et al. 1998; Hausner et al. 2006).

Hoje ja se sabe também que o matK, em seus cerca de 1500pb, apresenta
regibes mais conservadas e mais variaveis, caracteristica desejavel na sua
utilizacéo filogenética (Hilu & Liang 1997; Hilu et al. 2003; Hausner et al. 2006; Hilu
et al. 2008). J4, considerando sua aplicacdo como DNA barcode, cada vez mais
primers tém sido desenhados especificamente para que fragmentos deste marcador,
dotados de maior variacdo, sejam obtidos e aplicados na identificagdo molecular dos
diferentes grupos vegetais (Dunning & Savolainen 2010; Yu et al. 2011; Li et al.
2011). Esse desenho atenderia a importantes premissas em uma abordagem DNA
barcode, tais como a utilizacdo de sequéncias curtas e dotadas de variabilidade
suficiente para o reconhecimento especifico, sem, necessariamente, comprometer
sua universalidade (Hollingsworth et al. 2009b; Hollingsworth et al. 2011). Nessa
linha, Dunning & Savolainen (2010), apos avaliarem diferentes pares de primers,
propuseram a adocdo de primers grupo-especificos para o matK, como a
combinagcao 1R_KIM / 3F_KIM (Kim, dados nao publicados), principalmente, para as
Eudicotileddneas, a combinagdo 390F / 1326R (Cuénoud et al. 2002) para parte das
Monocotiledéneas e a combinacdo XXF / ALI_R (Dunning & Savolainen 2010) para
ordens como Acorales, Alismatales e Arecales.

Alids, a utilizacdo de marcadores moleculares como o matK tem imprimido
aos DNA barcodes um enfoque filogenético (Ward et al., 2005; Valdez-Moreno et al.,
2009; Kress et al. 2010; Hollingsworth et al. 2011). Mesmo sabendo que esse nao é
seu objetivo, sobretudo, considerando seu arcabouco de analise, que utiliza, na
maioria dos casos, métodos de distancia genética e ndo de parciménia (Meyer &
Paulay 2005), o forte sinal filogenético existente nestes marcadores, tem conferido
aos agrupamentos algum tipo de significado biolégico. Esta caracteristica hibrida,
gue combina o poder discriminante dos DNA barcodes a filogenia, tem sido utilizada
para elucidar as relacdes evolutivas em diferentes niveis (Lahaye et al. 2008; Kress
et al. 2009; Kress et al. 2010; Hollingsworth et al. 2011).
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Outro desdobramento da utilizacdo de marcadores dotados de sinal
filogenético como DNA barcodes é a sua aplicacao na identificacdo de outros niveis
hierarquicos, como géneros, tribos, subfamilias e familias, embora tenham sido,
originalmente, pensados apenas para a identificacdo em nivel especifico (Hebert et
al. 2003a). Estudos que utilizam as sequéncias barcodes nesse enfoque mais amplo
seguem uma abordagem DNA barcoding latu sensu, enquanto os estudos voltados
estritamente para sua aplicacdo primordial seguem uma abordagem DNA barcodes
stricto sensu (Xue & Li 2011). Porém, seja qual for a abordagem os agrupamentos
continuam a ser circunscritos e reconhecidos por monofiletismo reciproco, conforme
o “Conceito Filogenético de Espécie”, citado anteriormente (Baum & Shaw 1995;
Mayden 1997; Herbert et al. 2003a; Knowles & Carstens 2007).

A familia Araceae, pertencente a ordem Alismatales (Angiosperm Phylogeny
Group — APG, 2003), € composta por 102 géneros e mais de 3500 espécies,
distribuidas por todo o globo, especialmente nas regifes tropicais da Asia e das
Ameéricas. Apresentam ainda ampla variacdo ecoldgica, podendo ocorrer desde o
nivel do mar até 4.500 metros de altitude, colonizando ambientes diversos como
florestas, cursos d’agua e até mesmo regides desérticas (Grayum 1990; Mayo et al.
1997; Govaertz & Frodin 2002; Goncalves et al. 2004; Cabrera et al. 2008;
Cusimano et al. 2011).

Considerando seus habitos, podem ser plantas terrestres, tuberosas ou nao,
trepadeiras, epifitas, aquaticas helofiticas ou flutuantes. Apresentam caules aéreos
ou subterraneos muitas vezes de filotaxia bastante complexa. Suas folhas podem
ser simples, compostas, inteiras ou partidas, lobadas ou ndo, variando enormemente
em sua coloracdo, tamanho e forma. Quanto a suas estruturas reprodutivas, podem
apresentar diferentes padrbes de distribuicdo e arranjo em suas inflorescéncias.
Alids, este Ultimo aspecto € determinante (diagnostico) para a identificacdo da
familia, pois suas inflorescéncias consistem em uma espadice unissexual ou
bissexual, guarnecida por uma Unica bractea modificada, a espata (Grayum 1990;
Mayo et al. 1997; Cusimano et al. 2011).

Essencialmente, as Araceae sao plantas ornamentais, sendo largamente
utilizadas para o paisagismo de interiores e de exteriores, sobretudo, considerando
jardins publicos e privados (Mayo et al. 1997; Lorenzi & Mello-Silva 2003; Souza &
Lorenzi 2008). Podem ainda ser cultivadas pelas folhagens e flores de corte tao

presentes na composicdo de arranjos florais (Junqueira & Peetz 2002). Seu uso
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alimenticio, embora menos conhecido no Brasil, é igualmente importante, pois varias
espécies apresentam o acumulo de amido, vitaminas e minerais nos caules. Estas
espécies constituem uma rica fonte de alimento em varios paises, principalmente na
Africa, Asia e na América Central, onde s&o conhecidas como taro (como Colocasia
esculenta (L.) Schott) e taioba, yautia ou cocoyam (Xanthosoma sagittifolium (L.)
Schott sensu lato), respectivamente (Plowman 1969; Giacometti & Léon 1994; Mayo
et al. 1997; Corréa 2000; Pinto et al. 2001; Seganfredo et al. 2001; Lima 2009).

Em Araceae, ao lado de outros marcadores, o matK mostrou-se eficiente na
reconstrucao filogenética ndo sé da familia como um todo (Cabrera et al. 2008),
como de varias de suas tribos. Grob et al. (2002), em seu estudo filogenético com a
tribo Thomsonieae Blume, foi capaz de reconhecer novas relagbes evolutivas,
sobretudo, entre as espécies de Amorphophallus Blume ex Decne. Goncalves et al.
(2007), trabalhando com a tribo neotropical Spathicarpeae Schott propds a expanséo
da tribo para acomodar Dieffenbachia Schott e Bognera Mayo & Nicolson, dois
géneros anteriormente pertencentes a tribo Dieffenbachieae Engler (sensu Mayo et
al. 1997), além da segregacdo em géneros monotipicos dos taxons Incarum pavonii
(Schott) E.G. Gong. e Croatiella integrifolia (Madison) E.G. Gong¢. Batista (2008), por
sua vez, obteve resultados que apontaram para a expansao da tribo Caladieae
Schott para incluir também a tribo Zomicarpeae Schott (sensu Mayo et al. 1997). Em
seu estudo, propdem ainda a redefinicdo do género Xanthosoma Schott para incluir
Chlorospatha Engler. Wong et al. (2010), além de elucidar as relacbes em
Schismatoglottideae Nakai, propdem a criacdo de uma nova tribo, Philonotieae S.Y.
Wong & P.C. Boyce. Cusimano et al. (2010), ao analisar as relagGes evolutivas em
Areae encontrou resultados que mostravam ser Typhonium Schott, Sauromatum
Schott e as espécies australianas de Typhonium, na verdade, pertencentes a
linhagens evolutivas diferentes.

Porém, o conhecimento taxondémico na familia ainda é insuficiente, mesmo
considerando as filogenias ja publicadas e o nimero crescente de especialistas
(Mayo et al. 1997; Cabrera et al. 2008). Uma mostra disso é a constatacdo de que
muitas espécies preliminarmente reconhecidas como novas permanecem ainda nao
descritas (Croat 2004; Gongalves 2011). Um dos principais entraves aos avancos no
conhecimento taxondmico do grupo € a dificuldade no reconhecimento das espécies,
principalmente pela sua grande variabilidade fenotipica (Mayo 1991; Mayo et al.

1997; Cusimano et al. 2011), preservacgdo insuficiente de espécimes herborizados
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(Goncgalves 2002) e reconhecidos casos de heterofilia (Ray 1987; Ray 1990), onde
individuos em estagios diferentes de desenvolvimento foram descritos no passado
como espécies distintas (Mayo et al. 1997). Além disso, em grupos geofiticos, o
surgimento de folhas e flores pode ser completamente assincrono, dificultando o
reconhecimento das espécies (Zhu & Croat 2004).

Soma-se a estas dificuldades de identificacdo e circunscricdo taxonémica o
crescente interesse na comercializacdo de suas espécies, principalmente as de
interesse ornamental (Souza & Lorenzi 2008). Estas, por vezes, sd0 espécies
ameacadas (Coelho 2000; Coelho & Catharino 2008; Catharino & Coelho 2010), que
na maioria dos casos sao retiradas da natureza sem a devida autorizacédo legal
(Goncalves, com. pess.). Possivelmente, o estabelecimento de uma ferramenta de
identificag@o molecular tornaria mais rapida e também eficaz a identificacdo desses
materiais. Deste modo, além da aplicacdo taxondmica, teriamos nos DNA barcodes
estabelecidos para Araceae uma importante ferramenta conservasionista.

Assim, particularidades como a dificuldade de identificacdo e circunscricdo
taxondmica, o numero insuficiente de especialistas, o crescente interesse no uso e
na comercializacdo de suas espécies e a ampla utilizacdo de um importante
marcador barcode (o matK) na reconstrucdo de filogenias em diferentes niveis,
fazem de Araceae um grupo ideal para a avaliacdo da aplicabilidade dos DNA
barcodes como ferramenta de identificacdo molecular. Além disso, embora ja exista
uma primeira abordagem DNA barcoding em Lemnaceae (hoje subfamilia
Lemnoideae) com Wang et al. (2010), nenhum estudo consistente foi conduzido,

com amostragem exclusiva de toda familia, especificamente com esta finalidade.
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OBJETIVOS

O principal objetivo deste estudo foi avaliar a aplicabilidade e o funcionamento
de um fragmento do marcador matK como cédigo de barras de DNA, utilizando

como modelo a familia Araceae.

S&o ainda objetivos especificos:
e Avaliar e quantificar a capacidade do fragmento-alvo de matK em recuperar a
identificagdo correta, ou seja, sua eficiéncia em discriminar entre os diferentes
géneros e espécies pertencentes a Araceae;
e Avaliar e quantificar a eficiéncia do fragmento-alvo em discriminar entre espécies
proximamente relacionadas, utilizando como modelo um grupo de dificil

circunscricdo taxonémica (Xanthosoma Schott);

e Avaliar sua eficiéncia em recuperar, de forma inequivoca, a identificacdo molecular

de um taxon inédito em Araceae; e

e Avaliar a retencéao, por parte do fragmento-alvo de matK, de sinal filogenético, seja

num contexto global ou especifico;
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HISTORICO DA TESE

O desejo de avaliar a aplicabilidade de uma abordagem DNA barcodes em
Araceae teve inicio em 2006-2007 com a aprovacao do projeto "Avaliacdo da
tecnologia 'Codigo de Barras de DNA' para identificacdo taxonémica em Araceae por
meio de marcadores plastidiais”, no edital universal do Conselho Nacional de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico - CNPq. Naquele momento, visava a
avaliacao de diferentes marcadores plastidiais, dois codificantes (0 matK e o rbcL) e
dois né&o-codificantes (os espacadores trnL-trnF e trnH-psbA), como sequéncias
barcodes em Araceae, partindo de uma ampla amostragem. Num primeiro momento,
os esforcos foram concentrados na amplificacdo e no sequenciamento de dois
destes marcadores, 0 matK e o trnL-F, principalmente, devido a experiéncia prévia
do Dr. Eduardo G. Goncalves, coordenador do projeto, e as necessidades de outros
projetos executados sob sua orientacdo que envolviam, além dos DNA barcodes, a
reconstrucao filogenética de uma subfamilia (Lasioideae), de duas tribos (Caladieae
e Zomicarpeae) e de um género (Philodendron Schott) de Araceae. Foram
necessarios quase dois anos para que o0s protocolos fossem adaptados e
sequéncias viaveis fossem obtidas para a tribo Caladieae-Zomicarpeae, resultados
apresentados por Batista, em 2008. O proximo grupo a ser abordado foi
Philodendron. Porém, ao contrario de Caladieae-Zomicarpeae ndo foram obtidas
sequéncias completas, nem para o matK, nem para o trnL-F (Castro 2009, dados
nao publicados). O mesmo aconteceu com Lasioideae (Sales, com. pess.). Nesse
meio tempo, outros materiais, pertencentes a outras subfamilias (Monsteroideae e
Aroideae) e tribos (Monstereae, Dieffenbachieae, Spathicarpeae e Zomicarpeae),
foram incluidos, contudo, também sem sucesso. Assim, fora Caladieae-
Zomicarpeae, das 43 espécies amostradas posteriormente, apenas para 18 (cerca
de 40%) foram obtidas sequéncias parciais para algum dos marcadores. No Anexo |
€ apresentada uma lista das espécies amostradas e dos respectivos fragmentos de
matK obtidos.

Em 2009, com a utilizacdo dos protocolos e dos primers propostos o pelo
CBOL - Plant Working Group (Consortium for Barcoding of Life, Hollingsworth et al.
2009b) resultados animadores comecaram a serem obtidos. Contudo, nesse mesmo

ano o projeto codigo de barras de DNA foi, praticamente, suspenso por uma série de
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dificuldades técnicas, logisticas e operacionais. O projeto foi retomado apenas em
2010, poréem com um desenho diferente que contemplava apenas a avaliacdo do
matK. Nesse ano, persistiram as dificuldades na obtenc&o de sequéncias completas
para esse marcador. Ressalta-se que essa dificuldade na obtencdo de sequéncias
viaveis era inerente ao préprio marcador e aos protocolos adotados, conforme
exposto por diferentes estudos envolvendo DNA barcodes em plantas, como os de
Kress et al. (2009), Dunning & Savolainen (2010), Hollingsworth et al. (2009), Yu et
al. (2011) e Hollingsworth et al. (2011). Além disso, especificamente em Araceae,
acreditamos que a elevada quantidade de impurezas, que nao foram,
adequadamente, removidas com o polietiieno glicol, comprometeu a etapa de
sequenciamento. Como ndo havia mais tempo, foram utilizados para a construcéo
da tese, ora apresentada, apenas as espécies com sequéncias completas ja obtidas,
pertencentes, principalmente, ao género Xanthosoma (tribo Caladieae-
Zomicarpeae), além das ja disponiveis no GenBank®. Por estes motivos, este
estudo foi, parcialmente, baseado em dados obtidos por terceiros, ainda que a

abordagem seja inédita.
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Anexo |. Lista das espécies de Araceae amostradas e dos respectivos fragmentos

de matK obtidos. Para o sequenciamento completo da regido matK foram utilizados

0s seguintes primers: -19F (Gravendeel et al. 2001) e 2R (Steele & Vigalys 1994),
390F e 1326R (Cuénoud et al. 2002) e 1034F e 533R (Batista et al. 2008) e os
protocolos propostos por Gongalves et al. (2007), Batista (2008) e Hollingsworth et

al. (2009b). X: fragmento sequenciado com sucesso.

Espécie

-19F

390F 1034F 533R

1326R 2R

Aglaonema commutatum Schott
Anchomanes difformis (Blume) Engl.
Anthurium affine Schott

Anthurium amnicola Dressler
Anthurium bahiense N.E. Br. Ex Engl.
Anthurium bellum Schott

Anthurium berriozabalense Matuda
Anthurium gladiifolium Schott
Anthurium gomesianum Nadruz
Anthurium gracile (Rudge) Lindl.

Anthurium paraguayense Engl.

Anthurium rubrinervium (Link) G. Don.

Anthurium scandens (Aubl.) Engl.
Anthurium scherzerianum Schott
Anthurium unense Nadruz & Cath.
Anubias sp.

Cyrtosperma johnstonii N.E. Br.
Dracontium bogneri G.H. Zhu & Croat
Dracontium longipes Engl.
Dracontium margaretae Bogner

Dracontium sp.1

Dracontium spruceanum (Schott) G.H.

Zhu

Gearum brasiliense N.E. Br.
Homalomena picturata (Linden &
André) Regel

Lasia spinosa (L.) Thwaites

X X X X X X

X

>
X X X X
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Anexo |. (Continuagao).

Espécie -19F 390F 1034F 533R 1326R 2R
Montrichardia linifera (Arruda) Schott X
Orontium aquaticum L. X

Philodendron adamantinum Mart. ex
Schott

Philodendron bipinnatifidum Schott ex
Endl.

Philodendron brasiliense Engl.
Philodendron corcovadense Kunth

Philodendron dardanianum Mayo

X X X X

Philodendron lundii Warm.
Philodendron mello-barretoanum
Burle-Max ex G.M. Barroso
Philodendron pedatum (Hook.) Kunth
Philodendron solimoesense A.C. Sm.
Philodendron stenolobum E.G. Gong. X
Philodendron tweedieanum Schott X
Pistia stratiotes L.

Podolasia stipitata N.E. Br.

Typhonodorum lindleyanum Schott
Urospatha sagittifolia (Rudge) Schott X

Zamioculcas zamifolia (Lodd.) Engl.
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APRESENTACAO DA TESE

No intuito de atender aos objetivos propostos, o presente estudo foi

estruturado em trés capitulos:

Capitulo 1. O uso de um fragmento do marcador matK como sequéncia DNA

barcode em Araceae.

No Capitulo 1 sdo apresentados os resultados de uma primeira avaliacdo da
aplicabilidade e do funcionamento de um fragmento do marcador matK como cédigo
de barras de DNA em Araceae. 514 sequéncias de matK, de procedéncia conhecida
e devidamente identificadas, foram editadas e utilizadas para na construcdo de um
Perfil de Referéncia que serviu como base para a identificacdo molecular de
diferentes acessos de Araceae. Além disso, a topologia geral obtida foi comparada
as reconstrucoes filogenéticas disponiveis na literatura como forma de avaliar a
capacidade do fragmento-alvo em recuperar agrupamentos com significado biolégico

e evolutivo.

Capitulo 2. Aplicabilidade dos DNA barcodes na identificacdo molecular e na
elucidacdo das relacdes evolutivas nas espécies cul  tivadas de Xanthosoma
Schott (Araceae).

No Capitulo 2, diferentes espécies cultivadas de Xanthosoma Schott, de dificil
circunscricdo, foram utilizadas para delinear os limiares do reconhecimento
especifico em uma identificacdo molecular. Nesse capitulo, além das limitacbes dos
DNA barcodes na identificacdo de espécies proximamente relacionadas, sao
também discutidas as implicacbes da adocédo e do uso dos DNA barcodes como
uma ferramenta preliminar de inferéncia evolutiva e seus impactos na circunscricao

e na elucidacédo das relagcdes em Xanthosoma.
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Capitulo 3 — Lorenzia umbrosa E.G. Gong. sp. nov. inéd.: um estudo de caso do
uso de DNA barcodes na identificagdo molecular de um novo tdxon em
Araceae.

Por fim, no Capitulo 3 sdo discutidas a precisdo e a funcionalidade dos DNA
barcodes na identificacdo molecular e no posicionamento sistematico de um taxon
desconhecido para a ciéncia (Lorenzia umbrosa E.G. Gong.), tendo como base o

Perfil de Referéncia construido no Capitulo 1.
A construcdo e organizagdo dos topicos dos capitulos e das Referéncias

Bibliograficas seguiram as normas gerais da Acta Botanica Brasilica, disponiveis na
pagina <http://www.scielo.br/revistas/abb/pinstruc.html>.
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CAPITULO 1. O uso de um fragmento do marcador ~matK como sequéncia DNA
barcode em Araceae.

RESUMO

Os DNA barcodes tém se mostrado como uma importante ferramenta de
identificacdo molecular em diversos grupos de animais e plantas. Araceae
apresenta, entre outras particularidades, grande variabilidade fenotipica,
preservacao inadequada de espécimes herborizados e assincronia na emergéncia
de folhas e flores. Aliado a isso, 0 crescente interesse comercial por suas espécies e
o numero insuficiente de especialistas fazem desta familia botanica um grupo ideal
para o uso de DNA barcodes como uma ferramenta de identificacdo. Com base no
exposto e considerando ainda a existéncia de sequéncias de matK, de procedéncia
conhecida e devidamente identificadas, provenientes de diferentes estudos
filogenéticos, foi objetivo desse Capitulo avaliar a aplicabilidade e o funcionamento
do matK como sequéncia barcode em Araceae. 514 sequéncias, pertencentes a 363
espécies, foram editadas para a obtencdo do fragmento-alvo e avaliadas quanto a
sua capacidade de reconhecimento genérico e especifico, através do método de
distancia genética e pela busca BLAST®. Pela primeira vez dentro de Araceae, 0
uso de um marcador como sequéncia barcode foi avaliado em grande escala. Pelo
método de distancia, 68% das amostras puderam ser identificadas, de forma
inequivoca, ao nivel especifico. Ja, considerando a identificacdo em nivel genérico,
o percentual de acerto, também utilizando o método de distancia, foi superior a 95%
(95,7%). Pela busca BLAST® os resultados foram ainda mais animadores, pois
81,5% das sequéncias foram corretamente identificadas. Considerando a
identificacdo em nivel genérico, o percentual foi bastante similar ao encontrado para
o método de distancia, 96% (96,2%). Assim, o fragmento-alvo de matK (de
aproximadamente 725pb), se mostrou suficientemente variavel para tal tarefa, sendo
capaz de discriminar adequadamente entre as diferentes espécies e géneros
amostrados. Além disso, a existéncia de forte sinal filogenético mostrou-se uma
importante caracteristica, com possiveis implicacbes evolutivas. Finalmente, a
utiizacdo de uma abordagem DNA barcoding pode, futuramente, auxiliar na

conservacgao e o uso sustentavel das espécies de Araceae.
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Chapter 1. The use of a fragment of molecular marke  r matK as a DNA barcode

sequence in Araceae.

ABSTRACT

DNA barcodes have been shown to be an important tool for molecular identification
in various groups of animals and plants. Araceae presents a few taxonomical
challenges such as great phenotypical variability, inadequate preservation of
herbalized specimens and asynchrony in the emergence of leaves and flowers.
Additionally the growing commercial interest for Araceae species and the insufficient
number of experts make this botanical family an ideal group for the use of DNA
barcodes for identification purposes. Therefore considering the existence of matK
sequences of known origin from different phylogenetical studies, this chapter was
aimed to evaluate the applicability and operation of matK as a barcode sequence in
Araceae. 514 sequences belonging to 363 species have been edited to obtain the
target fragment and evaluate their ability to distinguish genera and species by the
method of genetic distance and BLAST® search. For the first time in Araceae, the
use of a marker as barcode sequence was evaluated on a large scale. By the
method of distance, 68% of the samples could be identified unequivocally at the
species level. Now, at the genus level the accuracy using the method of distance was
greater than 95% (95.7%). BLAST® results were even more encouraging because
81.5% of the sequences were correctly identified. Considering the identification at the
genus level, the result was very similar to that found with the distance method 96%
(96.2%). Thus, the target fragment of matK (approximately 725pb) was proved
sufficiently variable for this task and was also able to discriminate different species
and genera among those analysed. Moreover, the existence of strong phylogenetical
signal has been shown to be an important feature, with possible evolutionary
implications. Finally, the use of a DNA barcoding approach may further help in the

conservation and sustainable use of Araceae species.
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1. Introducéo

O conceito de cddigo de barras de DNA ou DNA barcodes, proposto pelo
zoblogo canadense Paul Hebert (Hebert et al. 2003a; Hebert et al. 2003b), se apoia
na idéia de que sequéncias relativamente curtas de DNA (com cerca de 400-800pb)
podem permitir a identificacdo molecular de materiais biologicos, desde que uma
matriz de sequéncias de referéncia, devidamente identificadas e de procedéncia
conhecida, seja estabelecida (Dalebout et al. 2004 Lorenz et al. 2005; Schander &
Willassen 2005; Meyer & Paulay 2005; Lahaye et al. 2008).

Teoricamente, tal abordagem poderia permitir a rapida, objetiva e eficiente
identificacdo de qualquer material biolégico portador de DNA intacto. Isso facilitaria,
nao sO a identificacdo de espécies ja catalogadas (independente do estagio de
desenvolvimento ou de suas variacdes fenotipicas), mas também o reconhecimento
de espécies ainda inéditas (Hebert et al. 2004a) ou mesmo de espécies cripticas
(Hebert et al. 2004b; Moniz & Kaczmarska 2010). Dadas as suas potencialidades, o
uso desta ferramenta tem se difundido pela comunidade cientifica, sendo varios os
grupos biolégicos reconhecidos utilizando esta abordagem molecular.

Em animais, o gene que codifica para a citocromo ¢ oxidase subunidade 1
(COI ou cox1) foi escolhido como DNA barcode, principalmente, pela alta taxa de
variagdo que apresenta (Hebert et al. 2003a). Baseados neste gene do DNA
mitocondrial (mtDNA) tém sido realizados varios estudos de caracterizagdo e
identificacdo molecular, em diferentes grupos de animais e insetos (Barret & Hebert
2005; Cywinska et al. 2006; Kerr et al. 2009; Hajibabaei et al. 2006; deWaard et al.
2009; Ardura et al. 2010). A maioria destes estudos relata quase 100% de acuracia
na identificacdo das espécies amostradas. Assim, praticamente, ndo existe duvida
sobre a eficiéncia e universalidade da COI como regido barcode para os animais.

No entanto, sabe-se que tal marcador néo varia o suficiente para servir como
ferramenta de identificacdo entre as diferentes espécies de plantas terrestres
(Schuster & Brennicke 1994; Soltis et al. 2009; Kress et al. 2005; Chase et al. 2005;
Chase et al. 2007; Pennisi 2007; Fazekas et al. 2008; Lahaye et al. 2008;
Newmaster et al. 2008; Hollingsworth et al. 2009a). Para suprir esta lacuna e
encontrar sequéncias alternativas igualmente poderosas para a identificacdo de
organismos vegetais, ao longo dos ultimos anos, varios estudos tém sido conduzidos

utilizando, principalmente, o genoma do cloroplasto (cpDNA).
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Inicialmente, Kress et al. (2005), apés compararem 10 loci diferentes (trnH-
psbA, rpl36-rps8, trnK-rpsl16, trnV-atpE, trnC-ycf6, ycf6-psbM, psbM-trnD, atpB-rbcL,
trnL-F e ITS), propuseram o trnH-psbA como um marcador universal para as plantas
terrestres. Ja, Newsmaster et al. (2006), recomendaram o rbcL, apds avaliarem mais
de 10.000 sequéncias desse marcador, depositadas no GenBank® (Benson et al.
2010). Em 2007, Kress & Erickson, com base no estudo de Newmaster et al. (2006),
propuseram a combinacgéo do trnH-psbA com o rbcL como DNA barcodes para as
plantas. Paralelamente, Chase et al. (2007) propuseram a combinacdo de trés
marcadores: o rpoC1, o rpoB e o matK ou, huma segunda abordagem, o rpoC1, o
matK e o trnH-psbA. Por sua vez, Taberlet et al. (2007) sugeriram o intron trnL como
sequéncia barcode mais adequada. No ano seguinte, Newmaster et al. (2008)
utilizaram, com sucesso, o0 matK aliado ao trnH-psbA na identificacado de diferentes
espécies de Myristicaceae. Ainda nesse mesmo ano, Lahaye et al. (2008),
demonstraram que uma por¢do do gene matK poderia ser um forte candidato a DNA
barcode universal para as angiospermas, apds analisarem centenas de espécies de
orquideas. Ja para Kress et al. (2009), o uso do matK, do rbcL e do trnH-psbA
combinados seria a melhor escolha possivel. Além desses marcadores, outros mais
foram propostos em diferentes estudos, tais como o accD, o ndhJ, o ycf5, o atpF-H,
0 psbK-psbl, além do nuclear nrlITS2 (Chase et al. 2005; Fazekas et al. 2009;
Petersen & Seberg 2009; Hollingsworth et al. 2009a).

Sobretudo, com o intuito de uniformizar e direcionar todos estes avang¢os na
abordagem DNA barcoding em plantas, em 2009, o CBOL - Plant Working Group
(Consortium for Barcoding of Life, Hollingsworth et al. 2009), grupo formado por mais
de 50 pesquisadores e centros de pesquisa de todo o mundo, reconheceram o matK
combinado ao rbcL, como DNA barcodes core para as plantas terrestres, mesmo
adimitindo que melhorias ainda seriam necessarias, principalmente considerando as
dificuldades existentes na amplificacdo e na recuperacao de sequéncias viaveis para
o matK (Kress et al. 2009). Atualmente, pesquisadores como Hollingsworth et al.
(2011) admitem também a utilizacdo, em paralelo e quando necessario, de outros
marcadores, plastidiais (como o trnH-psbA) ou nucleares (como o ITS), além da
combinacdo matK + rbcL, para que uma maior eficiéncia na identificacdo das
amostras vegetais seja alcancada.

E importante ressaltar que tanto o matK, quanto o rbcL ndo figuram apenas

como DNA barcodes. Muitas vezes, sdo também utilizados, em separado ou em
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conjunto, na reconstrucéo filogenética de diversos grupos vegetais (Hilu et al. 2003;
Cabrera et al. 2008; Kress et al. 2009; Kress et al. 2010; Wang et al. 2011; Yoo et al.
2011; Hollingsworth et al. 2011). Porém, dos dois, o matKk € o mais variavel,
caracteristica que Ihe confere uma maior capacidade discriminatéria ao nivel familiar
e infragenérico (Hilu & Liang 1997; Hilu et al. 2003). Isso ocorre, principalmente, pela
sua taxa de mutacao que é trés vezes maior que a do rbcL (Soltis et al. 1996).

O matK é uma ORF (Open Reading Frame), de cerca de 1500bp, localizada
no gene que codifica 0 tRNA para a lisina®", o trnK (Soltis et al. 1999; Hilu et al.
2003; Shaw et al. 2005; Hilu et al. 2008). Por apresentar regides mais conservadas e
mais variaveis, caracteristica desejavel na sua utilizacao filogenética (Hilu & Liang
1997; Hilu et al. 2003; Hausner et al. 2006; Hilu et al. 2008), cada vez mais primers
tém sido desenhados para que fragmentos deste marcador figurem como DNA
barcodes. Além de representar um caminho para a obtencdo de sequéncias viaveis
(Dunning & Savolainen 2010; Yu et al. 2011; Li et al. 2011), esse desenho atenderia
a importantes premissas em uma abordagem DNA barcode, tais como a utilizacao
de sequéncias curtas e dotadas de variabilidade suficiente para o reconhecimento
especifico, sem que a sua universalidade fosse comprometida (Hollingsworth et al.
2009b; Hollingsworth et al. 2011). Nessa linha, Dunning & Savolainen (2010), apds
avaliarem diferentes pares de primers, propuseram a adog¢do de primers grupo-
especificos para o matK, como a combinacdo 1R_KIM / 3F_KIM (Kim, dados nédo
publicados), principalmente, para as Eudicotiledoneas, a combinacdo 390F / 1326R
(Cuénoud et al. 2002) para parte das Monocotiledéneas e a combinacdo XXF /
ALI_R (Dunning & Savolainen 2010) para ordens como Acorales, Alismatales e
Arecales.

Embora esse ndo seja o objetivo, a utilizagdo de marcadores moleculares,
dotados de sinal filogenético, como no caso do matK, tem permitido também a
utilizacdo dos DNA barcodes na elucidacéo das relacdes evolutivas entre os taxons,
em diferentes niveis. Esta caracteristica hibrida, que combina o poder discriminante
dos DNA barcodes a filogenia, constitui um importante desdobramento desta
ferramenta de identificagdo molecular (Lahaye et al. 2008; Valdez-Moreno et al.,
2009; Hollingsworth et al. 2011). Nessa linha, Kress et al. (2009) e Kress et al.
(2010) foram capazes de construir, utilizando sequéncias barcodes, filogenias
robustas entre os tdxons presentes em florestas tropicais no Panama e em Porto

Rico, respectivamente. Em ambos o0s casos, ressaltam que estas filogenias
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compartilham varias semelhancas com a apresentada pelo APG Il (Angiosperm
Phylogeny Group 2003), largamente aceitas entre os botanicos.

A familia Araceae, pertencente a ordem Alismatales, € composta por
aproximadamente 3700 espécies, agrupadas em 102 géneros. Essas espécies estédo
distribuidas por todo o globo, especialmente nas regibes tropicais da Asia e das
Américas (Grayum 1990; Mayo et al. 1997; Govaertz & Frodin 2002; Goncalves et al.
2004; Bogner & Gongalves 2005; Cabrera et al. 2008; Cusimano et al. 2011).
Apresenta ampla variacdo ecoldgica, morfolégica e anatdbmica, sobretudo,
considerando seus habitos, folhas e inflorescéncias. Porém, sua principal
caracteristica € apresentar as flores agrupadas em uma espadice envolta por uma
espata (Mayo et al. 1997). As Araceae sao plantas largamente utilizadas como
ornamentais, ndo s6 em projetos paisagisticos, mas também como fontes de flores e
folhagens em arranjos tropicais (Junqueira & Peetz 2002; Lorenzi & Mello-Silva
2003; Souza & Lorenzi 2008). Apresentam ainda uso alimenticio, especialmente
considerando as folhas que sdo comidas como verduras e 0s caules que sao ricos
em amido (Plowman 1969; Giacometti & Léon 1994; Mayo et al. 1997; Corréa 2000;
Pinto et al. 2001; Seganfredo et al. 2001; Lima 2009).

Em Araceae, ao lado de outros marcadores, o matK mostrou-se eficiente na
reconstrucao filogenética ndo s6 da familia como um todo (Cabrera et al. 2008),
como de varias de suas tribos. Grob et al. (2002), em seu estudo filogenético com a
tribo Thomsonieae Blume, foi capaz de reconhecer novas relagbes evolutivas,
sobretudo, entre as espécies de Amorphophallus Blume ex Decne. Gongalves et al.
(2007), trabalhando com a tribo neotropical Spathicarpeae Schott propds a expanséo
da tribo para acomodar Dieffenbachia Schott e Bognera Mayo & Nicolson, dois
géneros anteriormente pertencentes a tribo Dieffenbachieae Engler (sensu Mayo et
al. 1997), além da segregacdo em géneros monotipicos dos tdxons Incarum pavonii
(Schott) E.G. Gong. e Croatiella integrifolia (Madison) E.G. Gong¢. Batista (2008), por
sua vez, obteve resultados que apontaram para a expansado da tribo Caladieae
Schott para incluir também a tribo Zomicarpeae Schott (sensu Mayo et al. 1997). Em
seu estudo, propdem ainda a redefinicdo do género Xanthosoma Schott para incluir
Chlorospatha Engler. Wong et al. (2010), além de elucidar as relacdes em
Schismatoglottideae Nakai, propds a criagdo de uma nova tribo, Philonotieae S.Y.
Wong & P.C. Boyce. E, Cusimano et al. (2010), ao analisar as relacfes evolutivas

em Areae encontrou resultados que mostravam ser Typhonium Schott, Sauromatum
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Schott e as espécies australianas de Typhonium, na verdade, pertencentes a
linhagens evolutivas diferentes.

Porém, o conhecimento taxondémico da familia ainda é insuficiente, mesmo
considerando as filogenias ja publicadas e o nimero crescente de especialistas
(Mayo et al. 1997; Cabrera et al. 2008). Uma mostra disso é a constatacdo de que
muitas espécies preliminarmente reconhecidas como novas permanecem ainda nao
descritas (Croat 2004; Gongalves 2011). Um dos principais entraves aos avancos no
conhecimento taxondmico do grupo € a dificuldade no reconhecimento das espécies,
principalmente pela sua grande variabilidade fenotipica (Mayo 1991; Mayo et al.
1997; Cusimano et al. 2011), preservacgdo insuficiente de espécimes herborizados
(Goncalves 2002) e reconhecidos casos de heterofilia (Ray 1987; Ray 1990), onde
individuos em estagios diferentes de desenvolvimento foram descritos no passado
como espécies distintas (Mayo et al. 1997). Além disso, em grupos geofiticos, o
surgimento de folhas e flores pode ser completamente assincrono, dificultando o
reconhecimento das espécies (Zhu & Croat 2004).

Soma-se a estas dificuldades de identificacdo e circunscricdo taxondémica o
crescente interesse na comercializacdo de suas espécies, principalmente as de
interesse ornamental (Souza & Lorenzi 2008). Estas, por vezes, sdo espécies
ameacadas (Coelho & Catharino 2008; Catharino & Coelho 2010), que na maioria
dos casos séo retiradas da natureza sem a devida autorizacao legal (Goncalves,
com. pess.). Possivelmente, o estabelecimento de uma ferramenta de identificacdo
molecular tornaria mais rapida e também eficaz a identificacdo desses materiais.
Deste modo, além da aplicacdo taxondbmica, teriamos nos DNA barcodes
estabelecidos para Araceae uma importante ferramenta conservasionista.

Aqui é oportuno dizer que embora ja exista uma abordagem barcode em
Araceae, este estudo € pontual e restrito a tribo Lemnoideae (Wang et al. 2010).
Também cabe ressaltar que as Araceae também ja foram utilizadas em grandes
estudos que visavam o estabelecimento de uma sequéncia barcode universal para
as plantas com flores, como os de Kress et al. (2005), Chase et al. (2005), Chase et
al. (2007) e Hollingsworth et al. (2009b). Porém, nenhum estudo consistente foi
conduzido, com amostragem exclusiva de toda familia, especificamente com esta
finalidade. Assim, com base no exposto e considerando a existéncia de sequéncias
de matK, de procecedéncia conhecida e devidamente identificadas, provenientes de

diferentes estudos filogenéticos, o presente estudo tem como objetivo avaliar a
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aplicabilidade e o funcionamento do matK como sequéncia barcode, utilizando como

modelo a familia Araceae.

2. Metodologia

2.1. Obtencéo das sequéncias

Foram utilizadas 514 sequéncias de matK, provenientes de diferentes estudos
filogenéticos em Araceae: Batista (2008), Grob et al. (2002), Goncalves et al. (2007),
Wong et al. (2010), Cusimano et al. (2010), Cabrera et al. (2008) e Wang et al.
(2010). Sempre que possivel, foi amostrada mais de uma sequéncia para cada
espécie, sendo estas, muitas vezes, pertencentes a acessos distintos
geograficamente. Exceto por Batista (2008), todas as sequéncias estdo disponiveis
no GenBank® (Anexo |). Conforme Cabrera et al. (2008), as espécies Acorus
calamus L. (acesso no GenBank®: AB040154), Alisma canaliculatum A. Braum &
C.D. Bouché (acesso AB040179), Tofieldia pusilla Pers. (AM920648) e Hedyosmum
mexicanum C. Cordem. (AM905824) foram selecionadas como grupo externo para

as analises.

2.2. Obtencéo do fragmento-alvo de matK (sequéncia barcode)

Para manter o posicionamento e, consequentemente, a universalidade do
fragmento-alvo obtido frente a outras sequéncias barcodes ou nao-barcodes
depositadas no GenBank® (Benson et al. 2010) e/ou no BOLD® (Barcoding of Life
Data System, Ratnasingham & Hebert 2007), juntamente com as 514 sequéncias
anteriores foram alinhadas também cinco acessos de Arabidopsis thaliana (L.)
Heynh.: A. thaliana cultivar serl (acesso AF144373.1), A. thaliana cultivar ndl
(AF144375.1), A. thaliana cultivar no0 (AF144376.1), A. thaliana cultivar kaO
(AF144377.1) e A. thaliana cultivar su0 (AF144378.1). Todas essas sequéncias
foram alinhadas utilizando o programa ClustalW® (Thompson et al. 1994), sendo os

alinhamentos, posteriormente, verificados e editados manualmente.
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Para a obtencdo do fragmento-alvo, os primers XXF e ALI_R, propostos por
Dunning & Savolainen (2010), préoprios para Alismatales, foram incluidos
manualmente aos alinhamentos anteriores, sendo a regido compreendida entre os
primers entdo recortada (Figura 1). O fragmento-alvo obtido (sequéncia barcode) foi

utilizado para as demais analises e comparacoes.

> —
XXE Fragmento-alvo de matK AL R

5 Sequéncia barcode (media 725pb) 3"
e
1 Arabdopsis thaliana matK (1a 1.515) 1.515

Figura 1. Posicionamento do fragmento-alvo (sequéncia barcode) em relacdo ao
gene matK da sequéncia de Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. E possivel ainda
observar a orientacdo dos primers XXF e ALI_R, préprios para Alismatales,

propostos por Dunning & Savolainen (2010).

2.3. Andlise das sequéncias

A distancia genética entre as espeécies foi estimada utilizando o modelo de
substituicdo Kimura 2 Parametros — K2P (Kimura 1980). As arvores foram geradas
através do programa MEGA 5® (Tamura et al. 2011), utilizando Neighbour-Joining
(NJ), com o teste de bootstrap (Felsenstein 1985) com 1000 réplicas. A escolha
tanto do modelo de substitituicdo, quanto do método de distancia, seguiram as
recomendacdes propostas pelo Barcoding of Life Data System (BOLD,
Ratnasingham & Hebert 2007). A variacao inter e intraespecificas foram calculadas,
segundo Meyer & Paulay (2005), também usando o modelo K2P (Kimura 1980), com
base nas distancias genéticas estimadas entre as diferentes espécies e dentro de
uma mesma especie, respectivamente. A variabilidade existente foi avaliada através
de parametros estatisticos (média e desvio-padréo) e pela analise do Barcoding gap
(Meyer & Paulay 2005) que, em linhas gerais, consiste na analise da existéncia ou
nao de uma lacuna (gap) entre as distribuicbes de frequéncia das distancias

genéticas inter e intraespecificas calculadas e agrupadas segundo intervalos de
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classe (IC). O IC adotado foi de 0,001 unidades de distancia. O teste Two-way Chi-
squared (teste Chi-Quadrado para frequéncias nao-paramétricas) foi realizado para

maior confiabilidade dos resultados.

2.4. Testes de reconhecimento

O poder discriminatério do fragmento-alvo de matK como sequéncia barcode
em Araceae foi avaliado através de dois métodos: (a) o método de distancia
genética, calculada conforme os parametros descritos anteriormente; e (b) através
do programa BLAST® (Altschul et al. 1990).

2.4.1. Método de distancia genética

2.4.1.1. Construcao do Perfil de Referéncia

Do conjunto de 514 sequéncias iniciais, foram retiradas 151 sequéncias
duplicadas (provenientes de espécies com mais de um acesso) que foram utilizadas,
numa primeira etapa de identificacdo, como acessos “desconhecidos”. Das 363
sequéncias restantes foram ainda sorteadas e retiradas 50 sequéncias para compor,
numa segunda etapa de identificacdo, os acessos “originalmente ausentes”. Apos
isto, o conjunto formado pelas 313 sequéncias restantes passou a ser denominado
Perfil de Referéncia (Figura 2). E conveniente salientar que o Perfil de Referéncia,
permaneceu composto por representantes de todas as subfamilias, tribos e géneros

de Araceae amostrados mesmo apos o sorteio.
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Construcao do Perfil de Referéncia

514 sequéncias
barcodes de matK

151 sequéncias
duplicadas

(espécies com mais
de um acesso)

Acessos
“desconhecidos”

363 sequéncias

restantes
Acessos
= |50 sequéncias “originalmente
ausentes”

313 sequéncias

restantes —Pp | Perfil de Referéncia

Figura 2. Obtencéo do Perfil de Referéncia para a identificacdo, tanto das “amostras

desconhecidas”, quanto das “inicialmente ausentes” pertencentes a familia Araceae.

2.4.1.2. Capacidade de reconhecimento genérico e especifico

Numa primeira etapa, como forma de avaliar a capacidade de reconhecimento
genérico e de reconhecimento especifico do fragmento-alvo de matK, foram
confrontadas, contra o Perfil de Referéncia, 151 sequéncias duplicadas
(provenientes de espécies com mais de um acesso do banco de 514 sequéncias
originais), pertencentes a 66 espécies (Figura 3). As identificacdes originais foram
apagadas no momento da comparagcdo permanecendo todas as sequéncias
“desconhecidas”. Desta feita, a identificacdo da amostra foi feita com base na menor
distancia genética, recebendo a sequéncia “desconhecida” a identificacdo da
sequéncia com a qual permanecesse agrupada. Quando a espécie “desconhecida”
permaneceu agrupada exatamente com a espécie “esperada”’, apresentando a
mesma distancia genética, a identificacdo foi considerada correta. Quando a espécie
“desconhecida” permaneceu agrupada com varias espécies, dentre as quais estava
a espécie “esperada”, a identificacéo foi considerada ambigua. E quando a espécie
“desconhecida” ndo permaneceu agrupada com a espécie “esperada” a identificacdo
foi considerada incorreta. Como forma de avaliar a capacidade de reconhecimento
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genérico, além da espécie, foi ainda computado o género com o qual a amostra

“desconhecida” permaneceu agrupado.

Capacidade de reconhecimento

514 sequéncias
barcodes de matK

151 sequéncias
duplicadas

(espécies com mais
de um acesso)

Primeira

Acessos Etapa
“desconhecidos”

363 sequéncias

restantes
Acessos
= |50 sequéncias “originalmente
ausentes”

313 sequéncias

restantes —p | Perfil de Referéncia

Figura 3. Etapas de avaliacdo da capacidade de reconhecimento genérico e de
reconhecimento especifico do fragmento-alvo de matK (sequéncia barcode), com
base no Método de distancia genética.

Ainda, numa segunda etapa, como forma de avaliar a capacidade do
fragmento em reconhecer amostras inicialmente ausentes, foram também
confrontadas contra o Perfil de Referéncia, aquelas 50 sequéncias originalmente
retiradas por sorteio no momento da construcao do referido Perfil (Figura 3). Nesta
etapa, apenas foi computada a distancia genética destas espécies em relacdo a

espécie com a qual permaneceu agrupada.

2.4.2. Busca BLAST®

Nessa etapa, a identificacdo das sequéncias “desconhecidas” foi feita com
base nos melhores hits da busca BLAST® (Altschul et al. 1990). Agora, as 151
sequéncias duplicadas foram confrontadas contra a totalidade das sequéncias

depositadas no GenBank® (Figura 4). Quanto a melhor resposta (maior escore entre
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todas as sequéncias avaliadas) da busca correspondia a espécie “esperada” a
identificacdo foi considerada correta. Quando a melhor resposta correspondia a
varias espécies (com o0 mesmo escore), incluindo a espécie “esperada’” a
identificacdo foi considerada ambigua. E, quando a “melhor resposta” da busca
BLASTNn® néo era a espécie “esperada” a identificacdo foi considerada incorreta. Foi
ainda computado o género ao qual pertencia a melhor resposta, como forma de
avaliar a capacidade de reconhecimento genérico.

Capacidade de reconhecimento

151 sequéncias

. Acessos
duplicadas « . »
(espécies com mais desconhecidos

de um acesso)

-

SNCBI

Figura 4. Avaliacgdo da capacidade de reconhecimento genérico e de
reconhecimento especifico do fragmento-alvo de matK (sequéncia barcode) através
da busca BLAST® (Altschul et al. 1990).

2.5. Avaliacéo dos padrdes de similaridade entre os taxons de Araceae

Como forma de avaliar, num contexto global, os padrbes de similaridade
exibidos pelos diferentes taxons de Araceae, todas as 514 sequéncias barcodes
foram utilizados para gerar diferentes arvores de distancia genética através do
programa MEGA 5® (Tamura et al. 2011), utilizando Neighbour-Joining (NJ) e o
modelo K2P (Kimura 1980). Além disso, as topologias obtidas foram comparadas,
visualmente, as reconstrucdes filogenéticas disponiveis, por exemplo, nos estudos
de French et al. (1995), Grob et al. (2002), Tam et al. (2004), Gongalves et al.
(2007), Batista (2008), Cabrera et al. (2008), Cusimano et al. (2010), Espindola et al.
(2010), Linz et al. (2010), Wang et al. (2010), Wong et al. (2010), Cusimano et al.
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(2011) como forma de avaliar a capacidade do fragmento-alvo de matK em

recuperar agrupamentos com significado biolégico e evolutivo.

3. Resultados e Discussao

3.1. Consideracfes sobre o fragmento-alvo de matK

O comprimento das sequéncias barcodes obtidas para Araceae foi, em média,
de 725pb. Portanto, apresenta-se relativamente mais comprida que outros barcodes
encontrados na literatura e recomendados como DNA barcodes para as
Angiospermas, como o rbcL, em média com 607pb, e o trnH-psbA, com entre 200 e
760pb (Fazekas et al. 2008; Kress et al. 2009). Porém, mesmo mais comprida, deste
total de 725pb, 325 sitios sdo considerados informativos para parciménia (49% do
total). Este valor é proporcionalmente superior ao encontrado para o matK inteiro
(31%) e cinco vezes maior que o do rbcL (10%) (Saunders et al. 2003). Nesse
contexto, o fragmento-alvo apesar de maior, € tdo informativo ou mais que as
sequéncias inteiras de matK ou de outros marcadores codificantes ou nao-
codificantes.

Esse grande numero de sitios informativos se deve ao seu posicionamento
diante do matK. Segundo Yu et al. (2011), que como Dunning & Savolainen (2010)
também propuseram primers universais para que o matK pudesse ser utilizado como
DNA barcode em Angiospermas, a regido compreendida entre os sitios de nimero
400 e 1300 (utilizando a sequéncia de A. thaliana como referéncia) é a que
apresenta as regides de maior variabilidade em todo o matK. Essa €, praticamente,
a mesma regido onde esta localizado o fragmento-alvo de matK que utilizamos como
sequéncia barcode nesse estudo (entre os sitios 449 e 1348). Assim, o fragmento-
alvo de matK pode ser considerado representativo da variabilidade existente em
todo o marcador e dotado de valor filogenético.

Além disso, apoés a inclusédo dos primers XXF e ALI_R (Dunning & Savolainen
2010) ao conjunto de sequéncias alinhadas de Araceae, foi possivel constatar que
as regides flanqueadoras corresponderam, quase que perfeitamente, as sequéncias

desses dois primers (Figura 5).
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primer XXF 5-TAATTTACGATCAATTCAYTC-3’
. ATTCAGAATTTACGATCTATTCATACAACAT...

primer ALI_R 5-YTATATACTTCGACTTTCGTG-3*
..GTAAAGTATATACTTCGCCTTTCGTGTGCG....

Figura 5. Detalhe dos alinhamentos, mostrando a correspondéncia entre os primers
XXF e ALI_R, propostos por Dunning & Savolainen (2010) e as regides
flanqueadoras das sequéncias de Araceae. As bases sublinhadas nas regides
flanqueadoras apresentam polimorfismos.*Para efeito comparativo a sequéncia do
primer ALI_R (reverse) esta em reverse complement (a sua sequéncia original é 5'-
CACGAAAGTCGAAGTATAATY-3).

Assim, embora ndo tenham sido realizadas amplificagées utilizando esses
primers, a reduzida ocorréncia de polimorfismos nas regifes flanqueadoras aponta
para sua utilidade e funcionalidade como primers universais para 0 matKk em
Araceae, corroborando o estudo de Dunning & Savolainen (2010) que defendem sua
utilizacdo em Alismatales. Contudo, testes ainda sdo necesséarios para que sua
adequacao possa ser, realmente, avaliada.

Embora possa parecer, a busca por primers apropriados para grupos
especificos ndo compromete a universalidade e nem o uso do matk como sequéncia
barcode. Pelo contrario, segundo Hollingsworth et al. (2011), o desenho de primers
especificos ou a utilizacdo de coquetéis de primers tem sido defendida e pode
representar uma saida para a utilizagdo do matK ao lado do rbcL como DNA
barcodes core para as plantas terrestres, conforme recomendado pelo CBOL Plant
Working Group (Hollingsworth et al. 2009).

3.2. Variacao inter e intraespecifica

A variacao interespecifica foi de 0,070818599 (+0,048382686) e a variacao
intraespecifica foi de 0,008917388 (+0,005306684) (Tabela 1). Portanto, o
fragmento-alvo de matK apresentou um menor nivel de divergéncia genética dentro

das espécies do que entre as espécies de Araceae analisadas. Segundo Meyer &
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Paulay (2005), Lahaye et al. (2008) e Hollingsworth et al. (2009) este € um pre-
requisito para que um marcador possa ser utilizado como sequéncia barcode.

Tabela 1. Variacao interespecifica e intraespecifica para o fragmento-alvo de matK

(sequéncia barcode).

Média Desvio
Variacdo
_ 0,070818599 +0,048382686
Interespecifica
Variacao
0,008917388 +0,005306684

Intraespecifica

Porém, embora o fragmento-alvo tenha apresentado alta divergéncia
interespecifica e baixa divergéncia intraespecifica, ndo foi observada lacuna (gap)
entre as distribuicbes de frequiéncia das distancias genéticas inter e intraespecificas

calculadas (Figura 6).

140 -
120 4

100 ~

co
(=)

No. de medigdes
[s7]
=

Py
o

20 A

Q NA D b o A DD N N WD b o A% 9 9 N L oD = 6
Q‘? Q‘? Q‘? Q‘? Q? 9 Q‘? Q‘? Q‘? Q- Q’.\ Q’.\ Q’.\ Q’.\ Q’.\ Q’.\ Q’.\ Q’.\ Q’.\ O Q‘]’ Qf], Q‘]’ Q‘]’ Q‘]’

Distancia

|mINTER OINTRA |

Figura 6. Distribuicdo relativa da variagdo interespecifica (barras pretas) e
intraespecifica (barras brancas) para o fragmento-alvo de matK (Kimura — 2P, MEGA

5®).
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Idealmente, os DNA barcodes devem apresentar um gap entre a distribuicéo
das divergéncias inter e intraespecificas (Hebert et al. 2003a; Moritz & Cicero 2004;
Meyer & Paulay 2005; Goncalves 2009; Ortiz 2010). Teoricamente, quanto mais
sobreposicdo houver, menos eficaz o marcador sera em discriminar entre as
diferentes espécies analisadas (Meyer & Paulay 2005). Contudo, o teste Two-way
Chi-squared mostrou existir diferenca significativa entre as distribuicbes das
freqléncias inter e intraespecifica (P<0,05). Assim, mesmo considerando a
existéncia de sobreposicdo, o fragmento-alvo, estatisticamente, ainda é capaz de
distinguir, de forma confiavel, entre as espécies de Araceae.

Tanto a ocorréncia de espécies afins dentro de um mesmo género quanto a
inclusédo, quando foi possivel, de varios acessos de uma mesma espécie, reforcaram
a proporcao de espécies e/ou acessos intimamente relacionados presentes na atual
analise. Moritz & Cicero (2004), Meyer & Paulay (2005) e Meier et al. (2008)
demonstraram que ao aumentarmos o numero de espécies afins em uma analise, a
sobreposicao entre as variacdes genéticas também aumentava e, muitas vezes, 0
Barcoding gap deixava de existir para um mesmo conjunto de dados. Chen et al.
(2010), ao reforcarem em seu estudo a propor¢cdo de espécies estreitamente
relacionadas, observaram que nenhum dos barcodes avaliados apresentaram gaps
significativos, isso quando estes ainda continuaram a ocorrer. Ressalta-se que,
neste mesmo estudo, para o matK, o rbcL, o ycf5 e o rpoCl a sobreposicdo ja
ocorria antes mesmo da inclusdo das espécies afins. Gao et al. (2010) e Liu et al.
(2010) encontraram resultados similares ao avaliarem a funcionalidade de DNA
barcodes na identificacdo de plantas medicinais e na identificacdo de bridfitas,
respectivamente. Assim, mesmo considerando a existéncia do Barcoding gap como
indicativa de sucesso da aplicacdo do marcador como sequéncia barcode séo varios
0s exemplos, presentes na literatura, que demonstram que a existéncia ou nao de
sobreposicao pode ser também um artefato da prépria metodologia de analise, o que
nao, necessariamente, interferiria no poder discriminante deste marcador.

A auséncia de gap pode ainda ser resultado de uma amostragem insuficiente.
No presente estudo, cerca de 70% das sequéncias pertenciam a apenas um
individuo por espécie. Para Meyer & Paulay (2005) e Moniz & Kaczmarska (2010),
embora varios estudos com barcodes alcancem bons resultados e sejam realizados
nestas condi¢cdes, a amostragem, deve incluir, sempre que possivel, dois ou mais

individuos por espécie, devendo ser 0s acessos provenientes de ampla distribuicao
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geografica e representativos para as populacbes amostradas, condicdo que
reconhecem ser dificil de alcancar. Ainda, segundo Meyer & Paulay (2005), quando
esta condicdo ndo € respeitada, normalmente, ocorre sobreposicdo entre a
distribuicdo das divergéncias inter e intraespecificas.

Por fim, é conveniente lembrar que além da inclusdo de espécies e/ou
acessos intimamente relacionados e de uma amostragem insuficiente, segundo
Moritz & Cicero (2004) e Meyer & Paulay (2005), a existéncia de sobreposicao
também pode estar relacionada com a ocorréncia de hibridacdo entre espécies ou
mesmo ser fruto do pouco tempo de divergéncia entre alguns taxons. Ambas as
possibilidades ocorrem em Araceae, sobretudo, se considerarmos a existéncia de
espécies recentemente irradiadas e/ou aquelas estreitamente relacionadas que
ocorrem em simpatria (Mayo et al. 1997; Goncalves et al. 2007; Batista 2008;
Cusimano et al. 2011). Alias, no Capitulo seguinte (Capitulo 2) discutiremos de
forma mais aprofundada a aplicabilidade de DNA barcodes em um grupo formado
por espécies estreitamente relacionadas, possivelmente de especiacdo recente e
gue estao distribuidas de forma simpéatrica. Para tanto, utilizaremos como modelo o

género Xanthosoma Schott (Araceae).

3.3. Testes de reconhecimento genérico e especifico

Tanto pelo método de distancia genética, quanto pela busca BLAST® foi
possivel proceder a identificacdo em nivel genérico e especifico, sendo o fragmento-
alvo proposto capaz de recuperar identificacdes corretas e, em maioria, inequivocas
para a maioria das amostras analisadas de Araceae.

Pelo método de distancia, aproximadamente, 97% das amostras
“desconhecidas” puderam ser identificadas ao nivel especifico. Deste total, 68%
foram identificadas corretamente, enquanto 28,9% das identificacbes foram
consideradas ambiguas, ou seja, a espécie “desconhecida” permaneceu agrupada
com varias espécies, dentre as quais estava a espécie “esperada”. Apenas 3,1% das
sequéncias foram identificadas de forma incorreta. Ja, considerando a identificacéo
em nivel genérico, o percentual de acerto, também utilizando o método de distancia,
foi superior a 95% (95,7%).

Segundo Meyer & Paulay (2005), o conceito de DNA barcodes deve

apresentar, além da capacidade de atribuir a uma amostra desconhecida uma
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espécie conhecida, a capacidade de detectar que espécies previamente nado
amostradas séo distintas das que compdem o Perfil de Referéncia. Neste contexto,
importantes resultados também foram alcancados: as 50 amostras “inicialmente
ausentes”, que foram confrontadas contra o Perfil de Referéncia, permaneceram
praticamente em todos 0s casos, agrupadas com géneros e espécies relacionados.
Pela busca BLAST® os resultados foram ainda mais animadores, pois 81,5%
das sequéncias “desconhecidas” foram corretamente identificadas, somente 16,5%
consideradas ambiguas e 2% identificadas de forma incorreta. Considerando a
identificacdo em nivel genérico, o percentual foi bastante similar ao encontrado para
o método de distancia, 96% (96,2%). Chen et al. (2010), ao testarem sete regides
candidatas, plastidiais e nucleares, também obtiveram melhores resultados na
identificacdo das amostras pelo método BLAST® do que pelo método de distancia.
Embora ndo discutam essa diferenca na eficiéncia entre os métodos, acreditamos
que possa ser resultado do proprio arcabouco de analise destes dois métodos. Na
busca BLAST®, o algoritmo procura por trechos de similaridade entre sequéncias
(Altschul et al. 1990) ao invés de compara-las através se suas distancias genéticas,
como no método de distancia’. Essa diferenca de abordagem poderia sim permitir
um maior sucesso comparativo, se considerarmos um mesmo banco de dados.
Estes percentuais estdo de acordo com os encontrados na literatura. Kress et
al. (2009) recuperaram 69% das identificacGes ao utilizarem, isoladamente, o matkK.
Resultados similares também foram alcancados por Hollingsworth et al. (2009) que,
utilizando o matK ao lado do rbcL como DNA barcodes, foram capazes de identificar
corretamente 72% das amostras testadas. Porém, sdo mais significativos que os
encontrados por Newmaster et al. (2008) e Mort et al. (2010) que, utilizando apenas
o matK com barcode, identificaram menos de 50% dos individuos de Myristicaceae e
do género Tolpis Adans. (Asteraceae), respectivamente. Ren et al. (2010)

recuperaram um percenteal ainda menor, apenas 31,25%. Resultados mais

! De forma mais pormenorizada, ao utilizarmos Neighbour-Joining (NJ) as sequéncias sdo agrupadas
pelas suas distancias evolucionarias. Taxons mais estreitamente relacionados entre si séo agrupados
até que todos estejam conectados, sendo a arvore resultante a que apresentar 0 menor comprimento
entre os bracos. Além de nao testar todas as topologias possiveis, métodos de distancia, como o NJ,
podem forcar agrupamentos sem qualquer sentido biolégico (Schneider 2003). J4, na busca BLAST®
as sequéncias nao sao transformadas em uma Unica variavel. Toda a sequéncia é avaliada através
da busca por regifes de similaridade local (dominios). Assim, de fato, as sequéncias sédo diretamente
comparadas entre si, sendo agrupadas segundo seus escores de similaridade (Altschul et al. 1990).
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expressivos foram alcancados por Kelly et al. (2010), que apos analisarem quatro
marcadores, afirmaram ser o matK sozinho suficiente para a identificacdo das
Podostemaceae africanas, sendo este marcador capaz de identificar todas as
espécies testadas (100%) e por Lahaye et al. (2008) que recuperaram a
identificagdo inequivoca de 90,9% das amostras em um conjunto amostral formado
por mais de 1.000 espécies de orquideas da América Central. Alias, com base nesse
percentual, estes ultimos autores defenderam o uso, em larga escala, de uma parte
do matK como DNA barcodes universal para para as plantas com flores. Salienta-se
que o fragmento-alvo testado aqui, como sequéncia barcode para Araceae, esta
compreendido entre os primers que utilizaram em seu estudo, o 390F e 1326R
(Cuénoud et al. 2002).

Assim, mesmo com tanta diversidade de resultados, que ora apontam o matK
como barcode ideal, ora o colocam em segundo plano evidenciando e defendendo o
uso de marcadores mais eficientes, em separado ou em conjunto, os resultados aqui
encontrados estdo dentro dos disponiveis na literatura e mostram ser esta primeira
abordagem suficientemente abrangente para avaliar a eficiéncia da tecnologia
cbdigo de barras de DNA em Araceae, sendo, o fragmento-alvo capaz de recuperar
a identificacdo inequivoca de um consideravel percentual de espécies e géneros

pertencentes a essa familia botanica.

3.4. Avaliagdo dos padrdes de similaridade entre os taxons de Araceae

As éarvores construidas para avaliar a eficiéncia do fragmento-alvo de matK
em recuperar as identificagcbes mostraram-se bastante similares aquelas
apresentadas nos estudos moleculares de Grob et al. (2002) sobre a tribo
Thomsonieae, Tam et al. (2004) sobre Monsteroideae Engler, Goncalves et al.
(2007), sobre Spathicarpeae, Wong et al. (2010) sobre Schismatoglottideae,
Cusimano et al. (2010) sobre a tribo Areae e aos estudos de Cabrera et al. (2008) e
Cusimano et al. (2011), com a reconstrucdo de toda familia. E importante salientar
que esta comparacdo esta fundamentada apenas na topologia, visto que o
arcabouco de andlise adotado neste estudo € bastante diferente do adotado nos
estudos filogenéticos citados acima. Porém, mesmo assim, varias subfamilias,

tribos, géneros e espécies mantiveram 0S mesmos agrupamentos, muitas vezes
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formando grupos coerentes biologicamente. As congruéncias e incongruéncias entre

as topologias sao discutidas a sequir.

Familia Araceae. Em linhas gerais, a familia Araceae (Figura 7) mostrou-se coesa e
fortemente suportada (bootstrap = 96). Foi possivel ainda o reconhecimento das sete
subfamilias propostas por Mayo et al. (1997), a saber Gymnostachydoideae Bogner
& Nicolson, Orontioideae Mayo, Bogner & P.C. Boyce, Pothoideae Engler,
Monsteroideae Engler, Lasioideae Engler, Calloideae Endlicher e Aroideae Engler.
Essas subfamilias permaneceram agrupadas em dois grupos: um menor, basal,
formado por Gymnostachydoideae e Orontioideae (bootstrap = 90), e outro maior
formado por todas as outras cinco subfamilias, mais Lemnoideae Bab. (antiga
familia Lemnaceae Martinov) (bootstrap = 99). As subfamilias Pothoideae e
Monsteroideae, mesmo formando um Gnico agrupamento (bootstrap = 429),
permaneceram distintas entre si (bootstrap = 85 e bootstrap = 99, respectivamente).
O agrupamento formado por Lasioideae, Calloideae e Aroideae é fracamente
suportado (bootstrap = 22). Aroideae € a Ultima e maior subfamilia a divergir, com 23
tribos e mais de 70 géneros (bootstrap = 22). A seguir, cada um dos agrupamentos

apresentados serdo discutidos em seus pormenores.

% Valores de bootstrap tdo baixos normalmente sdo desconsiderados no momento da analise dos
agrupamentos (Schneider 2003). Porém, como 0 objetivo deste tépico foi apenas avaliar, num
contexto global, a topologia da arvore encontrada e compara-la com os demais padrbes disponiveis
na literatura, todos os agrupamentos foram mantidos e discutidos.

70



subfamilia Aroideae

Stylochaeton_bogneri_(2) Jtribo Stylochaetoneae
{_— Calla_palustris_(2) ]subfamilia Calloideae
g7 - Dracontioides_desciscens_(2)
Urospatha_sagittifolia_(2)

Anaphyllopsis_americana_(2)

Dracontium_polyphyllum_(2)

Pycnospatha_arietina_(2) subfamilia Lasioideae
Lasia_spinosa_(2)

Lasimorpha_senegalensis_(2)

Podolasia_stipitata_(2)

64 L Cyrtosperma_macrotum_(2)

Heteropsis_ ia_(2) Jtribo b

74

tribo Monstereae + Heteropsideae

Stenospermation_ulei_(2)
Holochlamys_beccarii_(2) TJtribo Spathiphylleae
Anadendrum_sp._Chase_9985_(2) Jtribo Anadendreae subfamilia Monsteroidae
Epipremnum_pinnatum_(2)
Amydrium_humile_(2) )
Scindapsus_hederaceus_(2) tribo Monstereae
Monstera_adansonii_(2)

ia_(2) Jtribo ]
Anthurium_acaule_(2) Jtribo Anthurieae

Pothoidium_lobbianum_(2)
subfamilia Pothoideae
Pothos_scandens_(2) tribo Potheae

Pedicellarum_paiei_(2) B

36
i Spirodela
Wolffiella (Grupo 1)
Wolffia_brasiliensis_(6)
= Grupo 1
Wolffiella (Grupo 1)
99
Wolffia . .
subfamilia Lemnoideae
Wolffia_globosa_(6)
E 5 gLemna
9 Landoltia
42
Grupo 2
0 P
Lemna
80
99 Lysichiton_americanus_(2) -
subfamilia Orontioideae
Orontium_aquaticum_(2)
0 y _anceps_(2) ] ili i
Alisma_ L)
Tofieldia_pusilla_(2)
Outgroup
2 Acorus_calamus_(2)
55 b ()

—
0,005

Figura 7. A familia Araceae e suas principais subfamilias (Neighbor-joining — NJ,
Kimura-2P, MEGA 5®). (2) Acesso pertencente ao estudo de Cabrera et al. (2008),
(6) Wong et al. (2010).
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Grupo Orontioideae + Gymnostachyoideae. A subfamilia Orontioideae (géneros
Orontium L. e Lysichiton Schott) juntamente com a subfamilia Gymnostachyoideae
(Gymnostachys R. Brown) formaram um unico grupo dentro da familia Araceae
(Figura 7). Essa estreita relacdo entre Gymnostachys, unico membro da subfamilia
Gymnostachydoideae, e a subfamilia Orontioideae, j& tinha sido proposta por French
et al. (1995) utilizando RFLP, Mayo et al. (1997) utilizando dados morfolégicos, Tam
et al. (2004) ao analisarem o trnL-F e por Cabrera et al. (2008) ao construirem a
primeira grande filogenia molecular de Araceae, utilizando varios marcadores (rbcL,
matK-trnK e o trnL-F). Assim, os resultados aqui apresentados concordam com 0s
encontrados na literatura. E ainda conveniente lembrar que, exceto pela incluséo de
Lemnaceae (agora tribo Lemnoideae) em Araceae, a topologia aqui apresentada
corrobora a segregacédo das “Proto-Araceae”, que incluem Gymnostachyoideae e
Orontioideae, das Araceae “verdadeiras”, conforme proposto por Mayo et al. (1997)
e Cusimano et al. (2010). Tanto em French et al. (1995), quanto em Cabrera et al.
(2008) o clado formado por Gymnostachyoideae e Orontioideae permaneceu
também como grupo-irméo das demais Araceae. Mayo et al. (1997) ressalta que
Gymnostachys difere de Orontium e Lysichiton por apresentar folhas lineares, sem
divisdo entre lamina e peciolo e sinflorescéncias ramificadas, enquanto estes dois
géneros apresentam folhas n&o-lineares, com peciolo e limbo expandido e
inflorescéncias individualizadas, monopodiais. Ja, entre Orontium e Lysichiton
parecem nao existir caracteristicas morfolégicas diagndsticas, sendo sua
circunscricdo sustentada apenas por analises moleculares (Cabrera et al. 2008;

Cusimano et al. 2011).

Subfamilia Lemnoideae. A subfamilia Lemnoideae (Figura 7) forma um grupo
coeso (bootstrap = 99) dentro de Araceae. O género Spirodela Schleid é o primeiro a
divergir, seguido por Lemna Hegelm. e Landoltia Les & D.J. Crawford que
permanecem agrupados (Grupo 2; bootstrap = 99) e séo distintos de Wolffiella
Hegelm. e Wolffia Horkel ex Schleid que juntos, formam outro agrupamento (Grupo
1; bootstrap = 99). Nesse ultimo agrupamento, Wolffia forma um grupo core distinto
de Wolfiella, que se apresenta disjunto pela inclusdo de Wolffia brasiliensis Wedd. O
acesso W. globosa (Roxb.) Hartog & Plas (strain 9196) permaneceu separado nao
s6 de Wolffia core, mas de todo o grupo Wolffiella + W. brasiliensis. Estudos

moleculares, como o de French et al. (1995) e o de Cabrera et al. (2008), tém
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mostrado ser verdadeira a inclusdo de familia Lemnaceae dentro de Araceae. Mayo
et al. (1997) e Cabrera et al. (2008) ressaltam também que as aparentemente
distintas Lemnaceae sado na verdade um caso extremo de adaptacdo ao habito
aguatico flutuante dentro de Araceae. Assim, as ervilhas ou lentilhas d’agua, como
sao popularmente conhecidas, além da infima dimensédo (comumente entre 3 e 5mm
de comprimento) tiveram seus espadices reduzidos a flores solitarias aclamideas
gque em nada lembram as espadices e espatas tdo comuns nas demais Araceae.
Quanto a topologia, a arvore obtida concorda, em grande parte, com a apresentada
em Cabrera et al. (2008), pois Spirodela também apareceu como grupo-irmédo das
demais Lemnoideae e Wolffia e Wolffiella mantiveram estreita relacdo entre si.
Porém, diverge por apresentar um agrupamento entre os géneros Lemna e Landoltia
e a segregacdo de Lemna em dois grupos, relacdo ausente no estudo filogenético
de Cabrera et al. (2008). Wang et al. (2010), que desenvolveram um sistema de
identificacdo molecular para Lemnaceae baseado na adocdo, como DNA barcode,
do espacador intergénico atpF-atpH, por sua vez, encontraram resultados similares
aos aqui apresentados, sobretudo considerando o agrupamento de W. brasiliensis
no agrupamento formado por Wolffiella. Embora Wang et al. (2010) ndo comentem o
ocorrido em seu estudo, provavelmente, W. brasiliensis deva ser, na verdade, uma
espécie de Wolffiella. Com a transferéncia dessa espécie para Wolffiella, este

género se tornaria monofilético.

Grupo Pothoideae + Monsteroideae. O préximo grupo a divergir € formado pelas
subfamilias Pothoideae e Monsteroideae (Figura 7), ambas monofiléticas e bem
suportadas (bootstrap = 85 e bootstrap = 99, respectivamente). Nesse agrupamento,
a subfamilia Pothoideae € formada pela tribo Potheae Engler (géneros Pothos L.,
Pothoidium Schott e Pedicellarum M. Hotta) e pela tribo monogenérica Anthurieae
Engler (Anthurium Schott), claramente distinta de Potheae (bootstrap = 85). Mayo et
al. (1997) diferenciaram Anthurium dos géneros que formam Potheae,
principalmente, pelo seu crescimento simpodial, enquanto Pothos, Pothoidium e
Pedicellarum tém crescimento monopodial e inflorescéncias axilares. Além disso,
Anthurium é um género Neotropical, enquanto Pothos, Pothoidium e Pedicellarum
sdo distribuidos pela Asia e Australia. Temponi (2006) com base em caracteristicas
morfoldgicas, anatbmicas, caracteres polinicos e moleculares também encontrou

resultados que fazem de Anthurium um grupo claramente distinto de Potheae. Na
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subfamilia Monsteroideae, a espécie Raphidophora crassifolia Aldwer. apareceu
como grupo-irmdo de todas as outras Monteroideae. A tribo Monstereae (sensu
Mayo et al. 1997) apresentou-se disjunta, pois 0s géneros Epipremnum Schott,
Amydrium Schott, Scindapsus Schott e Monstera Adanson formaram um
agrupamento distinto do composto pelos géneros Alloschemone Schott, Rhodospata
Poeppig, Stenospermation Schott e Heteropsis Kunth. (género pertencente a tribo
Heteropsideae Engler). As tribos Spathiphylleae Engler (representada pelo género
Holochlamys Engler) e Anadendreae Bogner & French (género Anadendrum Schott)
guardaram estreita relacdo com esse ultimo grupo formado pelas tribos Monstereae
+ Heteropsideae. Neste trecho da arvore, a topologia encontrada é muito similar a de
Cabrera et al. (2008), exceto pela presenca de R. crassifolia como grupo-irmao das
demais Monteroideae, relacdo, por sua vez, presente em Cusimano et al. (2011).
Por fim, estreita relacdo encontrada entre alguns géneros de Monstereae e
Heteropsideae pode ser explicada pelo compartilhamento do nimero cromossdémico
(n=14) e pela distribuicdo neotropical, como destacado por Mayo et al. (1997),
Cabrera et al. (2008) e Cusimano et al. (2011). Esses autores propdem ainda que
Heteropsideae seja expandida para incluir Stenospermation, Alloschemone e
Rhodospatha o que faria de Monstereae um grupo monofilético formado apenas
pelos géneros Epipremnum, Amydrium, Scindapsus e Monstera. O arranjo
encontrado no presente estudo corrobora esta proposta.

Subfamilia Lasioideae. A subfamilia Lasioideae (géneros Urospatha Schott,
Dracontioides Engler, Anaphyllopsis A. Hay, Dracontium L., Pycnospatha
Gagnepain, Lasimorpha Schott, Lasia Loureiro, Podolasia N.E. Brown e
Cyrtosperma Griffith), forma um agrupamento fortemente suportado (bootstrap = 91)
e distinto das subfamilias Calloideae, Stylochaetoneae e Aroideae (Figura 7). Em,
Lasioideae, Urospatha e Dracontioides formam um grupo-irmdo dos demais
géneros. Anaphyllopsis e Dracontium permacem segregados do agrupamento
formado por Pycnospatha, Lasia, Lasimorpha, Podolasia e Cyrtosperma. Segundo
Mayo et al. (1997), sdo caracteristicas que permitem o reconhecimento de
Lasioideae: as folhas pinadas de nervuras bem desenvolvidas, a deiscéncia obliqua
das anteras e o numero cromossémico n=13. Porém, Cusimano et al. (2011)
destacam apenas o florescimento basipeto das espéadices. Os agrupamentos aqui
encontrados diferem dos de Cabrera et al. (2008), nos quais Urospatha aparece
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como grupo-irmao dos demais géneros de Lasioideae e Dracontium, Dracontioides e
Anaphyllopsis formam um grupo distinto dos demais géneros. Porém, como Cabrera
et al. (2008), apontaram também para a estreita relagdo entre o0s géneros
Pycnospatha, Lasia, Lasimorpha, Podolasia e Cyrtosperma. Esses géneros estéao
distribuidos no sudeste asiatico, Indonésia e seus arquipélagos relacionados, além
da Africa, enquanto Dracontioides, Urospatha, Dracontium e Anaphyllopsis s&o

géneros neotropicais (Mayo et al. 1997; Cusimano et al. 2011).

Subfamilia Calloideae. A subfamilia monogenérica Calloideae (género Calla L.),
embora também fracamente suportada (bootstrap = 22), apresenta-se, ao lado da
tribo Stylochaetoneae, fora de Aroideae (Figura 7), conforme Cabrera et al. (2008).
Este arranjo difere do proposto por Mayo et al. (1997), porém concorda com o de
Cusimano et al. (2011), exceto pelo posicionamento de Calla que, nesse ultimo
estudo, estaria incluida em Aroideae. Segundo Mayo et al. (1997) e Cusimano et al.
(2011), a auséncia de perigbnio, ao lado de outras caracteristicas permitiriam a
distincao de Calla e sua manutengcdo como um grupo a parte.

Subfamilia Aroideae. Para facilitar a exposicado e apresentacdo dos resultados, a
maior subfamilia de Araceae, que neste estudo incluiu 23 tribos e 78 géneros, foi
subdividida em dois grandes grupos: (a) um primeiro (Grupo II), mais basal, formado
pelas tribos Schismatoglottideae Nakai, Zamioculcadeae Engler, Montrichardieae
Engler, Callopsideae Engler, Anubiadeae Engler, Homalomeneae M. Hotta,
Philodendreae = Schott, Zantedeschieae  Engler, Aglaonemateae Engler,
Nephthytideae Engler, Culcasieae Engler, Spathicarpeae Schott, Caladieae Schott,
Zomicarpeae Schott e Thomsonieae Blume; e (b) um segundo (Grupo 1), formado
por Arisareae Dumortier, Ambrosineae Schott, Peltandreae Engler, Arophyteae
Bogner, Pistieae Blume, Colocasieae Engler, Arisaemateae Nakai e Areae (Figura
8).
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77| e 4 ) :|!riboPeItandreae
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tribo Arisareae
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4
4

tribo Spathicarpeae

tribo Caladieae-Zomicarpeae

tribo Schismatoglottideae
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tribo Culcasieae
Cercestis mirabilis
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F Aglaodorum_griffithii_(2)

7 _crispum_G _766_(UB)_(4) bo Agl Nephthytid
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7 Nephthytis_afzelii_(2) < phthys Grupo Il

75 Anchomanes_difformis_(2) tribo Nephthytideae

88 | Pseudohydrosme_gabunensis_(2)

1 (2) Jtribo

4|:Philodendron_ i _(2) Jtribo Phil
95 Homalomena_magna_(2) ]tribo Homalomeneae

Schismatoglottis_motleyana_Boyce_et_al_Ar1970_(SAR)_(7)

Phymatarum_borneense_(2) tribo Schismatoglottideae
0 47l schismatoglottis_trifasciata_(2)
Anubias_barteri_(2) Jtribo Anubiadeae

Callopsis_wlkensii_(2) Jtribo Callopsideae

Montrichardia_arborescens_(2) Jtribo Montrichardieae
28 Gonatopus_angustus_(2)
tribo Zamioculcadeae
99 Zamioculcas_zamiifolia_(2)

5 < tribo

tribo Thomsonieae

| |
0.005

Figura 8. Subfamilia Aroideae (Neighbor-joining — NJ, Kimura-2P, MEGA 5®). (2)
Acesso pertencente ao estudo de Cabrera et al. (2008), (3) Cusimano et al. (2010),
(7) Wong et al. (2010).

76



Aroideae. Grupo Il. A tribo Thomsonieae (bootstrap = 89) € a primeira a divergir
apresentando-se como grupo-irmao das demais tribos. Em Thomsonieae (Figura 9),
as espécies de Amorphophallus Decaisne permanecam agrupadas em quatro
grupos (1, 2, 3 e 4) que correspondem, quase que exatamente, aos clados
encontrados por Grob et al. (2002). No Grupo 1 (correspondente ao Clado | do
estudo de Grob et al. 2002) permaneceram reunidas todas as espécies africanas. No
Grupo 2, parte das espécies asiaticas (= Clado 2). Em 3, todas as cinco espécies
que, segundo Grob et al. (2002), compartilham a inser¢éo de 12pb na posi¢cao 1507-
1518 (= Clado 4). E, no Grupo 4 as espécies asiaticas restantes (= Clado 3). A
espécie A. longituberosus (Engl.) Engl. & Gehrm., que em Grob et al. (2002) aparece
no Clado 5, junto com Pseudodracontium N.E. Br., aqui permaneceu no Grupo 1. A
Figura 9 traz ainda Pseudodracontium lacourii (Lindl. & André) N.E. Br. agrupada
com espécies pertencentes a Amorphophallus, fato que corrobora a recomendacao
de Grob et al. (2002) para a inclusdo e sinonimizacdo de Pseudodracontium em
Amorphophallus. Segundo Grob et al. (2002) e Cusimano et al. (2011), esses
agrupamentos sao sustentados por carateristicas morfoldgicas presentes na espata,
nas folhas, raizes e nos frutos, embora este ultimo autor ressalte que apenas as
caracteristicas foliares constituiriam sinapomorfias em Thomsonieae.

A tribo Schismatoglottideae aparece disjunta, sendo formada por dois
agrupamentos menores e um grupo core (Figura 10), proximo da Caladieae-
Zomicarpeae (sensu Batista 2008). Schismatoglottideae+ permanece relacionado as
tribos Zamioculcadeae (fortemente suportada; bootstrap = 99), Montrichardieae,
Callopsideae e Anubiadeae que juntas ocupam uma posi¢cdo basal no Grupo Il. A
seguir, as espécies Schismatoglottis motleyana (Schott) Engl., S. trifasciata Engl. e
Phymatarum borneense M. Hotta aparecem como grupo-irmao do agrupamento
formado pelas tribos Homalomeneae, Philodendreae, Zantedeschieae,
Aglaonemateae, Nephthytideae, Culcasieae, Spathicarpeae (Figura 8). Nesse
agrupamento, as tribos Homalomeneae, Philodendreae e Zantedeschieae ocupam
uma posicao basal. A tribo Nephthytideae, embora coesa (bootstrap = 75), aparece
estreitamente relacionada com a tribo Aglaonemateae. Um arranjo similar para
Homalomeneae, Philodendreae, Zantedeschieae, Aglaonemateae, Nephthytideae e
Culcasieae também foi encontrado por Cabrera et al. (2008) e por Cusimano et al.
(2011).
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Figura 9. Tribo Thomsonieae Blume (Neighbor-joining — NJ, Kimura-2P, MEGA 5®).
(2) Acesso pertencente ao estudo de Cabrera et al. (2008), (5) Grob et al. (2002).

78



g5 | Schismatoglottis_erecta_Boyce_et_al_Ar1610_(SAR)_(7)
2 Schismatoglottis_erecta_Boyce_et_al_Ar551_(SAR)_(7)

I Schismatoglottis_asperata_Boyce__Kisai_Ar71.3_(SAR)_(7)
Zomicarpa_steigeriana_(1)
Schismatoglottis_longifolia_Boyce_et_al_Ar2286_(SAR)_(7)
401_{ Schismatoglottis_mayoana_Shan__Hin_Ar2054_(SAR)_(7)
64 | Schismatoglottis_mayoana_Boyce_et_al_Ar2122_(SAR)_(7)
Schismatoglottis_jepomii_Kisai_Ar222_(SAR)_(7)
42‘_{ Schismatoglottis_monoplacenta_Boyce_et_al_Ar1966_(SAR)_(7)

651 Schismatoglottis_monoplacenta_Boyce_et_al_Ar1994_(SAR)_(7)

Schismatoglottis_ciliata_Boyce_et_al_Ar1679_(SAR)_(7)

3L Schismatoglottis_multiflora_Kisai__Tisai_Ar419_(SAR)_(7)
_|7 Schismatoglottis_multiflora_Shan__Hin_Ar2069_(SAR)_(7)
21 Schismatoglottis_muiltifiora_Boyce__Kisai_Ar10b_(SAR)_(7) tribo Schismatoglottideae

Schismatoglottis_multifiora_Boyce__Wong_Ar2037_(SAR)_(7)

Schismatoglottis_multifiora_Boyce__Kisai_Ar10_(SAR)_(7)

0 Schismatoglottis_multifiora_Boyce__Kisai_Ar1203_(SAR)_(7)

Schismatoglottis_erecta_Boyce_et_al_Ar1430_(SAR)_(7)

86 | Schismatoglottis_erecta_Boyce_et_al_Ar2046_(SAR)_(7)
Piptospatha_wridistigma_Boyce__Kisai_Ar250_(SAR)_(7)

Schismatoglottis_confinis_Paru_Ar1695_(SAR)_(7)

2! Schismatoglottis_multinenia_Boyce_et_al_Ar1932_(SAR)_(7)

[ L Schismatoglottis_pyrrhias_Leong-Skomickova_et_al_Ar2026_(SAR)/JLS-142_(SING)_(7)

Schismatoglottis_sp._SYW-2010b_Boyce__Kisai_Ar279_(SAR)_(7)
EB Schismatoglottis_comeri_Boyce_et_al_Ar2326_(SAR)_(7)
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Figura 10. Grupo core de Schismatoglottideae Nakai (Neighbor-joining — NJ,
Kimura-2P, MEGA 5®). (2) Acesso pertencente ao estudo de Cabrera et al. (2008);
(7) Wong et al. (2010).

O grupo core de Schismatoglottideae (Figura 10), inclui as tribos
Cryptocoryneae Blume e Philonotieae S.Y. Wong & P.C. Boyce, arranjo bastante
diferente do encontrado por Wong et al. (2010), que em sua reconstrucao
filogenética da tribo Schismatoglottideae, reconheceram ser Schismatoglottideae

monofilética e distinta tanto de Cryptocoryneae, quanto de Philonotieae, embora
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guardassem entre si estreita relacdo. French et al. (1995), Mayo et al. (1997) e
Cabrera et al. (2008) também reconheceram ser Schismatoglottideae e
Cryptocoryneae estreitamente relacionadas, porém, como Wong et al. (2010),
distintas entre si. Tanto Schismatoglottideae, quanto Cryptocoryneae apresentam
adaptacdes ao reofitismo, ou seja, apresentam mecanismos de desarticulacdo
vinculados a dispersao das infrutescem meio liquido (Mayo et al. 1997, Wong et al.
2010; Cusimano et al. 2011).

A tribo Spathicarpeae apresenta-se, claramente, distinta das demais, arranjo
similar ao encontrado por Goncalves et al. (2007), Cabrera et al. (2008) e por
Cusimano et al. (2011). Alias, dentro de Spathicarpeae (Figura 11), podemos notar
que os géneros Gearum N.E. Brown e Dieffenbachia Schott ocupam uma posi¢éo
basal dentro da tribo. Incarum E.G. Gong., Spathantheum Schott e Gorgonidium
Schott compdem o préximo grupo a divergir, distinto do agrupamento formado pelos
géneros Bognera Mayo & Nicolson, Mangonia Schott, Spathicarpa Hook., Croatiella
E.G. Gong., Synandrospadix Engler, Taccarum Schott e Asterostigma F.E.L. Fischer
& C.A. Meyer. Nesse agrupamento, Bognera e Mangonia permanecem agrupados
entre si, enquanto Synandrospadix, Taccarum e Asterostigma aparecem como
grupo-irmao de Spathicarpa e Croatiella. Embora a tribo Spathicarpeae seja
realmente distinta das demais e forme um grupo coeso, pela adicdo de
Dieffenbachia e Bognera, como proposto por French et al. (1995) e Gongalves et al.
(2007), o arranjo de seus géneros difere, em parte, do encontrado por Goncalves et
al. (2007) em seu estudo filogenético. Segundo este ultimo autor, Bognera e ndo
Gearum estaria ao lado de Dieffenbachia como género basal em Spathicarpeae.
Além disso, Gearum figuraria como grupo-irmdo de um grande grupo parafilético
formado por Mangonia e mais dois grupos monofiléticos, um primeiro composto por
Spathantheum, Incarum e Gorgonidium, e um segundo, constituido por Croatiella,
Synandrospadix, Asterostigma, Taccarum e Spathicarpa. Aqui é importante ressaltar
que, a presente analise, corrobora a manutencdo de Incarum e Croatiella como
géneros monoespecificos, distintos de Asterostigma, conforme proposto por
Goncalves et al. (2007). No restante, o arranjo entre 0os géneros encontrado aqui é
congruente ao obtido, tanto por Gongalves et al. (2007), quanto por Cabrera et al.
(2008). Segundo Mayo et al. (1997) e Cusimano et al. (2011), embora n&o-

diagnésticas, seriam caracteristicas compartilhadas pelas espécies de

80



Spathicarpeae, a presenca de estaminodios e estames conados. Gongalves et al.

(2007) destacam apenas 0 humero cromossomico (n=17).

4901 Gearum brasiliense
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6| 88 L Spathicarpa_hastifolia_Goncalves_605_(UB)_(4) |
Croatiella_ir ifolia_Croat_86435_(MO)_(4)
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Figura 11. Tribo Spathicarpeae (Neighbor-joining — NJ, Kimura-2P, MEGA 5®). (2)
Acesso pertencente ao estudo de Cabrera et al. (2008), (4) Goncalves et al. (2007).

As tribos Caladieae e Zomicarpeae formam um unico grupo (Figura 12),
conforme proposto por Batista (2008). Resultados similares foram encontrados
também por Cabrera et al. (2008) que, com base em suas analises, propuseram a
expansdo de Caladieae para acomodar Zomicarpeae, conforme ja havia defendido
Keating, em 2002. Estes resultados contrastam com os de Mayo et al. (1997) que
reconhecia essas tribos como distintas, mesmo defendendo a existéncia de estreita
relacdo entre elas. Cusimano et al. (2011) ja circunscreve Caladieae, incluindo
Zomicarpeae. Em Caladieae-Zomicarpeae, podem ser reconhecidos quatro
agrupamentos distintos (Grupos 1, 2, 3 e 4). No Grupo 1, Zomicarpella N.E. Brown
apresenta-se como grupo-irmao dos géneros Caladium Ventenat e Scaphispatha
Schott, que permanecem agrupados entre si, concordando com os resultados de
Batista (2008). O Grupo 2 é formado por Hapaline benthamiana (Schott) Schott,
Caladium lindenii (André) Madison, Jasarum steyermarkii G.S. Bunting e pelas
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espécies de Syngonium Schott. Tanto em Batista (2008), quanto em Cabrera et al.
(2008), C. lindenii permanece agrupado com Syngonium. No Grupo 3, temos Filarum
Nicolson e Ulearum Engler formando um grupo fortemente suportado (bootstrap =
98), conforme Batista (2008) e Cabrera et al. (2008). O Grupo 4 apresenta trés
grupos distintos, sendo o primeiro formado por algumas espécies de Chlorospatha
Engler e Xanthosoma Schott, enquanto os dois restantes permanecem compostos

apenas por espécies de Xanthosoma.

B3 B

48 Scaphispatha
5’-|—— Caladium_humboldtii_(1)
9 Caladium_schomburgkii_(1)

1 Caladium_bicolor_(1)
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27 Grupo 1
Caladium_sp._nova_(1)

44

Caladium_bicolor_(3)

— Scaphispatha

1 81
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Zomicarpella_amazonica_(1)
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5 Syngonium
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L Caladium_lindenii
72
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= Hapaline_benthamiana

e Filarum
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[
98 |——— Ulearum
81 85
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————  Xanthosoma_poecile_(1)
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12] Xanthosoma_pulchrum_(1)
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| —
0.002

Figura 12. Tribos Caladieae-Zomicarpeae (Neighbor-joining — NJ, Kimura-2P, MEGA
5®). (1) Acesso pertencente ao estudo de Batista (2008); (2) Cabrera et al. (2008); e
(3) Cusimano et al. (2010).

Essa estreita relagdo entre Chlorospatha e Xanthosoma também esté
presente em Cabrera et al. (2008) e Batista (2008). Alias, essa Ultima autora, através
de estudos moleculares, reconheceu a existéncia de cinco linhagens evolutivas
dentro de Xanthosoma: uma primeira linhagem formada pelas espécies
caulescentes de Xanthosoma e Chlorospatha; uma segunda linhagem que agrupava

a maior parte das espécies cultivadas de Xanthosoma; uma terceira linhagem que
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correspondia a Seccao Acontias, descrita por Engler (Engler & Krause 1920); uma
quarta, fortemente suportada, composta por X. pulchrum e a X. poecile (Schott) E.G.
Gong. (comb. inéd.); e, finalmente, uma quinta linhagem, formada apenas por X.
mexicanum Liebm. Embora, os agrupamentos encontrados nao apontem X.
pulchrum, X. poecile e X. mexicanum como grupos distintos, foi possivel o
reconhecimento, além do grupo formado pelas espécies caulescentes de
Chlorospatha e Xanthosoma, de grupos de circunscricdo similar a segunda e a
terceira linhagem propostas por Batista (2008). Tanto Mayo et al. (1997), Batista
(2008), Cabrera et al. (2008) e Cusimano et al. (2011) apontam a existéncia de

latififeros anostomosados como caracteristica distintiva de Caladieae-Zomicarpeae.

Aroideae. Grupo |. As tribos Arisareae (fortemente supostada; bootstrap = 99),
Ambrosineae e Peltandreae sdo as primeiras a divergir (bootstrap = 80 e 77,
respectivamente), formando um grupo basal e distinto do agrupamento composto
pelas tribos Arophyteae, Pistieae, Colocasieae, Arisaemateae e Areae (Figura 8).
Estes resultados sé&o bastante similares aos encontrados por Cabrera et al. (2008) e
Cusimano et al. (2011), exceto pela disjuncdo de Arophyteae. Porém, mesmo
disjunta, Arophyteae aparece como grupo-irmdo do agrupamento formado por
Pistieae, Colocasieae, Arisaemateae e Areae. Nesse agrupamente, Pistieae
(bootstrap = 99) e o género Ariopsis Nimmo sédo basais e Colocasieae aparece
disjunta em dois grupos: um formado pelos géneros Colocasia Schott, Steudnera K.
Koch e Remusatia Schott (bootstrap = 90), que também inclui Protarum Engler, e
outro composto pelos géneros Arisaema Mart. (tribo Arisaemateae) e Alocasia G.
Don, mais Colocasia gigantea (Blume) Hook.f. que permanece disjunta das demais
espécies de Colocasia (bootstrap = 98). Exceto pelo posicionamento de Protarum e
pela inclusédo de Pinellia Tenore (tribo Arisaemateae) dentro de Areae, todo o arranjo
esta de acordo com as filogenias propostas por Cabrera et al. (2008) e Cusimano et
al. (2011).

Na tribo Areae (Figura 13), o género Typhonium Schott aparece disjunto em
dois grupos distintos (Grupos 1 e 2). O Grupo 2, mais basal dentro da tribo,
corresponde ao clado formado pelas espécies autralianas, conforme apontaram 0s
resultados encontrado por Cusimano et al. (2010), ao reconstruirem a filogenia de
Areae. Ressalta-se que esses mesmos autores propfem que as espécies que

compdem este clado australiano passem a integrar o género Lazarum Hay, proposto
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anos antes (Hay 1992). Assim, o Grupo 1 seria composto por Typhonium stricto
sensu, ainda de acordo com Cusimano et al. (2010). Esta divisdo de Typhonium né&o
esta presente na filogenia recuperada por Cabrera et al. (2008). Ainda, considerando
Areae, embora seja possivel o reconhecimento de Sauromatum Schott como género
distinto, ao contrario de Cusimano et al. (2010), este género aparece agrupado com
Eminium (Blume) Schott, Biarum Schott, Dracunculus P. Miller, Helicodiceros K.
Koch e Arum L. Contudo, em Cusimano et al. (2011) esses cinco géneros aparecem,
junto com Sauromatum, formando um grupo monofilético. Considerando o género
Arum, a topologia obtida difere da apresentada por Espindola et al. (2010) e por Linz
et al. (2010), principalmente pela disjuncdo de Arum rupicola Boiss., A. balansanum
R.R. Mill. e A. concinnatum Schott que aqui ocupam uma posi¢édo basal dentro do
género, ao lado de A. pictum L.f. Segundo Mayo et al. (1997), Linz et al. (2010) e
Cusimano et al. (2011), caracteristicas morfolédgicas, tais como a forma e o arranjo
dos estamonddios e a arquitetura foliar, além de aspectos ecoldgicos e geograficos

seriam suficientes para a identificacdo de Areae.

Sauromatum

Dracunculus_wlgaris_(2)

44 Dracunculus_wlgaris_(3)

a7 | Helicodiceros_muscivorus_(2)
=) Helicodiceros_muscivorus_(3)

——— Arum_pictum_(3)
Helicodiceros + Arum+

H

il .
Arum_rupicola_(3)

T Arum_balansanum_(3)

Arum_concinnatum_(3)

L el Biarum
43

Eminium

95 < Typhonium (Grupo 1)

| Pinellia_temata_(3)
gl Pinellia_pedatisecta_(2)

?4 Typhonium = Sauromatum (Grupo 2)

—
0.002

10 47

:|tribo Arisaemateae

Figura 13. Tribo Areae (Neighbor-joining — NJ, Kimura-2P, MEGA 5®). (1) Acesso
pertencente ao estudo de Batista (2008); (2) Cabrera et al. (2008); e (3) Cusimano et
al. (2010).
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O elevado numero de congruéncias apontam, de fato, para a existéncia de
forte sinal filogenético na sequéncia barcode de matK. Como visto, no fragmento-
alvo analisado existe informacéo suficiente para refletir, partindo de uma arvore de
distancia, as inferéncias filogenéticas alcancadas com o uso do matK inteiro
(aproximadamente, 1500pb) e até de analises multiloci, construidas a partir de
arcaboucos mais elaborados, utilizando testes de alta estringéncia. Essa
caracteristica ndo tem apenas implicacdes diretas na capacidade de identificacao
molecular, mas também sérias implicacbes evolutivas. Nesse contexto, 0s
resultados alcancados colocam a sequéncia barcode de matK também como uma
possivel ferramenta exploratoria de inferéncia evolutiva capaz de refletir as relages
entre 0s grupos de Araceae, sem a necessidade de lancar mao, em um primeiro
momento, de um estudo filogenético propriamente dito. Essa particularidade é

melhor avaliada e discutida no Capitulo 3.

4. Conclusédo

Pela primeira vez dentro de Araceae, 0 uso de um marcador como sequéncia
barcode foi avaliado em grande escala. O fragmento-alvo de matK, de
aproximadamente 725pb de comprimento, mostrou-se suficientemente variavel para
tal tarefa, sendo capaz de recuperar identificagcbes corretas e, em maioria,
inequivocas para a maioria dos géneros e das espécies analisadas, tanto pelo
meétodo de distancia genética, quanto pela busca BLAST®. A existéncia de forte
sinal filogenético mostrou-se uma importante caracteristica, com reais implicacdes
evolutivas. Assim, no futuro, o uso destas sequéncias barcodes pode representar
uma alternativa simples e de baixo custo para a identificagdo molecular das espécies
de Araceae, fornecendo subsidio e embasamento ndo sO para consideracoes
filogenéticas, mas também para a conservacdo e o0 uso sustentavel das espécies

consideradas.
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5. Recomendacdes

Mesmo considerando que resultados importantes tenham sido alcangados e
um grande numero de espécies tenha sido avaliado, recomenda-se aumentar a
densidade amostral, ndo s6 para uma maior compreensao da variacdo existente
dentro de Araceae, mas também para o estabelecimento de um banco de
sequéncias robusto, coeso e densamente representativo que, futuramente, podera
ser utilizado na identificacdo e circunscrigcdo de taxons desconhecidos. Além disso, a
reduzida ocorréncia de polimorfismos nas regides flanqueadoras aponta para a
utilidade e funcionalidade dos primers propostos por Dunning & Savolainen (2010)
para o matK. Contudo, testes ainda sdo necessarios para que sua adequagao possa

ser avaliada.
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Anexo |. Sequéncias de matK utilizadas no presente estudo. Os acessos estdo em
ordem alfabética e foram separados de acordo com os estudos onde foram
publicados. Aléem dos numeros de acesso do GenBank®, quando presentes, foram

também incluidas informac¢des sobre o voucher.

Grob et al. (2002). Amorphophallus abyssinicus (A. Rich.) N.E. Br. (AF387379.1); A.
angolensis (Welw. ex Schott) N.E. Br. (AF387404.1); A. ankarana Hett., Ittenb. &
Bogner (AF387380.1); A. baumannii (Engl.) N.E. Br. (AF387382.1); A. beccarii Engl.
(AF387383.1); A. brevispathus Gagnep. (AF387384.1); A. canaliculatus Ittenb., Hett.
& Lobin (AF387385.1); A. cirrifer Stapf (AF387386.1); A. coaetaneus S.Y. Liu & S.J.
Wei (AF387381.1); A. commutatus (Schott) Engl. (AF387392.1); A. corrugatus N.E.
Br. (AF387387.1); A. decus-silvae Backer & Alderw. (AF387388.1); A. dracontioides
(Engl.) N.E. Br. (AF387389.1); A. eburneus Bogner (AF387390.1); A. eichleri (Engl.)
Hook. f. (AF387391.1); A. galbra F.M. Bailey (AF387393.1); A. henryi N.E. Br.
(AF387394.1); A. hirsutus Teijsm. & Binn. (AF387395.1); A. hirtus N.E. Br.
(AF387396.1); A. hottae Bogner & Hett. (AF387397.1); A. konjac K. Koch
(AF387398.1); A. krausei Engl. (AF387399.1); A. lambii S.J. Mayo & Widjaja
(AF387400.1); A. lewallei Malaisse & Bamps (AF387401.1); A. longituberosus (Engl.)
Engl. & Gehrm. (AF387402.1); A. margaritifer (Roxb.) Kunth (AF387403.1); A.
maxwellii Hett. (AF387405.1); A. muelleri Blume (AF387406.1); A. napalensis (Wall.)
Bogner & S.J. Mayo (AF387408.1); A. napiger Gagnep. (AF387407.1); A.
ochroleucus Hett. & V.D. Nguyen (AF387409.1); A. paeoniifolius (Dennst.) Nicolson
(AF387410.1); A. palawanensis Bogner & Hett. (AF387411.1); A. pingbianensis H. Li
& C.L. Long (AF387412.1); A. pusillus Hett. & Serebryanyi (AF387413.1); A.
pygmaeus Hett. (AF387414.1); A. rhizomatosus Hett. (AF387415.1); A. sagittarius
Steenis (AF387416.1); A. smithsonianus Sivad. (AF387417.1); A. sumawongii
(Bogner) Bogner & S.J. Mayo (AF387418.1); A. symonianus Hett. & M. Sizemore
(AF387419.1); A. taurostigma Ittenb., Hett. & Bogner (AF387420.1); A. titanum Becc.
(AF387421.1); A. variabilis Blume (AF387422.1); A. yunnanensis Engl.
(AF387423.1); A. zenkeri (Engl.) N.E. Br. (AF387424.1); Anchomanes difformis
(Blume) Engl. (AF387427.1); Arisaema tortuosum (Wall.) Schott (AF387428.1);
Filarum manserichense Nicolson (AF387429.1); Gonatopus angustus N.E. Br.
(AF387430.1); Hapaline sp. HAR 056 (AF387431.1); Pseudodracontium harmandii
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var. schmidtii Engl. (AF387425.1); P. lanceolatum Serebryanyi (AF387426.1);
Typhonium venosum (Aiton) Hett. & P.C. Boyce (AF387432.1).

Goncalves et al. (2007). Aglaonema crispum voucher Goncalves 766 (UB)
(EF173528.1); Amorphophallus bulbifer (Roxb.) Blume (EU542582.1); Asterostigma
cryptostylum voucher Goncalves 640 (UB) (EF173530.1); A. cubense voucher
Goncalves 446 (UB) (EF173531.1); A. lividum voucher Goncalves 695 (UB)
(EF173532.1); A. lombardii voucher Lombardi 658 (BHCB) (EF173533.1); A.
reticulatum voucher Goncalves 459 (UB) (EF173534.1); A. riedelianum voucher
Goncalves 418 (UB) (EF173535.1); A. tweedianum voucher Goncalves 316 (UB)
(EF173536.1); Bognera recondita voucher Goncalves 849 (UB) (EF173537.1);
Caladium bicolor (EU542583.1); Cercestis mirabilis voucher Goncalves 616 (UB)
(EF173529.1); Chlorospatha atropurpurea (Madison) Madison (EU542584.1);
Croatiella integrifolia voucher Croat 86435 (MO) (EF173538.1); Dieffenbachia
aglaonematifolia voucher Goncalves 25 (UB) (EF173539.1); D. humilis voucher
Goncalves 930 (UB) (EF173540.1); D. oerstedii voucher Goncalves 1017 (UB)
(EF173541.1); D. parlatorei voucher Goncalves 1026 (UB) (EF173542.1);
Dieffenbachia sp. Goncalves 164 (EF173543.1); Filarum manserichense Nicolson
(EU542585.1); Gearum brasiliense voucher Goncalves 651 (UB) (EF173544.1);
Gorgonidium intermedium voucher Hetterscheid HAR 130 (L) (EF173545.1); G.
striatum voucher Hetterscheid HAR 245 (L) (EF173546.1); G. vermicidum voucher
Forzza 1965 (SPF) (EF173547.1); Hapaline benthamiana (Schott) Schott
(EU542586.1); Incarum pavonii voucher Hetterscheid HAR 136 (L) (EF173548.1);
Mangonia tweedieana voucher Goncalves 611 (UB) (EF173549.1); Scaphispatha
gracilis Brongn. ex Schott (EU542587.1); Spathantheum orbignyanum voucher
Gerlach s.n. (M) (EF173550.1); Spathicarpa gardneri voucher Goncalves 667 (UB)
(EF173551.1); S. gardneri voucher Goncalves 836 (UB) (EF173552.1); S. hastifolia
voucher Goncalves 457 (UB) (EF173553.1); S. hastifolia voucher Goncalves 605
(UB) (EF173554.1); S. lanceolata voucher Goncalves 612 (UB) (EF173555.1); S.
lanceolata voucher Goncalves 633 (UB) (EF173556.1); S. sagittifolia voucher
Goncalves 634 (UB) (EF173558.1); S. sagittifolia voucher Goncalves 784 (UB)
(EF173557.1); Synandrospadix vermitoxicus voucher Forzza 1951 (SPF)
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(EF173559.1); Syngonium angustatum  Schott (EU542588.1); Taccarum
crassispathum voucher Goncalves 104 (UB) (EF173560.1); T. warmingii voucher
Kautsky 1017 (RB) (EF173561.1); T. weddellianum voucher Goncalves 198 (UB)
(EF173562.1); Typhonium roxburghii Schott (EU542589.1); Ulearum sagittatum Engl.
(EU542590.1); Xanthosoma brasiliense (Desf.) Engl. (EU542591.1); Zomicarpa
steigeriana Maxim. ex Schott (EU542592.1); Zomicarpella amazonica Bogner
EU542593.1.

Cabrera et al. (2008). Aglaodorum griffithii (Schott) Schott (AM920580.1);
Aglaonema modestum Schott ex Engl. (AM920579.1); Alloschemone occidentalis
(Poepp.) Engl. & K.Krause (AM920566.1); Alocasia odora (Roxb.) K.Koch
(AM920624.1); Ambrosina bassii L. (AM920620.1); Amorphophallus hottae Bogner &
Hett. (AM920607.1); Amydrium humile Schott (AM920567.1); Anadendrum sp.
Chase 9985 (K) (AM920547.1); Anaphyllopsis americana (Engl.) A.Hay
(AM920575.1); Anchomanes difformis (Blume) Engl. (AM920583.1); Anthurium
acaule (Jacq.) Shott (AM920557.1); Anubias barteri Schott (AM920578.1); Aridarum
nicolsonii Bogner (AM920606.1); Ariopsis peltata J.Grah. (AM920626.1); Arisaema
franchetianum Engl. (AM920628.1); Arisarum vulgare O.Targ-Tozz (AM920619.1);
Arophyton buchetii Bogner (AM920642.1); Arum hygrophilum Boiss. (AM920631.1);
Asterostigma pavonii Schott (AM920590.1); Biarum tenuifolium (L.) Schott
(AM920632.1); Bognera recondita (Madison) Mayo & Nicolson (AM920587.1);
Bucephalandra motleyana Schott (AM920644.1); Caladium lindenii (André) Madison
(AM920610.1); Calla palustris L. (AM920641.1); Callopsis volkensii Engl.
(AM920595.1); Carlephyton glaucophyllum Bogner (AM920643.1); Cercestis mirabilis
(N.E.Br) Bogner (AM920639.1); Chlorospatha sp. Chase 11912 (AM920613.1);
Colletogyne perrieri Buchet (AM920645.1); Colocasia esculenta (L.) Schott
(AM920622.1); Cryptocoryne lingua Becc. Ex Engl. (AM920601.1); Culcasia liberica
N.E.Br. (AM920638.1); Cyrtosperma macrotum Engl. (AM920572.1); Dieffenbachia
aglaonematifolia  Engl.  (AM920586.1); Dracontioides desciscens Engl.
(AM920576.1); Dracontium polyphyllum L. (AM920569.1); Dracunculus vulgaris
Schott (AM920634.1); Eminium spiculatum (Blume) Kuntze (AM920635.1);
Epipremnum pinnatum (L.) Engl. (AM920568.1); Filarum manserichense Nicolson
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(AM920617.1); Gearum brasiliense N.E.Br (AM920585.1); Gonatopus angustus
N.E.Br. (AM920599.1); Gorgonidium sp. CL-2007 (AM920589.1); Gymnostachys
anceps R.Brown (AM920548.1); Hapaline benthamiana Schott (AM920609.1);
Hedyosmum mexicanum (AM920646.1); Helicodiceros muscivorus (L. f.) Engl.
(AM920633.1); Heteropsis oblongifolia Kunth (AM920560.1); Holochlamys beccarii
(Engl.) Engl. (AM920558.1); Homalomena magna A. Hay (AM920596.1); Jasarum
steyermarkii G.S.Buting (AM920614.1); Lagenandra ovata Thwaites (AM920602.1);
Lasia spinosa (L.) Thwaites (AM920571.1); Lasimorpha senegalensis Shott
(AM920577.1); Lemna minor L. (AM920552.1); Lysichiton americanus Hultén &
H.St.John (AM920549.1); Mangonia tweedieana Schott (AM920588.1); Monstera
adansonii Schott (AM920565.1); Montrichardia arborescens (L.) (AM920640.1);
Nephthytis afzelii Schott (AM920581.1); Orontium aquaticum L. (AM920550.1);
Pedicellarum paiei M.Hotta (AM920555.1); Peltandra virginica (L.) Raf.
(AM920637.1); Philodendron deltoideum Poepp. & Endl. (AM920597.1); Phymatarum
borneense M. Hotta (AM920605.1); Pinellia pedatisecta Schott (AM920629.1);
Piptospatha ridleyi N.E.Br. (AM920603.1); Pistia stratiotes L. (AM920621.1);
Podolasia stipitata N.E.Br. (AM920574.1); Pothoidium lobbianum Schott
(AM920556.1); Pothos scandens D.Don (AM920554.1); Protarum sechellarum Engl.
(AM920627.1); Pseudodracontium lacourii (Linden & Andre) N.E.Br. (AM920608.1);
Pseudohydrosme gabunensis Engl. (AM920582.1); Pycnospatha arietina
(AM920573.1); Remusatia vivipara (Roxb.) Schott (AM920625.1); Rhaphidophora
crassifolia Aldewer (AM920563.1); Rhodospatha oblongata Poepp. & Endl.
(AM920562.1); Scaphispatha gracilis Brongn. ex Schott (AM920615.1);
Schismatoglottis trifasciata Engl. (AM920604.1); Scindapsus hederaceus Schott
(AM920564.1); Spathantheum intermediaum Bogner (AM920591.1); Spathicarpa
hastifolia Hook (AM920594.1); Spathiphyllum wallisii Hort (AM920559.1); Spirodela
polirhiza (L.) Schleid. (AM920553.1); Stenospermation ulei K.Krause (AM920561.1);
Steudnera colocasiifolia K.Koch (AM920623.1); Stylochaeton bogneri Mayo
(AM920598.1); Symplocarpus foetidus (L.) Nuttall (AM920551.1); Synandrospadix
vermitoxicus (Griseh.) Engl. (AM920593.1); Syngonium auritum (L.) Schott
(AM920611.1); Taccarum weddelianum Brongn. ex Schott (AM920592.1);
Typhonium blumei Nicolson & Sivad. (AM920630.1); Thyphonodorum lindleyanum
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Schott (AM920636.1); Ulearum sagittatum Engl. (AM920616.1); Urospatha
saggitifolia (Rudge) Schott (AM920570.1); Xanthosoma helleborifolium (Jacq.) Schott
(AM920612.1); Zamioculcas zamiifolia (Lodd.) Engl. (AM920600.1); Zanthedeschia
albomaculata (Hook. f.) Bail (AM920584.1); Zomicarpella amazonica Bogner
(AM920618.1).

Cusimano et al. (2010). Alocasia cucullata (Lour.) Schott (EU886579.1); Alocasia
gageana Engl. & K. Krause (EU886580.1); Ariopsis peltata J. Graham (EU886587.1);
Arisaema speciosum (Wall.) Mart. (EU886502.1); Arisaema tortuosum (Wall.) Schott
(EU8B86577.1); Arisarum vulgare O. Targ. Tozz. (EU886582.1); Arum balansanum
R.R. Mill (EU886512.1); Arum concinnatum Schott (EU886516.1); Arum creticum
Boiss. & Heldr. (EU886504.1); Arum cyrenaicum Hruby (EU886515.1); Arum
dioscoridis Sm. (EU886505.1); Arum hygrophilum Boiss. (EU886509.1); Arum
italicum Mill. (EU886517.1); Arum korolkowii Regel (EU886589.1); Arum maculatum
L. (EU886506.1); Arum megobrebi Lobin (EU886513.1); Arum nigrum Schott
(EU886507.1); Arum orientale M. Bieb. (EU886510.1); Arum pictum L. f.
(EU886518.1); Arum purpureospathum P.C. Boyce (EU886508.1); Arum rupicola
Boiss. (EU886519.1); Arum sp. nov. (I 21/05) Neumann (EU886511.1); Arum sp.
nov. (I 21/05) Neumann (EU886514.1); Biarum bovei Blume (EU886529.1); Biarum
carduchorum (Schott) Engl. (EU886521.1); Biarum davisii Turrill (EU886525.1);
Biarum dispar (Schott) Talavera (EU886522.1); Biarum ditschianum Bogner & P.C.
Boyce (EU886526.1); Biarum kotschyi (Schott) B. Mathew ex Riedl (EU886527.1);
Biarum pyrami (Schott) Engl. (EU886523.1); Biarum straussii Engl. (EU886524.1);
Biarum tenuifolium (L.) Schott (EU886528.1); Caladium bicolor Vent. (EU886501.1);
Colocasia gigantea (Blume) Hook. f. (EU886581.1); Dracunculus canariensis Kunth
(EU886531.1); Dracunculus vulgaris Schott (EU886532.1); Eminium jaegeri Bogner
& P.C. Boyce (EU886520.1); Eminium spiculatum (Blume) Schott (EU886530.1);
Helicodiceros muscivorus (L.f.) Engl. (EU886533.1); Peltandra virginica (L.) Schott
(EU886583.1); Pinellia ternata (Thunb.) Ten. ex Breitenb. (EU886503.1); Pistia
stratiotes L. (EU886585.1); Protarum sechellarum Engl. (EU886588.1); Remusatia
vivipara (Roxb.) Schott (EU886584.1); Steudnera discolor W. Bull (EU886586.1);
Theriophonum dalzellii Schott (EU886534.1); Theriophonum infaustum N.E. Br.
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(EU886535.1); Typhonium adnatum Hett. & Sookchaloem (EU886547.1); Typhonium
aff. brownii Schott Ford-4782 voucher A. Ford 4782 (CNS) (GU255972.1);
Typhonium aff. brownii Schott Gray-9276 voucher B. Gray 9276 (CNS)
(GU255971.1); Typhonium albidinervum C.Z. Tang & H. Li (EU886548.1);
Typhonium alismifolium F. Muell. voucher B. Gray 9146 (CNS); Typhonium
angustilobum F. Muell. (EU886576.1); Typhonium angustilobum F. Muell. voucher B.
Gray 9277 (CNS) (GU255974.1); Typhonium bachmaense V.D. Nguyen & Hett.
(EU886549.1); Typhonium baoshanense Z.L.Dao & H. Li (EU886591.1); Typhonium
blumei Nicolson & Sivad. (EU886553.1); Typhonium brevipes Hook. f. (EU886539.1);
Typhonium brownii Schott (EU886538.1); Typhonium circinnatum Hett. & J. Mood
(EU886551.1); Typhonium cordifolium S.Y. Hu (EU886560.1); Typhonium digitatum
Hett. & Sookchaloem (EU886552.1); Typhonium diversifolium Wall. ex Schott
(EU886540.1); Typhonium echinulatum Hett. & Sookchaloem (EU886554.1);
Typhonium eliosurum (F. Muell. ex Benth.) O.D. Evans (EU886537.1); Typhonium
filiforme Ridl. (EU886555.1); Typhonium flagelliforme (Lodd.) Blume (EU886556.1);
Typhonium flagelliforme (Lodd.) Blume voucher Michel, CR 2016 (DNA)
(GU255983.1); Typhonium gallowayi Hett. & Sookchaloem (EU886558.1);
Typhonium gaoligongense (Z.L. Wang & H. Li) Hett. & P.C. Boyce (EU886590.1);
Typhonium giganteum Engl. (EU886536.1); Typhonium glaucum Hett. &
Sookchaloem (EU886559.1); Typhonium gracile Schott (EU886563.1); Typhonium
griseum Hett. & Sookchaloem (EU886561.1); Typhonium hirsutum (S.Y. Hu) J.
Murata & S.J. Mayo (EU886542.1); Typhonium horsfieldii (Mig.) Steenis
(EU886541.1); Typhonium huense V.D.Nguyen & Croat (EU886557.1); Typhonium
jinpingense Z.T. Wang, H. Li & F.H. Bian (EU886564.1); Typhonium lineare Hett. &
V.D. Nguyen (EU886565.1); Typhonium nudibaccatum A. Hay voucher R.L. Barrett
3957 (PERTH) (GU255981.1); Typhonium orbifolium Hett. & Sookchaloem
(EU886566.1); Typhonium pedunculatum Hett. & Sookchaloem (EU886567.1);
Typhonium peltandroides A. Hay, M.D. Barrett & R.L. Barrett voucher M.D. Barrett
599 (PERTH) (GU255973.1); Typhonium praetermissum A. Hay voucher Hay s.n.
16.10.1996 (NSW) (GU255982.1); Typhonium reflexum Hett. & Sookchaloem
(EU886568.1); Typhonium roxburghii Schott (EU886569.1); Typhonium russell-
smithii A. Hay voucher I. Cowie 104311 (DNA) (GU255985.1); Typhonium
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saraburiense Schott (EU886570.1); Typhonium sp. Schott Hetterscheid H.AR.532
(EU886572.1); Typhonium sp. Schott Hetterscheid H.AR.543 (EU886573.1);
Typhonium sp. Schott Hetterscheid H.AR.555 (EU886550.1); Typhonium sp. Schott
Kununurra voucher R.L. Barrett 3069 (PERTH) (GU255979.1); Typhonium sp. Schott
Morgan River voucher M.D. Barrett & R.L. Barrett MDB 2265 (PERTH)
(GU255980.1); Typhonium sp. Schott NC-2010 voucher Bogner 2962 (M)
(GU255984.1); Typhonium sp. Schott Prince Regent voucher M.D. Barrett 1033
(PERTH) (GU255978.1); Typhonium sp. Schott Prince Regent voucher R.L. Barrett &
M.D. Barrett RLB 1716 (PERTH) (GU255977.1); Typhonium subglobosum Hett. &
Sookchaloem (EU886546.1); Typhonium tentaculatum Hett. (EU886543.1);
Typhonium trilobatum (L.) Schott (EU886571.1); Typhonium tubispathum Hett. & A.
Galloway (EU886574.1); Typhonium varians Hett. & Sookchaloem (EU886575.1);
Typhonium venosum (Aiton) Hett. & P.C. Boyce (EU886544.1); Typhonium
violifolium Gagnep. (EU886562.1); Typhonium wilberti A. Hay (EU886545.1);
Typhonium wilbertii A. Hay voucher A. Ford 2544 (CNS) (GU255976.1);
Typhonodorum lindleyanum Schott (EU886578.1); Xanthosoma sagittifolium (L.)
Schott (EU886500.1).

Wang et al. (2010). Landoltia punctata (G. Mey.) Les & D.J. Crawford strain 7248
(GU454140.1); L. punctata strain 7260 (GU454141.1); L. punctata strain 7449
(GU454142.1); L. punctata strain 7487 (GU454143.1); L. punctata strain 8721
(GU454144.1); L. punctata strain 9278 (GU454145.1); Lemna aequinoctialis Welw.
strain 6612 (GU454146.1); L. aequinoctialis strain 6746 (GU454147.1); L.
aequinoctialis strain 7126 (GU454148.1); Lemna disperma Hegelm. strain 7269
(GU454149.1); Lemna gibba L. strain 7589 (GU454150.1); L. gibba strain 7741
(GU454151.1); L. gibba strain 7784 (GU454152.1); L. gibba strain 8703
(GU454153.1); L. gibba strain JS 6F7-11 (GU454154.1); L. gibba strain JS PARENT
LINE (GU454155.1); Lemna japonica Landolt strain 7182 (GU454156.1); Lemna
minor L. strain 7018 (GU454157.1); L. minor strain 7136 (GU454158.1); L. minor
strain 7210 (GU454159.1); L. minor strain 9016 (GU454160.1); L. minor strain 9253
(GU454161.1); L. minor strain 9417 (GU454162.1); Lemna minuta Kunth strain 7284
(GU454163.1); L. minuta strain 7726 (GU454164.1); L. minuta strain 8065
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(GU454165.1); L. minuta strain 8634 (GU454173.1); Lemna obscura (Austin) Daubs
strain 7856 (GU454166.1); Lemna trisulca L. strain 7579 (GU454167.1); L. trisulca
strain 8137 (GU454168.1); L. trisulca strain UTCC 399 (GU454169.1); Lemna
turionifera Landolt strain 8339 (GU454170.1); L. turionifera strain 8760
(GU454171.1); Lemna valdiviana Hegelm. strain 7288 (GU454172.1); L. valdiviana
strain 9229 (GU454174.1); L. valdiviana strain 9232 (GU454175.1); Spirodela
intermedia W. Koch strain 7125 (GU454125.1); S. intermedia strain 7178
(GU454126.1); S. intermedia strain 7291 (GU454127.1); S. intermedia strain 7355
(GU454128.1); S. intermedia strain 7450 (GU454129.1); S. intermedia strain 7747
(GU454130.1); S. intermedia strain 8410 (GU454131.1); Spirodela polyrhiza (L.)
Schleid. strain 7205 (GU454132.1); S. polyrhiza strain 7212 (GU454133.1); S.
polyrhiza strain 7222 (GU454134.1); S. polyrhiza strain 7498 (GU454135.1); S.
polyrhiza strain 7657 (GU454136.1); S. polyrhiza strain 8790 (GU454137.1); S.
polyrhiza strain 9203 (GU454138.1); S. polyrhiza strain SJ (GU454139.1); Wolffia
australiana (Benth.) Hartog & Plas strain 7733 (GU454191.1); W. australiana strain
8730 (GU454192.1); Wolffia globosa (Roxb.) Hartog & Plas strain 9196
(GU454193.1); Wolffiella denticulata (Hegelm.) Hegelm. strain 8221 (GU454176.1);
Wolffiella gladiata (Hegelm.) Hegelm. strain 7595 (GU454177.1); W. gladiata strain
7852 (GU454178.1); W. gladiata strain 8066 (GU454179.1); Wolffiella hyalina Monod
strain 8640 (GU454180.1); Wolffiella lingulata (Hegelm.) Hegelm. strain 7464
(GU454181.1); W. lingulata strain 7655 (GU454182.1); W. lingulata strain 7725
(GU454183.1); Wolffiella neotropica Landolt strain 7290 (GU454184.1); W.
neotropica strain 7609 (GU454185.1); W. neotropica strain 8848 (GU454186.1);
Wolffiella oblonga (Phil.) Hegelm. strain 7164 (GU454187.1); W. oblonga strain 9136
(GU454188.1); Wolffiella rotunda Landolt strain 9072 (GU454189.1); W. rotunda
strain 9121 (GU454190.1).

Wong et al. (2010). Anchomanes difformis (Blume) Engl. voucher P.C. Boyce et al.
Ar30 (SAR) (GQ220885.1); Aridarum borneense (M. Hotta) Bogner & A. Hay voucher
P.C. Boyce et al. Ar2123 (SAR) (GQ220886.1); Aridarum caulescens Bogner &
Nicolson var. angustifolium voucher P.C. Boyce et al. Ar1915 (SAR) (GQ220888.1);
A. caulescens voucher P.C. Boyce & Jeland ak Kisai Ar637 (SAR) (GQ220887.1);
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Aridarum crassum S.Y. Wong & P.C. Boyce voucher P.C. Boyce & Jeland ak Kisai
Ar263 (SAR) (GQ220889.1); Aridarum nicolsonii Bogner voucher P.C. Boyce & S.Y.
Wong Ar2098 (SAR) (GQ220890.1); Aridarum purseglovei (Furtado) M. Hotta
voucher P.C. Boyce et al. Ar1036 (SAR) (GQ220891.1); A. purseglovei voucher P.C.
Boyce et al. Ar1887 (SAR) (GQ220892.1); A. purseglovei voucher P.C. Boyce et al.
Arl914 (SAR) (GQ220893.1); Bakoa lucens (Bogner) P.C. Boyce & S.Y. Wong
voucher P.C. Boyce & S.Y. Wong Ar2097 (SAR) (GQ220894.1); Bucephalandra
motleyana Schott voucher P.C. Boyce & Jeland ak Kisai Ar252 (SAR) (GQ220895.1);
B. motleyana voucher P.C. Boyce & Jeland ak Kisai Ar456 (SAR) (GQ220896.1);
Cryptocoryne yujii Bastmeijer. voucher P.C. Boyce et al. Ar2321 (SAR);
Dieffenbachia spruceana Schott voucher Josef Bogner 2954 (M) (GQ220898.1);
(GQ220897.1); Phymatarum borneense M. Hotta voucher P.C. Boyce et al. Arl442
(SAR) (GQ220899.1); P. borneense voucher P.C. Boyce et al. Ar1931 (SAR)
(GQ220900.1); Piptospatha burbidgei (N.E. Br.) M. Hotta voucher P.C. Boyce et al.
Arl973 (SAR) (GQ220901.1); Piptospatha elongata (Engl.) N.E. Br. voucher P.C.
Boyce & S.Y. Wong Ar2052 (SAR) (GQ220902.1); Piptospatha grabowskii (Engl.)
Engl. voucher P.C. Boyce & Jeland ak Kisai Ar294 (SAR) (GQ220903.1); P.
grabowskii voucher P.C. Boyce et al. Ar390 (SAR) (GQ220904.1); Piptospatha
impolita (Engl.) N.E.Br. voucher P.C. Boyce et al. Ar2141 (SAR) (GQ220905.1);
Piptospatha viridistigma P.C. Boyce & S. Y. Wong voucher P.C. Boyce & Jeland ak
Kisai Ar250 (SAR) (GQ220906.1); Schismatoglottis acuminatissima Schott voucher
Josef Bogner Arl197 (SAR)/Bogner 2913 (M) (GQ220907.1); Schismatoglottis
americana A.M.E. Jonker & Jonker voucher Josef Bogner 2911 (M) (GQ220908.1);
Schismatoglottis asperata Engl. voucher P.C. Boyce & Jeland ak Kisai Ar71.3 (SAR)
(GQ220909.1); Schismatoglottis bauensis A. Hay & C.C. Lee voucher P.C. Boyce &
Jeland ak Kisai Ar20 (SAR) (GQ220910.1); Schismatoglottis brevicuspis Hook. f.
voucher Wongl (SAR) (GQ220911.1); Schismatoglottis ciliata A. Hay voucher P.C.
Boyce et al. Arl679 (SAR) (GQ220913.1); Schismatoglottis confinis S.Y.Wong &
P.C.Boyce voucher Simon Kutuh ak Paru Arl695 (SAR) (GQ220914.1);
Schismatoglottis corneri A. Hay voucher (N0.19991172), Singapore Botanical
Garden Living Collection (GQ220915.1); Schismatoglottis corneri A. Hay voucher
P.C. Boyce et al. Ar2326 (SAR) (GQ220916.1); Schismatoglottis erecta M. Hotta
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voucher P.C. Boyce et al. Ar1430 (SAR) (GQ220919.1); S. erecta voucher P.C.
Boyce et al. Ar1610 (SAR) (GQ220920.1); S. erecta voucher P.C. Boyce et al. r2046
(SAR) (GQ220921.1); S. erecta voucher P.C. Boyce et al. Ar551 (SAR)
(GQ220922.1); Schismatoglottis jepomii P.C. Boyce & S.Y. Wong voucher Jeland ak
Kisai Ar222 (SAR) (GQ220925.1); Schismatoglottis josefii A. Hay voucher P.C.
Boyce et al. Ar1157 (SAR) (GQ220947.1); Schismatoglottis longifolia Ridl. voucher
P.C. Boyce et al. Ar2286 (SAR) (GQ220928.1); Schismatoglottis mayoana Bogner &
Hotta voucher Lee Ai Shan & Ooi Im Hin Ar2054 (SAR) (GQ220929.1); S. mayoana
voucher P.C. Boyce et al. Ar2122 (SAR) (GQ220930.1); Schismatoglottis
monoplacenta M. Hotta voucher P.C. Boyce et al. Ar1966 (SAR) (GQ220931.1); S.
monoplacenta voucher P.C. Boyce et al. Arl994 (SAR) (GQ220932.1);
Schismatoglottis motleyana (Schott) Engl. voucher P.C. Boyce et al. Ar1970 (SAR)
(GQ220933.1); Schismatoglottis multifiora Ridl. voucher Jeland ak Kisai & Jipom ak
Tisai Ar419 (SAR) (GQ220936.1); S. multiflora voucher Lee Ai Shan & Ooi Im Hin
Ar2069 (SAR) (GQ220935.1); S. multiflora voucher P.C. Boyce & Jeland ak Kisai
Ar1203 (SAR) (GQ220939.1); S. multiflora voucher P.C. Boyce & Jeland ak Kisai
Arl0b (SAR) (GQ220938.1); S. multifiora voucher P.C. Boyce & Jeland ak Kisai Ar10
(SAR) (GQ220937.1); S. multiflora voucher P.C. Boyce & S.Y. Wong Ar2037 (SAR)
(GQ220934.1); Schismatoglottis multinervia M. Hotta voucher P.C. Boyce et al.
Arl932 (SAR) (GQ220940.1); Schismatoglottis nicolsonii A. Hay voucher P.C. Boyce
et al. Ar2106 (SAR) (GQ220941.1); Schismatoglottis patentinervia Engl. voucher
P.C. Boyce et al. Arl308 (SAR) (GQ220942.1); Schismatoglottis pyrrhias A. Hay
voucher Jana Leong-Skornickova et al. Ar2026 (SAR)/JLS-142 (SING)
(GQ220944.1); Schismatoglottis sp. Arl08 voucher P.C. Boyce & Jeland ak Kisai
Arl08 (SAR) (GQ220945.1); Schismatoglottis sp. Arll4 voucher P.C. Boyce &
Jeland ak Kisai Arll4 (SAR) (GQ220946.1); Schismatoglottis sp. Arl34 voucher
P.C. Boyce & Jeland ak Kisai Arl34 (SAR) (GQ220948.1); Schismatoglottis sp.
Arl582 voucher P.C. Boyce et al. Ar1582 (SAR) (GQ220949.1); Schismatoglottis sp.
SYW-2010a voucher P.C. Boyce et al. Arl761 (SAR) (GQ220917.1);
Schismatoglottis sp. SYW-2010b voucher P.C. Boyce & Jeland ak Kisai Ar279 (SAR)
(GQ220918.1); Schismatoglottis sp. SYW-2010c voucher P.C. Boyce et al. Ar1846
(SAR) (GQ220923.1); Schismatoglottis sp. SYW-2010d voucher P.C. Boyce et al.
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Ar326 (SAR) (GQ220924.1); Schismatoglottis sp. SYW-2010e voucher P.C. Boyce et
al. Arl039 (SAR) (GQ220927.1); Schismatoglottis sp. SYW-2010e voucher P.C.
Boyce et al. Ar376 (SAR) (GQ220926.1); Schismatoglottis sp. SYW-2010f voucher
P.C. Boyce et al. Ar1599 (SAR) (GQ220943.1); Schismatoglottis tecturata (Schott)
Engl. voucher Jeland ak Kisai & Jipom ak Tisai Ar466 (SAR) (GQ220951.1); S.
tecturata voucher P.C. Boyce et al. Ar2114 (SAR) (GQ220950.1); Schismatoglottis
viridissima A. Hay voucher P.C. Boyce & S.Y. Wong Ar2048 (SAR) (GQ220952.1);
Schottarum sarikeense (Bogner & M. Hotta) P.C. Boyce & S.Y. Wong voucher P.C.
Boyce et al. Ar1615 (SAR) (GQ220912.1).

108



CAPITULO 2. Aplicabilidade dos DNA barcodes na identificagdo molecular e na
elucidacdo das relacdes evolutivas nas espécies cul  tivadas de Xanthosoma
Schott (Araceae).

RESUMO

Embora varias espécies de Xanthosoma Schott (Araceae) se destaquem na
ornamentagdo e no paisagismo, sua grande importancia econémica é alimentar. As
taiobas, yuatia, cocoyam e 0s mangaritos, como sao popularmente conhecidas,
estdo entre as mais importantes culturas de rizomas, raizes e tubérculos de todo o
mundo, servindo como fonte alimentar para milhdes de pessoas, especialmente na
Asia, na Africa e na América Central. Porém, apesar dos diversos estudos ja
conduzidos, as relagBes taxonémicas e a circunscricdo, sobretudo, das espécies
cultivadas, ainda permanecem nebulosas. Neste sentido, a implementacdo e o uso
de ferramentas de identificagdo moleculares, como os DNA barcodes e pode
representar uma importante contribuicdo. Assim, foi objetivo desse Capitulo avaliar a
aplicabilidade dos DNA barcodes na identificacdo molecular das espécies cultivadas
de Xanthosoma e na elucidacdo de suas relagdes evolutivas. Sequéncias barcodes
de matK, pertencentes as principais espécies de taioba cultivadas no mundo, foram
obtidas e comparadas entre si e com outras pertencentes a espécies relacionadas
ou ndo. A variacao interespecifica foi calculada, com base nas distancias genéticas
estimadas entre as diferentes espécies. As espécies X. robustum Schott, X. maffafa
Schott, X. brasiliense (Desf.) Engl., X. blandum Schott, X. atrovirens K. Koch & C.D.
Bouché, X. appendiculatum Schott e X. violaceum Schott apresentaram a mesma
identidade molecular, comportando-se como uma Unica unidade genética. Por sua
vez, X. riedelianum Schott e X. taioba E.G. Gong¢. comportaram-se como unidades
independentes e distintas destas sete espécies anteriores. Embora uma
identificacdo especifica ndo tenha sido alcancada, estes resultados, mesmo que de
forma preliminar, apontam para uma nova circunscricdo taxondmica em
Xanthosoma, na qual as principais espécies cultivadas de taioba seriam, na verdade,
uma unica espécie, com marcada amplitude de variacao fenotipica, alcancada tanto
por processos naturais quanto pela intervencdo do homem. Corroborariam tal

afirmacao aspectos morfolégicos, citogenéticos, geograficos e evolutivos.
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Chapter 2. Applicability of DNA barcodes in molecul ar identification of
cultivated species of Xanthosoma Schott (Araceae) and elucidation of their

evolutionary relationships.

ABSTRACT

Although several species of Xanthosoma Schott (Araceae) have been used for
decoration and landscaping, they are also economically important as food source.
The taiobas, yuatia, cocoyam and mangaritos, as they are commonly known, are
among the most important crops of rhizomes, roots and tubers around the world,
serving as a food source for millions of people, especially in Asia, Africa and Central
America. Despite many studies already conducted, the taxonomic relationships and
circumscription, especially of the cultivated species, still remain unclear. The
implementation and use of molecular identification tools, such as DNA barcodes,
may represent an important contribution to the taxonomy of this plant group. This
chapter was aimed to evaluate the applicability of DNA barcodes in molecular
identification of cultivated species of Xanthosoma as well as to elucidate their
evolutionary relationships. Barcode sequences of matK, belonging to most important
species of cultivated taioba of the world were obtained and compared among
themselves as well as with other plants belonging to related species or not. The
interspecific variation was calculated based on the genetic distances estimated
between the different species, using Neighbor-joining - NJ and Kimura - 2P. The
species X. robustum Schott, X. maffafa Schott, X. brasiliense (Desf.) Engl., X.
blandum Schott, X. atrovirens K. Koch & C.D. Bouché, X. appendiculatum Schott and
X. violaceum Schott were shown to have the same molecular identity, behaving as a
single genetic unit. Conversely, X. riedelianum Schott and X. taioba E.G. Gonc.
behaved as independent units, distinct from the others. Although a specific
identification has not been established, our results, albeit preliminary, suggest a new
taxonomical circumscription of Xanthosoma, in which the main cultivated species of
taioba were, in fact, a single species, with large phenotypic variation, achieved by
natural processes and human intervention. Corroborate this statement,

morphological, cytogenetic, geographic and evolutionary aspects.
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1. Introducéo

Xanthosoma Schott € um género de Araceae exclusivamente neotropical.
Suas espécies ocorrem da Florida até o norte da Argentina (Mayo et al. 1997 e
Goncgalves 2000), em diferentes habitats, tais como florestas tropicais Umidas,
subtropicais, regides pantanosas, florestas deciduas e semi-deciduas ou mesmo em
areas montanhosas (Gongalves 2000).

Morfologicamente, apresentam caules geralmente intumescidos e folhas
pecioladas, dispostas em rosetas, muitas vezes com bainhas evidentes. O tamanho
das plantas pode variar de apenas 30 cm a mais de quatro metros de altura, quando
sdo, comumente, chamadas de “orelhas-de-elefante”, principalmente, considerando
o tamanho e a forma de suas folhas (Castro 2006). Suas pequenas flores,
polinizadas por besouros (Garcia-Robledo et al. 2004), em decorréncia do forte odor
gue emitem, estdo reunidas em uma espadice envolta por uma Unica bractea, a
espata — padrao tipico das inflorescéncias da grande maioria das espécies da familia
Araceae (Mayo et al. 1997). O fruto é do tipo baga, com sementes cilindricas e ricas
em endosperma. Seus cormos® sdo intumescidos e, relativamente, grandes (Mayo et
al. 1997; Goncalves et al. 2004a; Gongalves et al. 2004b; Batista 2008). Cristais de
oxalato de calcio sédo frequentes, sobretudo, nas folhas e nos cormos que ainda
podem apresentar quantidades variaveis de amido, entre outros carboidratos e
substéancias protéicas (Mayo et al. 1997; Corréa 2000).

Embora varias espécies de Xanthosoma se destaquem na ornamentacéo e no
paisagismo, e sejam largamente utilizadas na composi¢ao, sobretudo, de jardins de
apelo tropical (Lorenzi & Mello-Silva 2003; Souza & Lorenzi 2008), sua grande
importancia econdémica, sem duvida, € a alimentar (Batista 2008). Segundo Pinto et
al. (1999), as taiobas, yuatia, cocoyam e 0s mangaritos, como sdo popularmente

conhecidas (Mayo et al. 1997), estdo entre as mais importantes culturas de rizomas,

® Definicdo de Cormo: Caule usualmente subterraneo, com eixo principal intumescido (comumente,
amilifero) e entrenés bem definidos. Eventualmente, em Xanthosoma Schott (Araceae), os cormos
podem apresentar ramificacfes laterais, denominadas cormelos. O Cormo difere do bulbo pelo fato
de armazenar as reservas no préprio eixo e ndo nas escamas e da tubera por apresentar entrends
evidentes (Goncgalves & Lorenzi 2011). Prefere-se, nesse estudo, a utilizagdo de cormo a de rizoma,
tdo comum na literatura, por entendermos que essa Ultima é muito genérica e, nesse caso, pode ser

substituida por outra de maior propriedade.
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raizes e tubérculos de todo o mundo, servindo como fonte alimentar para, pelo
menos, 400 milhdes de pessoas, especialmente na Asia, na Africa e na América
Central (Towle 1961; Seganfredo et al. 2001).

Seus caules, cormos e folhas constituem uma fonte importante, ndo s6 de
carboidratos, mas de proteinas e dos mais diversos minerais e vitaminas, tao
essenciais ha composicado de uma dieta alimentar rica e balanceada (Abramo 1990;
Carvalho & Cordeiro 1990; Pinto et al. 1999; Seganfredo et al. 2001; Pinto et al.
2001b; Morais et al. 2006; Lima 2009). Alem disso, apresentam niveis relativamente
baixos de fatores antinutricionais, como nitratos, taninos e compostos fendlicos
(Pinto et al. 2001a; Lima 2009) e valores nutricionais prOXimos ou superiores aos de
culturas convencionais como a batata-inglesa, o cara, o inhame e a batata-doce
(Leite et al. 2011), ou mesmo, de outra Araceae cultivada, o taro (Colocasia
esculenta (L.) Schott) (Giacometti & Léon 1994).

Aliado as suas qualidades nutricionais, seu baixo custo produtivo (Seganfredo
et al. 2001) faz das Xanthosoma uma alternativa economicamente viavel,
principalmente para as populacdes carentes ou socialmente fragilizadas que,
normalmente, as utilizam em sua subsisténcia (Pinto et al. 2001a; Souza 2008).
Estes pequenos produtores, podem ainda comercializar o excedente produtivo,
como forma de complementar sua renda (Santos 2005; Castro 2006). Assim, para
muitos pesquisadores, as taiobas representam uma importante alternativa no
combate a desnutricdo, a fome e a pobreza (Pinto et al. 1999; BRASIL, Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento 2010).

As Xanthosoma também representam uma cultura relevante do ponto de vista
estratégico. Varias espécies cultivadas podem se desenvolver e serem
comercializadas no periodo da entressafra de outras culturas comerciais (Longhurst
& Lipton 1989). Além disso, podem ainda crescer e produzir em ambientes
sombreados, 0 que as torna uma cultura passivel de ser desenvolvida em areas de
reflorestamento (Seganfredo et al. 2001), integrando esta cultura a modelos de
producdo sustentaveis como os agroflorestais, tdo defendidos na atualidade.
Ressalta-se que esta pratica ja é adotada em alguns paises da Africa, nos quais as
taiobas sdo consorciadas com palmeiras oleiferas, como o dendé (Salako et al.
1995).

No Brasil, mesmo com a existéncia de politicas publicas de incentivo a

producdo e ao consumo de culturas ndo-convencionais (BRASIL, Ministério da
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Agricultura, Pecuaria e Abastecimento 2010), a utilizacdo alimentar das taiobas
ainda é pequena, estando restrita a algumas regides do pais. As folhas apresentam
maior aceitacdo que os cormos e sdo consumidas nos estados de Minas Gerais,
Bahia, Rio de Janeiro, Espirito Santo, Santa Catarina, Para, Amazonas e Mato
Grosso (Pinto et al. 2001b; Batista 2008; Santos et al. 2011). Além de questdes
culturais, outro fator limitante para o consumo das folhas e dos cormos é, como ja
mencionado anteriormente, a ocorréncia de cristais de oxalato de célcio nos tecidos,
gue provocam amargor e adstringéncia na boca e garganta (Seganfredo et al. 2001).
Aliada a essas questfes culturais e alimenticias, existem ainda problemas técnicos
de manejo e implementacao dos cultivos em escala produtiva (Santos et al. 2011).

A principal espécie de taioba cultivada no mundo € Xanthosoma mafaffa
Schott (Gongalves, 2011), no entanto existem outras espécies que também sao
utilizadas como fonte de alimento, como por exemplo: X. violaceum Schott, X.
atrovirens K. Koch & C.D. Bouché, X. robustum Schott, X. sagittifolium (L.) Schott X.
brasiliense Engl. e X. taioba E.G. Gong. Porém, € importante salientar que a grande
maioria destas estas espécies cultivadas sao, usualmente, denominadas de
“Xanthosoma sagittifolium”, apesar das diferencas morfoldégicas que apresentam
(Giacometti & Léon 1994; Gongalves, 2011).

Esta dificuldade na classificagdo se reflete no grupo como um todo, sendo a
taxonomia das espécies cultivadas considerada inconclusiva pela maioria dos
autores (Goncalves 2011). Dentro da sua propria tribo (Caladieae-Zomicarpeae), a
circunscricdo do género Xanthosoma é complexa: sdo conhecidas entre 60 e 70
espécies, porém alguns especialistas acreditam que este nUmero possa exceder 120
espécies (Gongalves, com. pess.). Além disso, a circunscricdo e o posicionamento
de Xanthosoma frente aos outros géneros sempre foi objeto de controvérsia
(Goncalves et al. 2004b; Batista 2008; Goncalves 2011).

Schott, em 1832, descreveu o género Xanthosoma junto com o género
Acontias, que, segundo este autor, deveria reunir as espécies tuberosas desse
grupo. Mais tarde, Engler (1920) fundiu Acontias em Xanthosoma, mas preservou a
segregacao das espécies em duas sec¢des: Se¢do Xanthosoma (= “Euxanthosoma”)
e Secdo Acontias Schott, ainda respeitando a circunscricdo original dada por Schott
(Goncalves et al. 2004b). Recentemente, Goncalves et al. (2004b) dividiu as
Xanthosoma em quatro grupos: o Grupo Xanthosoma, no qual agrupou as espécies
de “orelha de elefante” tipicas, tais como X. hyleae Engl. & K. Krause, X. mafaffa, X.
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poeppigii Schott, X. sagittifolium, X. lucens E.G. Gong. e X. violaceum; o Grupo
Acontias representado por espécies que foram, originalmente, incluidas no género
Acontias por Schott (1832), das quais merecem destaque X. pentaphyllum Engl, X.
plowmanii Bogner e X. syngoniifolium Rusby; o Grupo Cyrtospadix, formado por
espécies que apresentam a lamina das folhas cordatas ou sagitadas, como em X.
striatipes (Kunth) Madison, X. aristeguietae (G.S. Bunting) Madison e X. pulchrum
E.G. Gong.; e por fim, o Grupo Chlorospatha no qual incluiu X. striolatum Mart. ex
Schott e X. acutum E.G. Gong., ocorrentes na Amazonia.

Em 2008, Batista através de estudos moleculares usando marcadores
plastidiais (matK e trnL-F), reconheceu a existéncia de cinco linhagens evolutivas
dentro de Xanthosoma: a primeira linhagem era formada pelas espécies
caulescentes de Xanthosoma e Chlorospatha; a segunda linhagem agrupava a
maior parte das espécies cultivadas; por sua vez, a terceira linhagem correspondia a
Seccdo Acontias, descrita por Engler, em 1920; a quarta linhagem, fortemente
suportada, permaneceu composta por X. pulchrum e a X. poecile (Schott) E.G.
Gong. (comb. inéd.). E, finalmente, a quinta linhagem, composta pela espécie X.
mexicanum Liebm, que segundo a autora ndo guardava qualquer relacdo aos outros
grupos anteriores.

Porém, mesmo considerando estes estudos, que em muito contribuiram para
0 conhecimento do grupo, as relagBes taxondmicas e a circunscricdo das espécies
ainda permanece nebulosa, principalmente, considerando as espécies de taioba
cultivadas (Goncalves 2011). S6 para se ter uma idéia destas dificuldades,
recentemente, materiais cultivados na Africa foram re-determinados como
Xanthosoma mafaffa, depois de anos sendo referidos como X. sagittifolium. O
mesmo aconteceu com materiais amplamente cultivados na Florida como X.
sagittifolium, agora identificados como Xanthosoma robustum (Gongalves, com.
pess. e Gongalves 2011). J&, no Brasil, os materiais cultivados no sul, sudeste,
nordeste e centro-oeste séao, de fato, X. taioba E.G. Gong. (sp. nov. inéd.), mas as
identidades dos materiais cultivados no norte do Brasil permanecem incognitas
(Gongalves 2011).

Para contornar essa dificuldade, uma abordagem possivel seria a adocado e o
uso de ferramentas moleculares para a identificagdo das espécies, metodologia de
resultados expressivos em outros grupos vegetais (Lahaye et al. 2008; Hollingsworth
et al. 2009; Hollingsworth et al. 2011). Nessa linha, uma ferramenta, recente e
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promissora, sao 0os DNA barcodes ou codigo de barras de DNA. Seus entusiastas
defendem que através de pequenos fragmentos de DNA, que tém em média 600pb,
é possivel identificar, de forma inequivoca, qualquer material biologico (Hebert et al.
2003a; Hebert et al. 2003b; Dalebout et al. 2004). Porém, alguns pesquisadores,
menos otimistas, mesmo reconhecendo a funcionalidade do método, dizem que
seus limites ainda devem ser melhor compreendidos e que os resultados devem ser
tratados com mais cautela (Moritz & Cicero 2004; Meyer & Paulay 2005; Moniz &
Kaczmarska 2010). De qualquer forma, sdo varios os exemplos de sucesso, da
aplicacdo dos DNA barcodes na identificacdo, tanto de espécies animais, como de
plantas (Hebert et al. 2004a; Hebert et al. 2004b; Kress et al. 2005; Chase et al.
2005; Hajibabaei et al. 2006; Chase et al. 2007; Newmaster et al. 2008; deWaard et
al. 2009; Ardura et al. 2010; Hollingsworth et al. 2011).

Nas plantas, a COI (citocromo ¢ oxidase subunidade 1) ndo se mostrou tao
eficiente quanto € na identificacdo de animais e insetos (Chase et al. 2007; Kress et
al. 2005; Hollingsworth et al. 2011). Ap6s anos de procura, apenas em 2009,
finalmente a comunidade cientifica péde comemorar o estabelecimento de um
barcode para as plantas. Neste ano, o CBOL Plant Working Group (Consortium for
Barcoding of Life, Hollingsworth et al. 2009) propés uma abordagem multiloci que
combinava o matK com outro marcador codificante, o rbcL. Reconheceu ainda que
marcadores complementares (codificantes, ndo-codificantes ou nucleares) poderiam
ser utilizados para aumentar a eficiéncia nas identificacbes, de acordo com a
necessidade, principalmente considerando as dificuldades encontradas na
recuperacdo de sequéncias viaveis para o matK (Kress et al. 2009). Dificuldades
essas, hoje ja resolvidas ou em processo de resolucédo (Dunning & Savolainen 2010;
Hollingsworth et al. 2011; Yu et al. 2011).

Os DNA Dbarcodes foram, originalmente, pensados apenas para a
identificagdo em nivel especifico (Hebert et al. 2003a). Porém, a eficiéncia desta
ferramenta de identificacdo trouxe alguns desdobramentos, sendo hoje possivel sua
aplicacéo para a identificagdo de outros niveis hierarquicos, como géneros, tribos,
subfamilias e familias, quando entdo sdo chamados de DNA barcodes latu sensu. E,
nesse sentido, os estudos voltados estritamente para sua aplicacdo primordial
utilizam entdo os DNA barcodes em uma abordagem stricto sensu (Xue & Li 2011).
Em qualguer das abordagens, um enfoque recente de sua aplicacdo, além da

identificacdo, tem sido sua utilizacdo para elucidar as relacbes evolutivas em
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comunidades, familias, géneros e entre espécies relacionadas (Lahaye et al. 2008;
Kress et al. 2009; Kress et al. 2010; Hollingsworth et al. 2011).

Nesse contexto, embora as analises baseadas em sequéncias barcodes nao
tenham a perspectiva de ser uma ferramenta filogenética, principalmente, se
considerarmos seu arcabouco de andlise, que utiliza, por exemplo, métodos de
distancia genética e ndo de parcimoénia (Meyer & Paulay 2005), essas analises de
fato fornecem algum tipo de sinal filogenético (Ward et al., 2005; Valdez-Moreno et
al., 2009; Kress et al. 2010; Hollingsworth et al. 2011).

Assim, comeca a se delinear uma abordagem hibrida que combina o poder
discriminante dos DNA barcodes a filogenia. Aqui, cabe salientar que o matK, gene
plastidial (pertencente ao genoma do cloroplasto, cpDNA) que codifica a tRNA™®
(UUU) (Neuhaus & Link 1987) figura como um sério candidato nessa abordagem,
pois este €, sem duvida, pela sua taxa de variacdo, um dos genes mais utilizados
em reconstrucdes filogenéticas, principalmente em angiospermas (Soltis et al. 1998;
Hilu et al. 2003; Hilu et al. 2008).

Como visto, apesar dos diversos estudos ja conduzidos, ainda existem muitas
lacunas que devem ser preenchidas, especialmente, considerando a correta
identificacdo das espécies cultivadas de Xanthosoma. Neste sentido, a
implementacdo e o uso de ferramentas de identificacdo moleculares dotadas de
sinal filogenético, como os codigos de barra de DNA, pode representar uma
importante contribuicdo. Portanto, com base no exposto, o presente estudo visa
avaliar a aplicabilidade dos DNA barcodes na identificacdo molecular e na
elucidacéo das relagbes evolutivas em um grupo de dificil circunscricdo, como é o

caso das espécies cultivadas de taioba (Xanthosoma Schott, Araceae).

2. Metodologia

2.1. Obtencéo das amostras

Foi coletado material foliar fresco de 10 (dez) espécies, pertencentes ao
género Xanthosoma Schott (Araceae), mantidas em cultivo no Horto Botanico da
Universidade Catdlica de Brasilia — UCB (Campus I, Q.S. 07, lote 01 EPCT, Aguas

Claras Taguatinga, Distrito Federal). Cinco representam as principais espécies de

116



taioba cultivadas no mundo: Xanthosoma atrovirens, X. mafaffa, X. robustum, X.
taioba e X. violaceum. As cinco espécies restantes foram selecionadas com base na
filogenia proposta por Batista (2008): X. appendiculatum Schott, X. blandum Schott,
X. brasiliense (Desf.) Engl. e X. riedelianum Schott sdo espécies estreitamente
relacionadas a estas cultivadas e X. pottii E.G. Gon¢ pertence a uma linhagem
distinta das espécies anteriores (Tabela 1). Todas as espécies foram devidamente
identificadas pelo especialista em Araceae, Dr. Eduardo G. Gongalves (Universidade
Federal de Minas Gerais — UFMG). Essas amostras foram desidratadas em silica gel

e mantidas até o momento da extracao.

Tabela 1. Lista em ordem alfabética dos acessos amostrados pertencentes ao
género Xanthosoma Schott (Araceae), mantidos em cultivo no Horto Botanico da
Universidade Catolica de Brasilia — UCB, Distrito Federal — Brasil. UB: sigla do
Herbario da Universidade de Brasilia — UnB. ¥ Principais espécies de taioba
cultivadas no mundo; ® Espécies estreitamente relacionadas a essas espécies

cultivadas; e ® Espécie pertencente a uma linhagem diferente das demais.

Espécies Voucher Origem
Xanthosoma appendiculatum Schott”  Goncalves s.n. Belém, PA
Xanthosoma atrovirens K. Koch & .
() Gongalves s.n. Cultivado, RJ
C.D. Bouché
Xanthosoma blandum Schott® Goncalves 891 (UB) Manaus, AM
Xanthosoma brasiliense (Desf.) o
@ Boos s.n. Trinidad
Engl.
O Gongalves 1019 .
Xanthosoma mafaffa Schott Cultivado, SP
(UB)
~ @ Nhecolandia,
Xanthosoma pottii E.G. Gong. Goncalves 199 (UB) MS
Xanthosoma riedelianum Schott® Gongalves 763 (UB) Cultivado, MG
O Cultivado,
Xanthosoma robustum Schott Gongalves s. n. .
Florida
Xanthosoma taioba E.G.Gong.? Goncalves 911 (UB)  Areias, PB
Xanthosoma violaceum Schott™® Goncalves 184 (UB) Cultivado, DF
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Com base na filogenia proposta por Cabrera et al. (2008) foram selecionados
como grupo externo as seguintes espeécies: Acorus calamus L. (acesso no
GenBank®: AB040154), Alisma canaliculatum A. Braum & C.D. Bouché (acesso
AB040179), Tofieldia pusilla Pers. (AM920648) e Hedyosmum mexicanum C.
Cordem. (AM905824). Além dessas espécies foram ainda incluidas na analise
Colocasia esculenta (L.) Schott (AM920622), espécie de Araceae cultivada (taro),
também de interesse alimentar (tribo Colocasieae) e outras cinco espécies, que
assim como Xanthosoma, pertencem a tribo Caladieae-Zomicarpeae: Filarum
manserichense Nicolson (AM920617), Ulearum sagittatum Engl. (AM920616),
Scaphispatha gracilis Brongn. ex Schott (AM920615), Caladium lindenii (André)
Madison (AM920610) e Zomicarpella amazonica Bogner (AM920618).

2.2. Extracdo, Amplificagao e Sequenciamento de DNA

As etapas de Extracdo, Amplificacdo e o Sequénciamento de DNA foram
realizadas nos Laboratorios da Universidade Catodlica de Brasilia - UCB, localizados
no Campus Il, SGAN 916 Avenida W5, Brasilia, Distrito Federal.

O DNA de, aproximadamente, 100ng de folha foi extraido pelo método CTAB
(Doyle & Doyle 1987), modificado para o uso em sistema FastPrep® (Krackeler
Scientific, Inc.). O DNA total foi testado quanto a sua integridade por visualizagdo em
gel de agarose a 0,7-1%. A solucdo de DNA foi entdo aliquotada e mantida a -30°C
para as analises posteriores.

O DNA foi amplificado por meio de PCR (Polimerase Chain Reaction). A
reagcdo continha 20uL, constituidos, para cada regido, de 0,15uM de cada
oligonucleotideo, 0,20uM de cada dNTP, 1X Reaction buffer (10mM Tris-HCI, pH 8,3,
50mM KCI, 1,5mM MgCl,), 0,20mg/ml de BSA, 1,5U de Tag DNA polymerase
(Phoneutria, BR), e 0,15ng de DNA template. A temperatura de anelamento variou
entre 56 e 58°C, por 1min. A amplificacdo foi realizada no amplificador, marca Gene
Amp PCR System, modelo 9700 (Applied Biosystems, CA), com a seguinte
programacao: 96T por 2min (1 ciclo), 94C por 1min , 56C por 1min, 72T por 2min
(sendo, a cada ciclo, acrescentados 5seq) (35 ciclos) e 72C por 10min (1 ciclo).

Para a amplificacdo e o sequenciamento do matK, foram utilizados os primers
—19F (Gravendeel et al. 2001) e 2R (Steele & Vilgalys 1994) na amplificacao de toda
a ORF, incluindo o intron 3’ do trnK (~1900bp). Foram ainda utilizados os primers
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internos 390F e 1326R (Cuénoud et al. 2002) e 1034F e 533R (Batista, 2007), com a
finalidade de aumentar a sobreposicdo na regido. Os produtos de PCR obtidos
foram purificados com ExoSAP-IT® (USB Corporation).

Para o sequenciamento foi utilizado o sequienciador automatico ABI PRISM
377 (Applied Biosystems, CA) e o Kit de sequénciamento DYEnamicTM ET
terminator® (Amersham Pharmacia Biotech, Sweden), de acordo com as instru¢des
do fabricante. O sequenciamento foi realizado acrescentando 3ml de mix e 1uL de
DNA amplificado. Para a andlise das sequéncias e a obtencdo da fita consenso foi

utilizado o programa computacional SeqScape 2.5® (Applied Biosystems, CA).

2.3. Obtencéo do fragmento-alvo (sequéncia barcode)

Para manter o posicionamento e, consequentemente, a universalidade do
fragmento-alvo obtido frente a outras sequéncias barcodes ou nao-barcodes
depositadas no GenBank® (Benson et al. 2010) e/ou no BOLD® (Barcoding of Life
Data System, Ratnasingham & Hebert 2007), juntamente com as 20 sequéncias
anteriores foram alinhadas também cinco acessos de Arabidopsis thaliana (L.)
Heynh. (A. thaliana cultivar serl, acesso AF144373.1; A. thaliana cultivar nd1l,
acesso AF144375.1; A. thaliana cultivar no0O, acesso AF144376.1; A. thaliana cultivar
ka0, acesso AF144377.1; e A. thaliana cultivar su0, acesso AF144378.1). Todas
essas sequéncias foram alinhadas utilizando o programa ClustalW® (Thompson et
al. 1994), sendo os alinhamentos, posteriormente, verificados e editados
manualmente.

Para a obtencdo do fragmento-alvo, os primers XXF e ALI_R, propostos por
Dunning & Savolainen (2010), proprios para Alismatales, foram incluidos,
manualmente, aos alinhamentos anteriores, sendo a regiao compreendida entre 0s
primers entdo recortada (Figura 1). O fragmento-alvo obtido (sequéncia barcode) foi

utilizado para as demais analises e comparacoes.
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— Af—
XXF Fragmento-alvo de matK Al R

5 Sequéncia barcode (média 725pb) 3

|
1 Xanthosoma spp matK (1 a 1429) 1.492

1
1 Arabdopsis thaliana matK (1 a 1.515) 1.515

Figura 1. Posicionamento do fragmento-alvo (sequéncia barcode) em relacdo ao
gene matK das sequéncia obtidas para as diferentes espécies de Xanthosoma
Schott e a sequéncia de Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. E possivel ainda observar

a orientacao dos primers XXF e ALI_R, propostos por Dunning & Savolainen (2010).
2.4. Andlise das sequéncias

Apés esta etapa, foi estimada a distancia genética entre as espécies,
utilizando o modelo de substituicdo Kimura 2 Parametros — K2P (Kimura 1980). As
arvores foram geradas através do programa MEGA 5® (Tamura et al. 2011),
utilizando Neighbour-Joining (NJ), com teste de bootstrap (Felsenstein 1985) com
1000 réplicas. A escolha tanto do modelo substitituicdo, quanto do método de
distancia seguiram as recomendacdes propostas pelo Barcoding of Life Data System
(BOLD, Ratnasingham & Hebert 2007). A variacdo interespecifica foi calculada,
segundo Meyer & Paulay (2005), também usando o modelo K2P (Kimura 1980), com
base nas distancias genéticas estimadas entre as diferentes espécies. A
variabilidade existente foi avaliada através de parametros estatisticos (média e

desvio-padrao).
2.5. Andlise de sitios diagndsticos

Para avaliar melhor os limites da ferramenta de identificacdo, as sequéncias
das 10 espécies de Xanthosoma (Tabela 1) foram comparadas entre si. Conforme

Wong et al. (2009), essas sequéncias foram, inicialmente, visualizadas no programa

MEGA 5® (Tamura et al. 2011), sendo identificados, manualmente, todos os sitios
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variaveis, ou também chamados, sitios diagndsticos (Rach et al. 2008). Esses sitios
diagnosticos foram entdo utilizados na construgdo de uma nova matriz de
sequéncias alinhadas. Em seguida, dentre o0s sitios diagnodsticos, foram
selecionados somente o0s sitios diagndsticos puros, ou seja, aqueles que
apresentavam variagdo em apenas um dos taxons (sitios autoapomorficos). As
espécies foram, entdo, comparadas aos pares entre si. Sitios diagnésticos com

missing data foram desconsiderados.

3. Resultados e Discussao

O comprimento do fragmento-alvo (sequéncia barcode) de matK obtido foi de

695pb. A variacdo interespecifica média foi de 0,00396977 (+0,00169862) (Tabela

2). A matriz com todas as distancias genéticas encontra-se no Anexo |.

Tabela 2. Variacao interespecifica entre as espécies de Xanthosoma Schott.

Max. Min. Média DPadrdo

Variagéo
_ 5 0,0105 0,0 0,00396977 +0,00169862
interespecifica

A arvore de distancia genética € apresentada na Figura 2. Com base em sua
topologia foi possivel verificar que Araceae forma um agrupamento fortemente
suportado (bootstrap = 100). Dentro de Araceae, a primeira espécie a divergir é
Colocasia esculenta, pertencente a tribo Colocasieae (Mayo et al. 1997) (bootstrap =
100). Todas as espécies pertencentes a tribo Caladieae-Zomicarpeae (sensu Batista
2008) divergem a seguir, formando um sé grupo, também fortemente suportado
(bootstrap = 96). Caladieae-Zomicarpeae apresenta uma politomia composta por
Caladium lindenii que permanece isolado de outros trés grupos: o primeiro, formado
por Filarum manserichense e por Ulearum sagittatum Engl. (bootstrap = 99), o
segundo por Zomicarpella amazonica e Scaphispatha gracilis e o terceiro, e ultimo,

que agrupa todas as espécies de Xanthosoma (bootstrap = 98). No grupo formado
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pelas espécies de Xanthosoma, as espécies Xanthosoma pottii e X. riedelianum
permanecem agrupadas entre si (Grupo IlI) e formam um grupo distinto das demais
espécies de Xanthosoma. X. taioba aparece como espécie-irma (bootstrap = 100)
das espécies restantes (X. robustum, X. maffafa, X. brasiliense, X. blandum, X.
atrovirens, X. appendiculatum e X. violaceum) que juntas formam um grupo a parte

(Grupo ), bem suportado (bootstrap = 88).

Xanthosoma_robustum
Xanthosoma_mafaffa
Xanthosoma_brasiliense
Xanthosoma_blandum Grupo |
Xanthosoma_atrovirens

Xanthosoma_appendiculatum

as
90
@ Xanthosoma_violaceum i

Xanthosoma_taioba tribo Caladieae-Zomicarpeae
e Xanthosoma_pottii

Araceae

Grupo Il
85 L Xanthosoma_riedelianum

Zomicarpella_amazonica_(1)
iEE Scaphispatha_gracilis_(1)
Filarum_manserichense_(1)
100 i[ Ulearum_sagittatum_(1)

Caladium_lindenii_(1)

Colocasia_esculenta_(1) ] tribo Colocasieae

Acorus_calamus_(1)

Hedyosmum_mexicanum_(1)

Tofieldia_pusilla_(1)

Alisma_canaliculatum_(1)

010 0,08 0.0§ 0.04 0.02 0.00

Figura 2. Arvore com as espécies de Xanthosoma Schott, baseada nas sequéncias
do fragmento-alvo (sequéncia barcode) de matK (Neighbor-joining — NJ, Kimura —
2P, MEGA 5®).

Considerando-se apenas as espécies cultivadas de Xanthosoma, ainda com
base na Figura 2, é possivel notar que as espécies X. robustum, X. maffafa, X.
brasiliense, X. blandum, X. atrovirens, X. appendiculatum e X. violaceum (Grupo I)
apresentaram 0% de variacao interespecifica entre si, ou seja, apresentam a mesma
identidade molecular. Por sua vez, podemos notar também que X. pottii, X.
riedelianum e X. taioba comportaram-se como unidades independentes e distintas
destas sete espécies anteriores.

Em situacbes como esta, na qual os métodos de distdncia ndo foram

suficientes para discriminar entre sequéncias barcodes extremamente similares, a
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analise dos sitios diagndsticos pode representar uma possibilidade adicional para a
identificacdo das espécies (Rach et al. 2008; Tavares & Baker 2008; Wong et al.
2009; Gongalves 2009).

Segundo Rach et al. (2008), na analise de sitios diagndsticos cada sitio das
sequéncias de nucleotideos pode ser tratado como se fosse um carater, sendo as
bases (A, T, C e G) variacbes nesse estado de carater. Assim, segundo esses
autores, diferencas na composicao dos sitios que apresentam alguma variacéo entre
as espécies poderiam ser utilizadas no reconhecimento de unidades taxondémicas.
Porém, segundo Wong et al. (2009), ndo basta apenas que o0s sitios apresentem
alguma variacdo na composicdo de seus caracteres. Como 0 objetivo € a
identificacdo de unidades taxonémicas distintas € preciso que uma espécie
apresente um estado em determinado sitio e a outra um estado distinto da primeira
para esse mesmo sitio. Nesse caso, apenas 0s sitios diagnésticos puros poderiam
ser utilizados na separacao, inequivoca, entre duas espécies.

Entre as 10 espécies de Xanthosoma analisadas existem apenas 10 sitios
diagnésticos. Desses, apenas seis sao diagnosticos puros (Tabela 3). As espécies
X. pottii e X. taioba apresentaram substituicdes diagnosticas suficientes para
distingui-las entre si e também com relacdo as demais espécies. Contudo, as
espécies X. robustum, X. maffafa, X. brasiliense, X. blandum, X. atrovirens, X.
appendiculatum, X. violaceum e X. riedelianum n&o apresentaram qualquer
diferenca entre si formando, deste modo, uma UuUnica unidade bioldgica. As
sequéncias barcodes completas destas dez espécies de Xanthosoma sé&o

apresentadas no Anexo Il.
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Tabela 3. Posicao relativa e composicdo dos sitios diagnosticos para cada uma das
10 espécies de Xanthosoma Schott (Araceae) analisadas. @ Fragmento-alvo de
matK de 695pb recortado a partir das sequéncias originais de Xanthosoma Schott
utilizando os primers XXF e ALI_R, propostos por Dunning & Savolainen (2010). @
Sequéncia de Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. Total = 1536pb (originalmente,
1515pb + 21 gaps nas posi¢cdes 599-608, 616-623 e 774-774).

Espécie Nucleotideos diagndsticos
Posicdo na sequéncia barcode ™ 57 143 172 259 398 525
Posicio na sequéncia de A. thaliana @ 605 691 720 807 946 973

Xanthosoma appendiculatum Schott
Xanthosoma atrovirens K. Koch & C.D. Bouché
Xanthosoma blandum Schott

Xanthosoma brasiliense (Desf.) Engl.
Xanthosoma robustum Schott

Xanthosoma mafaffa Schott

Xanthosoma violaceum Schott

Xanthosoma riedelianum Schott

Xanthosoma taioba E.G. Gong.

O >» » » » » » >» > >
O >» OO0 0 0O OO0 00
> 0O >» >» » » » > > >
- 0O 0 0 60 6 0 60 06 6
>0 O O 0O 0O O o000
= O 0O 0O 0O 0O 0O 0 0 0

Xanthosoma pottii E.G. Gong.

Portanto, nem mesmo através da analise dos sitios diagndsticos presentes na
sequéncia barcode de matK foi possivel recuperar a identificacdo molecular
inequivoca de X. robustum, X. maffafa, X. brasiliense, X. blandum, X. atrovirens, X.
appendiculatum e X. violaceum.

Porém, embora uma identificacdo especifica ndo tenha sido alcancada, estes
resultados indicam que estas sete espécies de Xanthosoma tém uma historia
evolutiva muito préxima, o que explicaria porque divergéncias em seu DNA ainda
nao estariam fixadas. Aqui encontra-se uma das maiores limitacdes em uma
abordagem DNA barcoding: a dificuldade no reconhecimento de espécies
recentemente irradiadas, principalmente se estas espécies ainda estiverem
compartilhando haplotipos (Hebert et al. 2003a; Hebert et al. 2009; Lukhtanov et al.

2009; Valdez-Moreno et al. 2009), como pode ser o caso de Xanthosoma.
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Numa abordagem DNA barcodes sensu stricto, que tem como objetivo a
identificacdo especifica (Hebert et al. 2003a), poderiamos simplesmente aceitar que
nao foi possivel reconhecer molecularmente, com base no fragmento-alvo de matK,
as espécies cultivadas de Xanthosoma. Contudo, os mesmos resultados, vistos a luz
de uma abordagem DNA barcodes latu sensu (Xue & Li 2011), poderiam ser
considerados importantissimos e bastante elucidativos com relacdo a sistematica
das espécies cultivadas de Xanthosoma, com sérias implicagbes, ndo sO na
circunscricdo propriamente dita dessas espécies, mas também no reconhecimento e
analise de seus padrdes de diversidade e evolucao.

Para tanto, inicialmente, devemos considerar que seja qual for a abordagem
DNA barcoding considerada, o conceito de espécie adotado €, basicamente
filogenético, ou seja, as espécies sdo unidades taxondmicas que compartilham um
anico ancestral comum, formando assim grupos monofiléticos (Hebert et al. 2003a).
Assim, o Grupo |, composto por X. robustum, X. maffafa, X. brasiliense, X. blandum,
X. atrovirens, X. appendiculatum e X. violaceum, formaria uma sO unidade
taxondmica, inclusive, como visto, com divergéncia nucleotidica igual a zero (Figura
2), pelo menos para o marcador utilizado.

Contudo, Gongalves (2011) reconhece uma série de caracteristicas
morfolégicas, suficientes para sua identificacdo e circunscricgdo taxondmica.
Segundo este autor, X. robustum, embora bastante variavel, tem como principais
caracteristicas a presenca, nos individuos adultos, de caule epigeo e folhas com 7-
12 nervuras laterais (Figura 3, A-B). Além disso, seus estaminddios nunca sao
réseos. Ja X. mafaffa apresenta folhas grandes e patentes, com peciolos cerosos e
usualmente réseos em sua porgcdo distal (Fig. 3, C). Suas inflorescéncias
apresentam estaminoddios de cor rosa (Fig. 3, D). X. brasiliense € a unica espécie
cultivada com folhas hastadas a subpedadas, com cormos grandes e nunca
arredondados (Figura 4, A). Por sua vez, X. blandum € caracterizada pelos cormos
cilindricos e ramificados e pelas folhas com lébulos posteriores agudos e algo
extrorsos (Fig. 4, B). Suas inflorescéncias também apresentam estaminodios de
coloragdo résea. X. atrovirens pode ser reconhecida pela coloracdo verde escura da
superficie adaxial das folhas que, quase sempre, apresentam o apice dos l6bulos
arredondados (Fig. 4, C). Ainda, embora X. atrovirens apresente 0s peciolos
recobertos por uma camada cerosa, que lhes confere um aspecto azulado, ao

contrario de X. violaceum, quando a cera € retirada, seus peciolos ndo sédo
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arroxeados. Ja em X. violaceum, invariavelmente, os peciolos, as nervuras e 0s
pedunculos sdo arroxeados, mesmo apds a retirada da camada cerosa que 0S
recobre. Esta ultima espécie também tem estaminddios de cor rosa (Fig. 4, D). Por
fim, X. appendiculatum apresenta folhas verde-escuras com um apéndice foliaceo
em sua superficie abaxial, caracteristica que a distingue de todas as outras espécies
cultivadas (Figura 5, A).
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Figura 3. Espécies cultivadas de Xanthosoma Schott (Araceae). A. Folhas de X.
robustum Schott. B. Detalhe do caule epigeo de X. robustum Schott. C. Detalhe da
folna de X. maffafa Schott. D. Detalhe da espadice de X. maffafa Schott. Fotos

cedidas por E.G. Goncalves.
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Figura 4. Espécies cultivadas de Xanthosoma Schott (Araceae). A. Habito de X.
brasiliense (Desf.) Engl. B. Habito de X. blandum Schott. C. Detalhe da folha de X.
atrovirens K. Koch & C.D. Bouché. D. Detalhe da espadice de X. violaceum Schott.

Fotos cedidas por E.G. Gongalves.
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Figura 5. Espécies cultivadas de Xanthosoma Schott (Araceae). A. Detalhe das
folhas de X. appendiculatum Schott. B. Habito de X. taioba E.G. Gon¢. C. Habito de
X. sagittifolium (L.) Schott. D. Detalhe da espadice de X. sagittifolium (L.) Schott.

Fotos cedidas por E.G. Gongalves.
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Esse impasse pode ser resolvido se considerarmos X. robustum, X. maffafa,
X. brasiliense, X. blandum, X. atrovirens, X. appendiculatum e X. violaceum como
taxons infra-especificos de uma Unica espécie. Assim, continuariamos a manter uma
s6 unidade taxondmica e as formas continuariam a ser distintas morfologicamente,
como ocorre com Brassica oleracea (Ananga et al. 2008) e com Colocasia esculenta
(Rao et al. 2010).

Num primeiro momento, poderiamos pensar em X. sagittifolium como sendo
essa espécie. Nesse contexto, X. robustum, X. maffafa, X. brasiliense, X. blandum,
X. atrovirens, X. appendiculatum e X. violaceum seriam variedades ou cultivares de
X. sagittifolium. Circunscri¢cdes similares ja haviam sido propostas anteriormente por
Bunting (1979) e Giacometti & Léon (1994), porém lhes faltava maior embasamento.
Embora plausivel, ao adotarmos essa circunscricdo, necessariamente precisariamos
ter sequenciado X. sagittifolium, o que, infelizmente, ndo foi possivel. Isto porque
somente em 2011 a espécie brasileira considerada X. sagittifolium foi reconhecida
como distinta (X. taioba) por Gongalves (2011), principalmente por apresentar as
nervuras secundarias mais claras que o limbo e nunca desnudadas na base, além
de estaminddios réseos (Figura 5, B). Por sua vez, X. sagittifolium tem nervuras
secundérias concolores e estaminddios amarelados (Fig. 5, C-D). Xanthosoma
taioba aparece em nossas analises como espécie-irmad do Grupo |, claramente
distinta e independente destas sete espécies, tanto pela andlise de sitios
diagnésticos (Tabela 3) quanto pela arvore de distadncias genéticas (Figura 2),
corroborando a circunscricdo dada por Gongalves (2011). Alias, os altos indices de
suporte encontrados indicariam que essa arvore de distancias evidenciaria, de
alguma forma, as relacbes evolutivas entre as espécies, para 0 marcador
considerado, ndo sendo os agrupamentos apenas um artefato da analise (Schneider
2003, Meyer & Paulay 2005; Goncalves 2009; Moniz & Kaczmarska 2010).

Se considerarmos a distribuicdo geografica original das 10 espécies de
Xanthosoma estudadas e uma ainda nao estudada (X. sagittifolium), podemos notar
gue as espécies cultivadas estariam distribuidas em trés padrées caracteristicos: um
grupo mais ao leste da Ameérica do Sul, outro na América Central continental e no
norte da América do Sul e um terceiro na porcao insular da América Central (Figura
6).
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Figura 6. Distribuicdo geografica original das 10 espécies de Xanthosoma Schott
(Araceae) estudadas e de Xanthosoma sagittifolium (L.) Schott.

O grupo mais ao leste da América do Sul seria formado por X. riedelianum e
X. taioba. Segundo Goncalves (2011), embora a distribuicdo de X. riedelianum né&o
seja clara, esta espécie é ha muito tempo cultivada na regido sudeste do Brasil. O
mesmo acontece com X. taioba, que ocorria originalmente ao longo da costa
brasileira.

O grupo distribuido na América Central continental e no norte da América do
Sul seria formado por seis espécies: X. mafaffa, X. robustum e X. violaceum que
ocorreriam da Costa Rica ao Meéxico (Ameérica Central continental) e por X.
atrovirens, X. blandum e X. appendiculatum distribuidas em paises como a

Venezuela, a Guiana Francesa e o norte do Brasil.
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X. sagittifolium, espécie normalmente confundida com X. mafaffa e X.
robustum, seria a Unica espécie a integrar o terceiro grupo e permaneceria isolada
geograficamente das demais, sendo, originalmente, distribuida nas Antilhas, Antilhas
Espanholas e na Jamaica. A distribuicdo original de X. brasiliense ainda permanece
desconhecida, pois essa espécie nunca foi coletada na natureza (Gongalves 2011),
mas seu cultivo ainda restringe-se ao norte da América do Sul, especialmente
Venezuela e Trinidad-Tobago (J. Boos, com. pess.).

O arranjo descrito parece corresponder aos padrbes de distribuicdo e
migracdo dos principais grupos indigenas, tanto formadores do ramo Tupi, que
segundo Noelli (1996), Heckenberger et al. (1998) e Pereira (2000), teriam se
originado na regido amazonica e migrado para o litoral até as regides sudeste e sul
do Brasil, quanto de outras etnias amerindias em constante fluxo migratério e
contato com povos caracteristicos da América Central, como 0s olmecas e 0s maias
(Stoltman et al. 2005; Bruhns et al. 2007). Além desses, 0s grupos caribes também
tém origem provavelmente nas Guianas e teriam colonizado o arquipélago caribenho
(Souza 1993; Meira & Franchetto 2005; Meira 2006). Merecem destaque ainda os
Macuxis, etnia também originada nas Guianas que teria se deslocado para o interior
do territério brasileiro (Santilli 2004). Nesse contexto, poderiamos inferir que,
inicialmente, as Xanthosoma foram domesticadas na por¢do norte da América do
Sul, na regido amazobnica, e depois teriam migrado para a América Central
continental e para o litoral brasileiro acompanhando a movimentagdo destes grupos
humanos (Figura 7). Isso vai de encontro ao ponto de vista de Clement (1989), que
cita a origem de Xanthosoma como sendo as areas baixas da regido Amazénica.
Processos antropicos como a domesticacdo, a selecdo de cultivares e a
transferéncia de germoplasma parecem ter sido determinantes para que a unidade
taxondmica, formada pelas espécies que compdem o Grupo |, apresentasse
suficiente variacao fenotipica, porém ainda se mantivesse coesa no que diz respeito

as sequéncias de matk.
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Figura 7. Possiveis processos de expansédo e colonizacdo das espécies cultivadas

de taioba (Xanthosoma Schott, Araceae).

Assim, o complexo “X. atrovirens + X. blandum + X. appendiculatum” formaria,
num primeiro momento, a base fundadora da unidade taxondmica “X. atrovirens™.
Alias, muitas variedades tém sido atribuidas a X. atrovirens (Gongalves 2011),
dentre elas, X. appendiculatum (sensu Engler & Krause 1920) que apenas
recentemente recuperou o status de espécie com base nos estudos filogenéticos de
Batista (2008). Este mesmo estudo, além de mostrar X. appendiculatum como,
filogeneticamente, distinta de X. atrovirens, posiciona X. mafaffa, X. blandum, X.

violaceum, X. brasiliense e X. robustum como tédxons relacionados a X. atrovirens.

* X. atrovirens foi escolhida para designar a unidade taxondmica, pois é o tdxon mais antigo.
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Alids, X. appendiculatum €, popularmente conhecida como tambataja, espécie
associada a um mito proprio da etnia Macuxi (Goncalves 2011).

Com a expansao para o norte (natural ou associada a grupos humanos) e
colonizagcdo de novos ambientes, possivelmente, tem-se um segundo momento, no
qual “X. atrovirens” veio a apresentar as variacoes tipicas do complexo “X. mafaffa +
X. robustum + X. violaceum”. Gongalves (2011) afirma que X. robustum é uma
espécie extremamente variavel, e que é normalmente confundida com X. mafaffa, da
qual difere pela auséncia de estamin6deos réseos e por ndo apresentar estigmas
amarelo brilhantes. Aqui € conveniente ressaltar que neste mesmo estudo este autor
considera X. roseum Schott como sinbnimo de X. mafaffa, enquanto outros autores
como Standley & Steyermark (1958), por sua vez, consideram X. roseum uma
sinonimia de X. robustum. X. blandum, espécie que ocorre no norte da América do
Sul, também ja foi considerada uma variedade de X. mafaffa por Engler & Krause
(1920). X. violaceum, assim como X. blandum e X. mafaffa apresenta estaminodios
de cor rosa, porém é distinta destas espécies por apresentar, invariavelmente, os
peciolos e os pedunculos arroxeados (Gongalves 2011). Assim, pelo exposto, fica
clara a estreita relagdo que as espécies de ambos os complexos guardam entre si e
com relacdo as demais. Também ¢é evidente a sua dificuldade de correta
circunscricéo taxonémica.

Com base na sua afinidade morfolégica com o complexo “X. mafaffa + X.
robustum + X. violaceum” podemos inferir que X. sagittifolium, possivelmente,
representaria um evento de dispersdo desses germoplasmas do continente centro-
americano para a por¢do insular do América Central, mas ndo possuimos aqui
dados que corroborem estes fatos, pela auséncia de sequéncia de X. sagittifolium.
Finalmente, X. riedelianum e X. taioba, ocorrentes no leste da Ameérica do Sul,
teriam sua distribuicdo associada ao fluxo migratério caracteristico do ramo Tupi.
Aqui € importante salientar que outros grupos vegetais cultivados apresentam
distribuicdo similar, também estreitamente relacionada com o fluxo migratorio das
comunidades indigenas americanas, como é o caso de Theobroma L. (Motamayor et
al. 2002).

Alguns aspectos citogenéticos também corroboram esse arranjo em algumas
das principais espécies cultivadas como taxons infra-especificos de “X. atrovirens”.
Sales (2010, dados néo publicados), em um estudo citogenético preliminar afirmou

existir variacdo no numero de cromossomos entre as espécies de taioba. Das 19
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espécies por ela analisadas, 12 (64%) apresentam 2n=26. Estariam nesse grupo X.
robustum, X. maffafa, X. brasiliense, X. blandum, X. atrovirens e X. violaceum que,
com excecao de X. appendiculatum, formam, exatamente, o Grupo | (Figura 2). X.
appendiculatum, X. taioba e X. riedelianum seriam espécies tripldides (2n=39). De
qualguer maneira, algumas destas espécies podem ser resultado de hibridizacao
com grupos ndo tdo préximos, mas que mantiveram a linhagem plastidial materna,
gerando a baixa diferenciacéo na sequéncia do matK. Além disso, com o cultivo e a
propagacdo destas espécies, possivelmente podem ter ocorrido variacbes no
namero cromossémico, como triploidia (Guerra, 1988). Estas variacdes podem ter
sido acompanhadas de alteracdbes morfolégicas, como no caso de X
appendiculatum (2n=39), distinta das demais pela presenca de um apéndice folidceo
na superficie adaxial de suas folhas (Gongalves 2011). Ja& em X. taioba e X.
riedelianum (2n=39), esta triploidia aliada a disjuncdo geografica, teriam permitido
gue essas espeécies seguissem um caminho evolutivo particular.

Portanto, os DNA barcodes, tomados em uma abordagem sensu lato,
apontam para uma nova circunscricdo taxon6mica em Xanthosoma. Nessa
circunscricéo, “X. atrovirens” formaria uma unica unidade taxondmica, composta por
seis variedades ou cultivares. Assim as principais espécies cultivadas de taioba
seriam, na verdade, uma unica espécie, com marcada amplitude de variacédo
fenotipica, alcangcada tanto por processos naturais quanto pela intervencdo do
homem. Um caso muito similar ocorreu em C. esculenta, outra espécie de Araceae
de interesse alimentar, cujas diversas cultivares sédo distintas morfologicamente, mas
formam uma Unica categoria infra-especifica (Rao et al. 2010). Corroborariam tal
afirmacao aspectos morfolégicos, citogenéticos, geograficos e evolutivos.

4. Conclusao

Os resultados obtidos apontam para duas possiveis conclusdes. A primeira é
que a abordagem coédigo de barras de DNA foi capaz de detectar uma espécie
fortemente polimorfica (“X. atrovirens”) a partir de um complexo de entidades
historicamente consideradas como espécies distintas (X. robustum, X. maffafa, X.
brasiliense, X. blandum, X. atrovirens e X. violaceum). A segunda possivel

conclusédo - antagdnica em relacdo a primeira - é que, realmente, os DNA barcodes
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apresentam uma séria limitagdo, ndo sendo capazes de recuperar, de forma
inequivoca, a identificacdo de espécies irradiadas recentemente, como parece ser 0
caso das principais espécies cultivadas de taioba (Xanthosoma, Araceae). De
qualquer forma, como visto, a abordagem DNA barcodes pode ir muito além do
reconhecimento inequivoco de espécies. Ao aliarmos a essa ferramenta
conhecimentos adicionais sobre a morfologia, a ecologia, a taxonomia e os padroes
evolutivos do grupo, os DNA barcodes passam a figurar também como uma
ferramenta preliminar, porém consistente, de interpretacdo evolutiva, sobretudo, se
considerarmos a existéncia de forte sinal filogenético na sequéncia barcode de matK

estudada.

5. Recomendacgdes

Mesmo considerando o fragmento-alvo de matK como uma ferramenta capaz
de recuperar agrupamentos com significado biolégico, a variacdo molecular entre X.
robustum, X. maffafa, X. brasiliense, X. blandum, X. atrovirens, X. appendiculatum e
X. violaceum nao foi detectada através do uso desta ferramenta. Assim, além do
aumento do desenho amostral que deve contemplar, obrigatoriamente, mais de uma
sequéncia para cada espécie, pertencentes a acessos distintos geograficamente,
recomendamos ainda a utilizagdo de outras ferramentas moleculares, tais como
RAPD (Random Amplification of Polymorphic DNA) e microssatélites, ja aplicadas
com grande sucesso em C. esculenta (Rao et al. 2010), para a adequada analise da
variabilidade genética em Xanthosoma. Além disso, apds o sequenciamento de X.
sagittifolium recomenda-se também a utilizacdo de analises filogenéticas, que
envolvam mais marcadores, de diferentes origens, para o adequado entendimento
das relagbes evolutivas e dos processos de colonizagdo em Xanthosoma.
Entendemos que, s6 entdo, uma adequada re-circunscricdo de “X. atrovirens”

podera ser adequadamente avaliada e proposta.
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Anexo |. Matriz de distancias genéticas para as diferentes espécies cultivadas de Xanthosoma Schott (Araceae), baseada nas

sequéncias do fragmento-alvo (sequéncia barcode) de matK (Kimura — 2P, MEGA 5®).

Acorus cal anus

Ali sma canal i cul at um
Tofieldia pusilla
Hedyosnmum nexi canum
Col ocasi a escul enta

Zom car pel |

a anmzoni ca

Fi | arum manseri chense
U earum sagi ttatum
Scaphi spatha gracilis

Cal adium | i
Xant hosonma
Xant hosoma
Xant hosonma
Xant hosoma
Xant hosonma
Xant hosoma
Xant hosonma
Xant hosoma
Xant hosoma
Xant hosonma

ndeni i
appendi cul atum
atrovirens
bl andum
brasiliense
r obust um
maf af f a
pottii

ri edel i anum
t ai oba

vi ol aceum

0, 2361 -

0, 1703 0, 1850 -

0, 1557 0, 2286 0, 1441 -

0,1739 0,2112 0, 1364 0, 1649 -

0, 1815 0, 2052 0, 1327 0, 1719 0, 0415 -

0, 1894 0, 2096 0, 1437 0, 1820 0, 0447 0, 0289 -

0, 1876 0, 2077 0, 1401 0, 1801 0, 0447 0, 0274 0, 0105 -

0, 1857 0, 2134 0, 1309 0, 1760 0, 0431 0, 0075 0, 0305 0, 0289 -

0, 1740 0, 2092 0, 1291 0, 1684 0, 0336 0, 0197 0, 0274 0, 0258 0, 0212 -

0, 1821 0, 2098 0, 1314 0, 1744 0, 0400 0, 0197 0, 0289 0, 0274 0, 0212 0, 0197
0, 1821 0, 2098 0, 1314 0, 1744 0, 0400 0, 0197 0, 0289 0, 0274 0, 0212 0, 0197
0, 1821 0, 2098 0, 1314 0, 1744 0, 0400 0, 0197 0, 0289 0, 0274 0, 0212 0, 0197
0, 1821 0, 2098 0, 1314 0, 1744 0, 0400 0, 0197 0, 0289 0, 0274 0, 0212 0, 0197
0, 1821 0, 2098 0, 1314 0, 1744 0, 0400 0, 0197 0, 0289 0, 0274 0, 0212 0, 0197
0, 1821 0, 2098 0, 1314 0, 1744 0, 0400 0, 0197 0, 0289 0, 0274 0, 0212 0, 0197
0, 1860 0, 2100 0, 1350 0, 1783 0, 0448 0, 0243 0, 0336 0, 0258 0, 0258 0, 0243
0, 1823 0, 2100 0, 1315 0, 1746 0, 0400 0, 0197 0, 0289 0, 0243 0, 0212 0, 0197
0, 1820 0, 2096 0, 1295 0, 1743 0, 0400 0, 0197 0, 0289 0, 0274 0, 0212 0, 0197
0, 1821 0, 2098 0, 1314 0, 1744 0, 0400 0, 0197 0, 0289 0, 0274 0, 0212 0, 0197
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Anexo |. (Continuacgéao).

11 12 13 14 15 16 17 18

19

20

Acorus cal anmus

Ali sma canalicul atum
Tofieldia pusilla
Hedyosmum nexi canum
Col ocasi a escul enta
Zom car pel | a amazoni ca
Fi | arum manseri chense
U earum sagi ttatum
Scaphi spatha gracilis
Cal adi um | i ndeni i

Xant hosoma appendi cul at um

Xant hosonma atrovirens
Xant hosoma bl andum
Xant hosoma brasiliense
Xant hosonma r obustum
Xant hosoma naf af f a

Xant hosoma pottii

Xant hosoma ri edel i anum
Xant hosona t ai oba

Xant hosoma vi ol aceum

0, 0000 -

0, 0000 0, 0000 -

0, 0000 0, 0000 0, 0000 -

0, 0000 0, 0000 0, 0000 0, 0000 -

0, 0000 0, 0000 0, 0000 0, 0000 0, 0000 -

0, 0105 0, 0105 0, 0105 0, 0105 0, 0105 0O, 0105 -

0, 0060 0, 0060 0, 0060 0, 0060 0, 0060 0, 0060 0, 0045 -

0, 0060 0, 0060 0, 0060 0, 0060 0, 0060 0, 0060 0, 0105 0, 0060 -
0, 0000 0, 0000 0, 0000 0, 0000 0, 0000 0, 0000 0, 0105 0, 0060 0, 0060 -
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Anexo Il. Sequéncias completas do fragmento-alvo (sequéncia barcode) de matK

das diferentes espécies cultivadas de Xanthosoma Schott (Araceae) (MEGA 5®). Os

sitios diagndsticos puros estdo em negrito.

HXAXXXXXXXXX

HAXXXXXXXXX HAXHXHXXXXXXX

HKAXXXXXXXXX

12345678901234567890123456789012345678901234567890
t ai oba CTTTTTTCACGAATATCATAATTGGAATAATCTTATTACTCCAAAGAAAT 50
appendi cul atum ............. T
AL T OVI T NS
bl andum e
brasi i BNSe L
FODUSE UM
maf af fa e
POt LI i
riedel i anum L e
Vi Ol @CBUM e

12345678901234567890123456789012345678901234567890
t ai oba CTAACTATTATGGT TTTTCAAAAGAGAATCCAAGACTCTTTTTGITCCTA 100
appendi cul at um ...
AL OV T NS e
bl andum
brasi | i eNsSe e
FODUST UM e
maf af fa
pottii ... G
riedel i anuUm L
Vi Ol @CBUM e

12345678901234567890123456789012345678901234567890

t ai oba TATAATTCTTATGTGGT TGAATGCGAATCCATATTTGITTTTATCCGTAA 150
appendi cul atum ... .. e C......
AL T OVI T NS e e C......
bl andum e C......
brasili ense .. e C......
FODUSt UM C......
maf af fa C......
POL LI i e C......
riedelianum L e C......
Vi Ol aCBUM e C......

12345678901234567890123456789012345678901234567890

t ai oba ACAATCCTCTTATTTACGATCCACATCTTCTGGAACCTTTCTTGAGCGAA 200
appendi culatum ........ ... .. L. A
atrovirens L. A
bl andum ... A
brasiliense ... .. .. . .. . .. A
robustum ... A
mafaffa ... A
pottii A Coooviii
riedelianum ... ... . Ao C...........
violaceum ... A
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Anexo Il. (Continuacgdo).

12345678901234567890123456789012345678901234567890
t ai oba CACATTTCCATGAAAAAATAGAACAACATCTCGTAGTACTTTGITGTAAT 250
appendi cul at um ...
AL OV T NS e
bl andum
brasi | i eNsSe e
FODUST UM e
maf af fa
POt L i
riedel i anuUm L
Vi Ol @CBUM

HKAXXXXXXXXX

12345678901234567890123456789012345678901234567890
t ai oba GATTTTCAGAAAACCCTATGGTTGCTCAAGGATCCTTTCATGCATTATGT 300
appendi cul at um ...
AL T OVI T NS
bl andum e
brasi i BNSe L
FODUSE UM e
maf af f a
pottii ..., T T
riedelianum ... T
Vi Ol @CBUM

HXAXAXAXXXXXXX

12345678901234567890123456789012345678901234567890
t ai oba TAGATAT CAAGGAAAATCAATTCTGGCTTCAAAAGGGACTCGICTTCTGA 350
appendi culatum . ..... ... . ... o T
atrovirens L 8
bl andum L 8
brasiliense ... .. ... 8
robustum L P SY.......
mafaffa T
POt L i i
riedel i anum
violaceum L T

HKAXXXXXXXXX

12345678901234567890123456789012345678901234567890
t ai oba TGAAGAAATGGAAATCTTACTTTGTCAATTTTTGGCAATGTCATTTTCAC 400
appendi cul at um ...
AL OV T NS e
bl andum e
brasi | i eNsSe e
FODUSE UM
maf af f a
POt ti i A .
riedel i anum L e
Vi Ol @CBUM

HKAXXXXXXXXX

12345678901234567890123456789012345678901234567890
t ai oba TTTTGGICTCAACCCT GTAGGATCCACATAAACCAATTCTCAAATTTTTC 450
appendi cul at um ...
AL T OVI T NS
bl andum
brasi i BNSe L
FODUSE UM
maf af fa e
pottii T
riedel i anum L
Vi Ol @CBUM e

HKAXHXHXXXXXXX
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Anexo Il. (Continuacgdo).

12345678901234567890123456789012345678901234567890
t ai oba TTTCCATTTTCTGGGTI TATCTTTCAAGT GTACCAATAAATCCTTCAGCGG 500
appendi cul at um ...
AL T OVI T NS
bl andum
brasi i BNSe L e
FODUST UM e
maf af fa e
POt LI i
riedel i anuUm L
Vi Ol @CEUM

HKAXXXXXXXXX

12345678901234567890123456789012345678901234567890
t ai oba TAAAGAGTCAAATGCCTAGAGAATTCTTTTTTAATAGATACTGITACTAAA 550
appendi cul at um ...
AL T OV T NS
bl andum
brasi | i eNsSe e
FODUST UM e
maf af f a
POt L i
riedel i anum L e
Vi Ol @CBUM e

HXAXXXXXXXXX

12345678901234567890123456789012345678901234567890
t ai oba AAATTCGAAACTATAGT TCCAATTATTTCTATGGTTGGATCATTGTCAAA 600
appendi cul at um ...
AL T OV T NS
bl andum
brasi i BNSe L e
FODUSE UM e
maf af fa
POt LI i
riedel i anum L e
Vi Ol @CBUM

HKAXXXXXXXXX

12345678901234567890123456789012345678901234567890
t ai oba AGCGAAATTTTGTAACGTATCGGGGAATCCTATTAGTAAACCAGTITTGGG 650
appendi cul at um ...
AL T OV T NS e
bl andum
brasi | i eNsSe e
FODUST UM e
maf af fa e
POt L i i
riedel i anuUm L
Vi Ol @CBUM

HKAXXXXXXXXX

123456789012345678901234567890123456789012345
t ai oba CCGATTTGTCAGATTCTGATATTATTGATCGGT TTGGTCGGATAT 695
appendiculatum ......... .. .. .. ... ... Ao
AtrOVI TeNS Ao
bl andum Ao
brasiliense ... ... Ao
robustum L Ao
mafaffa Ao
POL L0
riedel i anum L
violaceum L Ao

HKAXXXXXXXXX
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CAPITULO 3 — Lorenzia umbrosa E.G. Gong. sp. nov. inéd.: um estudo de caso
do uso de DNA barcodes na identificagdo molecular de um novo tdxon em

Araceae.®

RESUMO

A capacidade de identificar com precisdo as espécies, ou qualquer outro nivel
taxon6mico, é fundamental para a pesquisa e o estudo da diversidade biolégica.
Porém, o niumero de especialistas disponiveis € hoje muito menor que a demanda.
Nesse contexto, ferramentas moleculares de identificagdo, como os DNA barcodes,
podem representar uma alternativa para a identificacdo de materiais bioldgicos
portadores de DNA intacto. Assim, foi objetivo do presente capitulo avaliar a
funcionalidade e a precisdo da abordagem barcode em recuperar, de forma
inequivoca, a identificacdo molecular de um taxon desconhecido para a ciéncia
(AraceaeX). O fragmento-alvo de matK (sequéncia barcode) obtido para AraceaeX
foi comparado aos demais acessos de Araceae que formavam o Perfil de
Referéncia, construido no Capitulol. Foi possivel verificar que a sequéncia
desconhecida (AraceaeX) guardava estreita relacdo com o género monoespecifico
Bognera Mayo & Nicolson, pertencente a tribo Spathicarpeae, porém diferia deste
molecular e morfologicamente. Os resultados aqui apresentados serviram como
base para a descricdo de um novo género em Araceae: Lorenzia E.G. Gong. gen.
nov. inéd., instituido pela criacdo da espécie Lorenzia umbrosa E.G. Gong. sp.nov.
inéd., anteriormente denominada AraceaeX. Porém, € preciso ressaltar que esta
ferramenta molecular, embora poderosa, ndo substitui o trabalho do sistemata,
sendo seu resultado extremamente dependente, em Ultima andlise, dos estudos

deste profissional.

® E conveniente salientar que com esse estudo o autor ndo tem a intencdo de publicar nenhum dos
nomes inéditos aqui apresentados. Esses serdo publicados posteriormente em literatura

especializada.
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Chapter 3 — Lorenzia umbrosa E.G. Gong. sp.nov. inéd.: a case-study using

DNA barcodes for the molecular identification of a new taxon in Araceae®.

ABSTRACT

The ability to accurately identify organisms at the species level or at any other
taxonomical level is critical to research and study the biological diversity. However,
the number of specialists available today is smaller than the demand which makes
difficult to achieve proper organism identification. In this context, molecular
identification tools such as DNA barcodes, may represent an alternative to identify
biological materials with intact DNA. The objective of this chapter was to evaluate the
functionality and accuracy of barcode approach in recovering, unequivocally, the
molecular identification of an unknown taxon (AraceaeX). The matK fragment
(barcode sequence) obtained for AraceaeX was compared to other accessions of
Araceae that formed the Reference Profile, built in Chapter 1. The unknown
sequence (AraceaeX) was closely related to the monospecific genus Bognera Mayo
Bogner & Nicolson (tribe Spathicarpeae), but differed from that at molecular and
morphological levels. The results presented here were helpful for the description of a
new genus of Araceae: Lorenzia E.G. Gong. gen. nov. inéd., created with the
recognition of the species Lorenzia umbrosa E.G. Gong. sp. nov. inéd., previously
named AraceaeX. However, we must emphasize that this molecular tool, although
powerful, does not replace the work of taxonomists, but is highly dependent on these

studies.

® It is important to note that it is not the author's intention to publish any inedited taxa here presented.

They should be published elsewhere.
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1. Introducéo

A capacidade de identificar com precisédo as espécies, ou qualquer outro nivel
taxon6mico, é fundamental para a pesquisa e 0 estudo da diversidade bioldgica
(Stace 1989). Ao atribuirmos a um organismo um nivel hierarquico estamos, na
verdade, abrindo um horizonte de possibilidades que vinculardo esse organismo a
sua populacdo, aos outros de sua espécie, as outras espécies de seu género, a
outros géneros, familias e assim por diante (Raven et al. 2010). Além disso, ao
identificar um material biolégico podemos acessar o conhecimento cientifico
disponivel, com implicacdes diretas em sua ecologia, genética, fisiologia, anatomia,
evolucdo, entre outras areas do pensamento biolégico (Lorenzi & Souza 2008; Judd
et al. 2009).

Basicamente, a identificacdo de um material biologico pode ser realizada de
quatro formas: através da comparacdo com outro material biolégico previamente
identificado; através de literatura especializada, principalmente considerando o uso
de mecanismos de identificacdo como as chaves e as descri¢ces cientificas; pode
ser ainda realizada pelo reconhecimento imediato, mas isso dependera do
conhecimento prévio acumulado sobre o tAxon em questdo e sobre seus grupos
relacionados por parte do identificador; ou pode ser realizada diretamente por um
especialista. Dentre essas quatro formas, a ultima é a mais confiavel (Bezerra &
Fernandes 1989, Vidal & Vidal 2004; Judd et al. 2009). Porém, ter acesso ou
conseguir enviar o material a ser determinado para um especialista ndo é tarefa facil,
principalmente, considerando que, na maioria dos casos, 0s materiais sao coletados
em uma localidade e o especialista reside em outro estado da federagédo ou, até
mesmo, em outro pais.

Contudo, esse ndo € o maior entrave. A questao é que o numero desses
profissionais tem crescido, mas em ritmo menor que a demanda (Wilson 2004;
Peixoto et al. 2006). Assim, embora este seja 0 caminho mais confiavel para a
identificacdo de um material desconhecido, a identificacdo pode demorar meses, ou
até mesmo, anos. Além do incentivo a formacdo e ao treinamento de novos
profissionais, outras saidas tém sido propostas para preencher, mais rapidamente,
essa lacuna entre a expertise na identificacdo taxondmica e a necessidade, ndo so

da comunidade cientifica, mas também de estudiosos, aficionados e do publico em
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geral (Tautz et al. 2003). Nessa linha, o uso de tecnologias de identificacdo
moleculares vem ganhando cada vez mais espaco.

Nos ultimos dez anos, tem crescido, em volume de informacdo e em
credibilidade, a adocao e o uso de pequenos fragmentos de DNA como ferramenta
de identificacdo biol6gica. Esses pequenos fragmentos vém sendo denominados
DNA barcodes ou codigos de barra de DNA (Hebert et al. 2003a; Hebert et al.
2003b). Em linhas gerais, os codigos de barras de DNA sao marcadores
moleculares, codificantes ou néo, capazes de recuperar, de forma rapida e, na
maioria dos casos, inequivoca a identificacdo de um material biologico
desconhecido, em qualquer nivel (Dalebout et al. 2004), através da sua comparacao
com um banco de sequéncias confiavel (Meyer & Paulay 2005; Lahaye et al. 2008).

Através da adocdo da COI (citocromo c oxidase subunidade 1) como
sequéncia barcode, essa tecnologia de identificacdo molecular tem se mostrado
eficiente na identificacdo de diferentes grupos de insetos e animais (Hebert et al.
2004b, Vences et al. 2005, Hajibabaei et al. 2006, deWaard et al. 2009; Ardura et al.
2010). J& nas plantas terrestres, essa regido do DNA mitocondrial (mtDNA) nédo
apresentou variacdo suficientemente para que fosse utilizada da mesma forma
(Chase et al. 2005; Chase et al. 2007; Fazekas et al. 2008; Lahaye et al. 2008,
Newmaster et al. 2008; Hollingsworth et al. 2009). Assim, outros fragmentos tiveram
gue ser testados. Dentre esses, merecem destague alguns marcadores plastidiais
(cpDNA), tais como o accD, o matK, o ndhJ, o rpoB, o rpoC1, o ycf5, o atpF-H, o
psbK-psbl, o rbcL, o trnH-psbA e o trnL-F, além de nucleares, como o nrITS e o
nriTS2 (Kress et al. 2005, Chase et al. 2007; Fazekas et al. 2008; Hollingsworth et
al. 2009a; Hollingsworth et al. 2011).

Essa busca pelo DNA barcode ideal para as plantas envolveu, sobretudo, nos
altimos anos, consideravel esfor¢co e dedicacdo por parte da comunidade cientifica
na avaliacdo e no estudo destas 13 sequéncias candidatas (Fazekas et al. 2008;
Hollingsworth et al. 2009b). Contudo, somente a pouco menos de dois anos é que
resultados expressivos comecaram a ser obtidos. Em 2009, o CBOL Plant Working
Group (Consortium for the Barcode of Life, Hollingsworth et al. 2009b), que reunia a
época 52 pesquisadores, pertencentes a 25 instituicbes de todo o mundo, apés
deliberar sobre o conhecimento disponivel até entdo, num total de sete sequéncias
candidatas (quatro codificantes: matK, rbcL, rpoB e rpoC1; e trés ndo-codificantes:
atpF-H, trnH-psbA e psbK-psbl), recomendou a ado¢c&o de uma abordagem multiloci
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gue combinava um marcador mais lento e conservado, o rbcL, com outro mais
variavel, o matK. Embora essa decisdo tenha sofrido criticas, principalmente,
considerando a falta de primers universais e a dificuldade em obter sequéncias
viaveis para o matK (Kress et al. 2009), finalmente, surgia uma abordagem barcode
para as plantas terrestres (Hollingsworth et al. 2009b; Hollingsworth et al. 2011).

Apesar das dificuldades relatadas, o matK, que € uma ORF (Open Reading
Frame), de cerca de 1500bp, localizada dentro do intron do trnK, o gene que codifica
o0 tRNA para a lisina®"Y (Soltis et al. 1999; Hilu et al. 2003; Shaw et al. 2005; Hilu et
al. 2008), tem se mostrado eficiente em recuperar a identificacdo de diferentes
familias botanicas, sendo, por vezes recomendado como barcode universal, em
detrimento do rbcL (Lahaye et al. 2008; Yu et al. 2011). Alias, é crescente o esforco
em desenhar novos primers e no estabelecimento de protocolos de amplificacdo que
vem permitindo sua utilizacdo como ferramenta de identificagdo molecular, com
resultados surpreendentes (Hollingsworth et al. 2011). Em seu estudo, Dunning &
Savolainen (2010), depois de analisarem mdultiplos primers para o0 matK,
recomendaram a aplicagdo e o uso de pares especificos para determinadas ordens
e familias boténicas, recuperando, em média, 97% das identificacbes. Resultados
promissores também foram alcancados, recentemente, por outros autores, como Yu
et al. (2011) que conseguiram recuperar, em uma amostra de 58 espécies,
pertencentes a 47 familias de angiospermas, sequéncias viaveis em cerca de 93%
dos casos, valor muito superior aos, aproximadamente, 60% obtidos pelo CBOL
Plant Working Group (Hollingsworth et al. 2009b).

Esse marcador ndo oferece apenas a possibilidade de identificacao
molecular. O matKk € um dos marcadores mais utilizados na construcdo de
filogenias, principalmente, pela sua rapida evolugdo, desempenhando papel de
destaque na sistematica vegetal e no tratamento e circunscricdo de diversas familias
botanicas (Hilu & Liang 1997; Soltis et al. 1999; Hilu & Alice 1999; Hausner et al.
2006; Hilu et al. 2003; Hilu et al. 2008).

Em Araceae, a familia dos copos de leite (caracterizados pelas
inflorescéncias em espadice, envoltas pela espata), esta regido mostrou-se eficiente
na reconstrucao filogenética ndo s6 da familia como um todo (Cabrera et al. 2008),
como de varias tribos em separado: Thomsonieae (Grob et al. 2002), Spathicarpeae
(Goncgalves et al. 2007), Caladieae-Zomicarpeae (Batista 2008), Schismatoglottideae
(Wong et al. 2010) e Areae (Cusimano et al. 2010).
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Alids, o numero de géneros aceitos dentro da familia tem mudado
significativamente nos ultimos cinco anos, sobretudo, considerando os estudos
filogenéticos citados anteriormente. Novas circunscricdes genéricas foram
propostas, como em Wong et al. (2010), com a readoc¢do de Philonotion Schott (tribo
Philonotieae S.Y. Wong & P.C. Boyce, também proposta nesse estudo) e em
Cusimano et al. (2010) com o reerguimento de Sauromatum Schott (tribo Areae). A
descoberta de novos géneros, baseados em novas coletas e em materiais
depositados em cole¢des € um pouco menos comum, como Croatiella E.G. Gong.,
Incarum E.G. Gong. (Gongalves 2005) e Pichinia Wong & Boyce (Wong & Boyce
2010).

Contudo, reconhecer um novo género ou espécie pode ser uma tarefa dificil e
demorada. Em 2003, o especialista em Araceae, Eduardo Gomes Gongalves, em
uma viagem de campo para o estado do Amapda — Brasil, coletou uma planta que,
inicialmente, mostrou-se similar ao género monotipico Bognera Mayo & Nicolson
(Bogner 2008), pertencente a tribo Spathicarpeae Schott (sensu Gongalves et al.
2007). Porém, como o material estava estéril sua determinacdo ndo foi possivel
aquela época, permanecendo a planta em cultivo para futura identificagdo. Em
analise posterior, com base na observacdo de um pedunculo delicado, Goncalves
chegou a cogitar sua relacdo com a tribo Zomicarpeae Schott, também de
distribuicAo amazbnica, assim como Bognera. Contudo, a analise de cortes
transversais do peciolo revelou um padrdo colocasidide, caracterizado pela
presenca de um anel de colénquima parcialmente interrompido, tipico da tribo
Spathicarpeae (Gongalves et al. 2004). Em 2007, o material foi sequenciado e
confrontado contra a filogenia recém publicada de Spathicarpeae (Gongalves et al.
2007) o que, realmente, confirmou sua relagdo com essa tribo, em detrimento de
Zomicarpeae, que teve sua filogenia completada no ano seguinte (Batista 2008).
Apenas em 2010, ap0s sete anos em cultivo, suas flores puderam ser observadas,
confirmando a suspeita de que o material, realmente, era préximo a Bognera
(Goncalves, com. pess.).

Porém, o posicionamento e a circunscricdo deste novo taxon dentro de
Spathicarpeae permaneciam ainda obscuros. Nesse contexto, fica clara a
importancia do Perfil de Referéncia construido no Capitulo 1 desta tese, que reune
514 sequéncias barcode de matK, pertencentes a 105 géneros e mais de 350

espécies de Araceae. Considerando-se que se trata de uma amostra
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adequadamente identificada, grande e amplamente diversa desta familia, este perfil
poderia permitir, ndo s6 a confirmac¢do do novo taxon proposto por Gongalves, como
também posiciona-lo frente a outras espécies, géneros e grupos de Araceae nele
catalogados. Portanto, com base no que foi exposto, é objetivo do presente capitulo
avaliar a funcionalidade e a precisao da abordagem barcode em recuperar, de forma
inequivoca a identificacdo molecular de um taxon desconhecido para a ciéncia,
tendo como base de comparacdo o Perfil de Referéncia construido para a familia

Araceae no Capitulo 1.

2. Metodologia

2.1. Obtencéo da sequéncia desconhecida

Foi coletado material foliar fresco do material desconhecido (denominada de
AraceaeX), mantido em cultivo no Jardim Botanico Plantarum (Av. Brasil, 2000,
Nova Odessa — SP) e no Jardim Botanico Inhotim (Rua B, 20, Brumadinho - MG,
Brasil). Essa amostra foi desidratada em silica gel e mantida até o momento da
extracdo. O DNA foi extraido pelo método CTAB (Doyle & Doyle 1987), modificado
para o uso em sistema FastPrep® (Krackeler Scientific, Inc.) e amplificado segundo
a metodologia proposta por Gongalves et al. (2007). Os produtos de PCR obtidos
foram purificados com ExoSAP-IT® (USB Corporation). Para o sequenciamento foi
utilizado o sequenciador automéatico ABI PRISM 377 (Applied Biosystems, CA) e o
Kit de sequénciamento DYEnamicTM ET terminator® (Amersham Pharmacia
Biotech, Sweden), de acordo com as instrugcbes do fabricante. Tanto na
amplificagéo, quanto no sequénciamento do matK, foram utilizados os primers —19F
(Gravendeel et al. 2004) e 2R (Steele & Vilgalys 1994) na amplificacdo de toda a
ORF, incluindo o intron 3’ do trnK (~1900bp), e os primers internos 390F e 1326R
(Cuénoud et al. 2002) e 1034F e 533R (Batista, 2008), disponiveis na literatura, com
a finalidade de aumentar a sobreposicdo na regido. A sequéncia obtida foi
depositada no GenBanK® (acesso JF803495).
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2.2. Construcao do Perfil de Referéncia

Para compor o Perfil de Referéncia, ao contrario do desenho dado no
Capitulo 1, foram combinadas todas as sequéncias de matK provenientes de
diferentes estudos filogenéticos em Araceae: Batista (2008), Grob et al. (2002),
Gongcalves et al. (2007), Wong et al. (2010), Cusimano et al. (2010), Cabrera et al.
(2008) e Wang et al. (2010). Assim, nesse Capitulo, compuseram o Perfil de
Referéncia 514 sequéncias, pertencentes a 9 Subfamilias, 31 Tribos, 105 géneros e
363 espécies. Exceto por Batista (2008), todas as sequéncias estédo disponiveis para

acesso no GenBank® (Capitulo 1, Anexo I).

2.3. Obtencéo do fragmento-alvo de matK (sequéncia barcode)

A sequéncia desconhecida (AraceaeX) foi alinhada juntamente com todas as
514 sequéncias do Perfil de Referéncia. Além dessas sequéncias, como descrito nos
capitulos anteriores, para manter o posicionamento e, consequentemente, a
universalidade do fragmento-alvo obtido frente a outras sequéncias barcodes ou
nao-barcodes depositadas no GenBank® (Benson et al. 2010), foram também
alinhadas outras cinco sequéncias de Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. (A. thaliana
cultivar serl, acesso AF144373.1; A. thaliana cultivar ndl, acesso AF144375.1; A.
thaliana cultivar noO, acesso AF144376.1; A. thaliana cultivar ka0, acesso
AF144377.1; e A. thaliana cultivar su0, acesso AF144378.1). Todas as sequéncias
acima foram alinhadas utilizando o programa ClustalW® (Thompson et al. 1994),
sendo os alinhamentos, posteriormente, verificados e editados manualmente. Para a
obtencdo do fragmento-alvo, os primers XXF e ALIl_R, propostos por Dunning &
Savolainen (2010), proprios para Alismatales, foram incluidos, manualmente, aos
alinhamentos anteriores, sendo a regido compreendida entre os primers entao
recortada (Capitulo 1, Figura 1). As sequéncias obtidas foram utilizadas para as

demais analises e comparacoes.

2.4. Andlise das sequéncias

Para estimar a distancia genética entre a amostra desconhecida e as demais

pertencentes ao Perfil de Referéncia foi utilizado o modelo de substituicdo Kimura 2

161



Parametros — K2P (Kimura 1980). As arvores foram geradas através do programa
MEGA 5® (Tamura et al. 2011), utilizando Neighbour-Joining (NJ), com o teste de
bootstrap (Felsenstein 1985) com 1000 réplicas. Novamente, a escolha tanto o
modelo substitituicdo, quanto do método de distancia seguiram as recomendacdes
propostas pelo Barcoding of Life Data System (BOLD, Ratnasingham & Hebert
2007).

3. Resultados e Discussao

Com base na topologia da arvore obtida (Figura 1) é possivel verificar que a
sequéncia desconhecida (AraceaeX) permaneceu agrupada com a espécie Bognera
recondita (Madison) Mayo & Nicolson (bootstrap = 76), com a qual guarda estreita
relacdo (Bootstrap = 86), pertencente a tribo Spathicarpeae. Embora, a espécie
Mangonia tweediana Schott seja grupo-irmao de AraceaeX e B. recondita, esta
forma um agrupamento distinto e fortemente suportado (bootstrap = 100). E possivel
ainda reconhecer dentro da tribo Spathicarpeae dois outros grupos agrupamentos:
um formado pelos géneros Asterostigma F.E.L. Fischer & C.A. Meyer, Taccarum
Schott, Spathicarpa Hook., Croatiella E.G. Gong. e Synandrospadix Engler e outro
por Incarum E.G. Gong., Sphathantheum Schott e Gorgonidium Schott. Os géneros
Dieffenbachia Schott e Gearum N.E. Brown. permanecem separados dos demais,
mais incluidos em Spathicarpeae. Sao tribos relacionadas a Spathicarpeae:
Culcasieae Engler, Aglaonemateae Engler, Homalomeneae M. Hotta, Philodendreae
Schott, Nephthytideae Engler e Zantedeschieae Engler.

A topologia aqui apresentada difere da obtida por Cabrera et al. (2008), em
sua reconstrucdo filogenética da familia Araceae, pois ndo apresenta
Dieffenbachieae como um grupo monofilético e distinto de Spathicarpeae. Porém,
concorda com a reconstrucdo de Gongalves et al. (2007) que expandiu
Spathicarpeae para incluir além de Diffenbachieae, o género Bognera, anteriormente
posicionado em Diffenbachieae (sensu Mayo et al. 1997). Além disso, recupera tanto
o clado de géneros e espécies andinas (Clado SIG) quanto o clado “SACTS” que
reine géneros e espécies que se desenvolvem em areas marcadas pela
sazonalidade, conforme proposto por Gongalves et al. (2007). Assim, mesmo

considerando a adocdo de um arcabouco de analise diferente dos estudos citados
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anteriormente, € possivel notar que a sequéncia barcode continua a guardar forte
sinal filogenético, caracteristica rara em uma abordagem que considera apenas um
marcador molecular e o avalia por um método de distancia.

Ainda, considerando as topologias obtidas por Goncalves et al. (2007) e por
Cabrera et al. (2008), é possivel notar que nesses estudos Bognera figura como um
género basal em Spathicarpeae, relacéo distinta da obtida aqui que coloca Gearum
e Dieffenbachia nessa posicdo. Nesse contexto, podemos inferir que AraceaeX
também permaneca, evolutivamente, ao lado de Bognera e Dieffenbachia, géneros
com os quais compartilha similaridades morfolégicas, tais como a presenca de
tricomas curtos nas folhas. Contudo, as semelhancgas entre AraceaeX, Bognera e
Dieffenbachia acabam ai. AraceaeX difere, substancialmente, destes dois ultimos
géneros por apresentar um namero indefinido de pequenos catafilos nos nés, tecas
com deiscéncia semicircular, flores com tricomas capitados e conectivos soélidos,
caracteristicas ausentes nestes dois géneros (Gongalves, com. pess.).

Ao combinarmos estas caracteristicas morfologicas distintivas com o
posicionamento de AraceaeX no Perfil de Referéncia podemos notar que o
fragmento-alvo (sequéncia barcode) de matK, ndo s6 foi capaz de identificar uma
sequéncia desconhecida, mas também permitiu seu posicionamento sistematico
com relacdo aos demais géneros e espécies dentro da tribo. Portanto, por ser
claramente distinta, morfologicamente e molecularmente, de Bognera e dos outros
géneros em Spathicarpeae € bastante provavel que AraceaeX represente,

possivelmente, um novo tdxon em Araceae.
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Figura 1. Arvore com as subfamilias e tribos de Araceae, baseada nas sequéncias
do fragmento-alvo (sequéncia barcode) de matK (Neighbor-joining — NJ, Kimura —
2P, MEGA 5®). (2) Acesso pertencente ao estudo de Cabrera et al. (2008) e (7)
acesso pertencente ao estudo de Wong et al. (2010).
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4. Consideracdes adicionais

Os resultados apresentados nesse capitulo foram decisivos para a
circunscricdo e o reconhecimento do novo género monotipico Lorenzia E.G. Gong.
gen. nov. inédito, instituido com a descricdo da espécie Lorenzia umbrosa E.G.
Gong. sp. nov. inéd. (Gongalves, no prelo), anteriormente denominada AraceaeX.
Porém, para que maior resolucgéo filogenética fosse alcancada outros métodos como
a parcimdnia e a inferéncia bayesiana foram utilizados por Gongalves, além da
morfologia e dos métodos de distancia, no momento da descricdo. No Anexo I, sdo
apresentadas algumas fotos de L. umbrosa.

Como visto, foram necessarios quase oito anos para que o género Lorenzia e
sua espécie L. umbrosa pudessem ser reconhecidos, ficando claro o papel
determinante da comparacdo molecular em sua circunscricdo. Certamente, se sua
sequéncia de DNA tivesse, a época, sido comparada diretamente contra um banco
de sequéncias confidvel seu posicionamento e relagdo com os demais grupos teria
sido melhor compreendido, questionamentos seriam mais facilmente resolvidos e
muito tempo teria sido poupado. Realmente, € evidente a importancia do Perfil de
Referéncia construido no Capitulo 1 e do uso do fragmento-alvo de matK como
ferramenta molecular de identificacdo em Araceae.

Porém, a importancia do Perfil de Referéncia ndo reside apenas na sua
capacidade de validar diagnésticos moleculares. Meyer & Paulay (2005) ressaltam
que, independentemente do método empregado, a utilizagdo ferramentas de
identificagdo moleculares, como os DNA barcodes, & extremamente sensivel a
riqueza do banco de sequéncias utilizado como referéncia. Portanto, para que as
identificacbes recuperadas pela aplicacdo de ferramentas moleculares sejam validas
€ imperativo que as sequéncias de codigo de barras de referéncia sejam
provenientes de espécimes de procedéncia conhecida, principalmente o0s
depositados em colec¢Bes bioldgicas, adequadamente identificados de acordo com o
rigor cientifico (Dalebout et al. 2004; Lorenz et al. 2005; Schander & Willassen
2005).

Aqui surge uma das maiores polémicas do uso de sequéncias na identificacdo
molecular de taxons. Apesar da importancia do conhecimento taxonémico para a
comunidade cientifica (Ball & Hebert 2005; Monaghan et al. 2005; Rubinoff et al.
2006), o numero de especialistas disponiveis é hoje muito menor que a demanda
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(Peixoto et al. 2006), o que representa um fator limitante, principalmente, em
estudos ecoldgicos e inventarios sobre a biodiversidade (Paquin & Hedin, 2004,
Barbosa & Peixoto 2003). Deste modo, com a criacdo, adequada manutencéo e
construgdo de bancos de referéncia confiaveis, o uso de DNA barcodes pode sim
representar uma alternativa na qual a identificagdo taxondmica de um espécime
poderd, praticamente, ser feita por qualquer pessoa que tiver acesso a um
laboratorio de sequenciamento de DNA (Hogg & Hebert 2004a; Lorenz et al. 2005).

Embora possa parecer, esta tecnologia néo visa substituir de forma alguma o
trabalho do sistemata tradicional em catalogar a biodiversidade (Dunn 2003;
Lipscomb et al. 2003; Tautz et al. 2003; Barret & Hebert 2005). E importante
salientar que os DNA barcodes podem apenas identificar amostras desconhecidas
por comparagdo com bancos de dados validados. Portanto, na verdade, os
sistematas tornam-se imprescindiveis, pois, em outras palavras, a validade das
identificacbes baseadas em DNA depende do estabelecimento de sequéncias de
referéncia provenientes de espécimes taxonomicamente confirmados por eles
(Barret & Hebert 2005).

Portanto, o principio de qualquer diagnostico molecular é ajudar o
pesquisador, e ndo servir como um fim em si mesmo (Besansky et al. 2003). Como
0S grupos taxondmicos sao reconhecidos, caracterizados e classificados tendo como
base uma ampla gama de caracteristicas (morfolégicas, genéticas, ecoldgicas,
geograficas, entre outras) a identificacdo “classica” e a “molecular” ndo devem ser
consideradas como atividades excludentes. Neste contexto, a adocdo de DNA
barcodes representaria, apesar de poderosa, apenas mais uma ferramenta
(Schander & Willassen 2005; Gregory 2005; Marshall 2005) para uma compreensao
mais aprofundada sobre as relagcdes entre os organismos (Besansky et al. 2003 e
Schander & Willassen 2005; Miller 2007).

5. Conclusao

Foi possivel recuperar, de forma inequivoca, a identificacdo molecular de um
taxon desconhecido, tendo como base de comparacdo o Perfil de Referéncia
construido para a familia Araceae no Capitulo 1. Além disso, o fragmento-alvo

(sequéncia barcode) de matK possibilitou inferéncias consistentes que permitiram o
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posicionamento sistematico da amostra desconhecida (AraceaeX) com relacdo aos
demais géneros e espécies dentro de Spathicarpeae, servindo como base para a
descricdo de um novo género em Araceae: Lorenzia E.G. Gong., intituido pela
criagdo da espécie Lorenzia umbrosa E.G. Gong. Porém, é preciso ressaltar que
esta ferramenta molecular, embora possa facilitar o trabalho do sistemata, ndo o
substutui, sendo seu resultado extremamente dependente, em Ultima analise dos

estudos deste profissional.
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Anexo |. Lorenzia umbrosa E.G. Gong. sp. nov. inéd. (Gongalves, no prelo). A.
Habito. B. Habito em cultivo. C. Planta em estagio reprodutivo. D. Detalhe da
espadice e da espata. Fotos cedidas por E.G. Gongalves.
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CONCLUSAO GERAL

Pela primeira vez dentro de Araceae, 0 uso de um marcador como sequéncia
DNA barcode foi avaliado em grande escala. O fragmento-alvo de matK, de
aproximadamente 725pb, mostrou-se suficientemente varidvel para tal tarefa, sendo
capaz de recuperar, na maioria dos casos, identificacbes inequivocas para 0S
diferentes géneros e espécies amostrados. Embora, ao nivel genérico, praticamente
nao exista diferenca no percentual de acertos entre as metodologias adotadas
(superior a 95%), a busca BLAST® mostrou-se mais eficiente que o método de
distdncia em recuperar identificacbes ao nivel especifico (68% e 81,5%,
respectivamente). O fragmento-alvo apresentou ainda forte sinal filogenético,
refletindo grande parte das relacdes entre os diferentes taxons de Araceae. Assim,
mesmo considerando que este ndo seja seu principal objetivo, o fragmento-alvo de
matK pode também ser utilizado como uma possivel ferramenta exploratoria de
inferéncia evolutiva.

Como em outros estudos disponiveis na literatura, os resultados aqui obtidos
também apontam para a existéncia de uma limitacdo na aplicagdo dos DNA
barcodes na identificacdo molecular de espécies proximamente relacionadas, como
foi o caso das espécies cultivadas de Xanthosoma. Contudo, os mesmos resultados,
vistos a luz de uma abordagem mais ampla, apontaram também, mesmo que de
forma preliminar, para a necessidade de uma nova circunscricdo taxonémica em
Xanthosoma. Nesse novo arranjo, as principais espécies cultivadas de taioba
seriam, na verdade, uma Unica espécie fortemente polimérfica (“X. atrovirens”), com
marcada amplitude de variacdo fenotipica, alcancada tanto por processos naturais
quanto pela intervencdo do homem. Corroborariam tal afirmacdo aspectos
morfologicos, citogenéticos, geograficos e evolutivos.

O fragmento-alvo de matK foi ainda capaz de recuperar, de forma inequivoca,
a identificagdo molecular de um taxon desconhecido para a ciéncia. Este resultado
forneceu subsidios para a descricdo de um novo género em Araceae: Lorenzia E.G.
Gong., intituido pela criacdo da espécie Lorenzia umbrosa E.G. Gong. Neste
aspecto, a adogcédo e o uso de sequéncias DNA barcodes pode representar uma
importante ferramenta de auxilio na identificacdo e no posicionamento de novos

taxons em Araceae. Porém, € preciso ressaltar que esta ferramenta molecular,
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embora possa facilitar o trabalho do sistemata, ndo o substutui, sendo seu resultado
extremamente dependente da correta identificacdo dos espécimes feita por estes
profissionais.

Finalmente, os resultados encontrados apontam para a necessidade de um
aumento na densidade amostral, ndo sé para uma maior compreensao da variacao
existente dentro de Araceae, mas também para o estabelecimento de um banco de
sequéncias de referéncia robusto, coeso e densamente representativo que,
futuramente, podera ser utilizado ndo s6 na identificagdo de espécimes
desconhecidos, mas também para a conservacao e o uso sustentavel das espécies

de Araceae.
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